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Resumen

El trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana de extractos de hojas de Melia azedarach L. sobre seis
bacterias patégenas. Inicialmente mediante extraccion por el método Soxhlet se obtuvo extracto total en etanol y a partir
de éste se prepararon fracciones liquido-liquido con éter de petréleo y acetato de etilo. El extracto total y las dos fraccio-
nes fueron diluidos a diferentes concentraciones (ppm) para evaluar in vitro su actividad antibacteriana. Las bacterias de
mavyor susceptibilidad fueron las patégenas de humanos Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella oxytoca, en relacion a la fitopatégena Burkholderia glumae quien mostré resistencia a todos los tratamientos. Las
bacterias patégenas fueron mds susceptibles a la fraccion éter de petréleo a concentracion minima de 25 ppm. El screen
fitoquimico de la planta indico presencia de metabolitos secundarios tipo alcaloides, terpenos/esteroles, saponinas, taninos
y antocianinas. Estos resultados evidencian el posible uso de M. azederach como alternativa de control biolégico sobre las
bacterias analizadas.
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Abstract

The work was objective to evaluate the antibacterial activity of extracts from leaves of Melia azedarach (L) on six pathoge-
nic bacteria. Total ethanol extract was obtained initially by extraction with method Soxhlet and from this prepared liquid-
liquid fractions with petroleum ether and ethyl acetate. The total extract and the two fractions were diluted at different
concentrations (ppm) to evaluate its antibacterial activity in vitro. More susceptible bacteria were the pathogenic human
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella oxytoca, in relation to the plant pathogen
Burkholderia glumae who showed resistance to all treatments. Pathogenic bacteria were more susceptible to the fraction of
petroleum ether to the minimum concentration of 25 ppm. Screen plant phytochemical indicated presence of secondary
metabolites type alkaloids, terpenes/sterols, saponins, tannins and anthocyanins. These results demonstrate the potential
use of M. azederach as biological control alternatively on analysed bacterial.
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Introduccién

Generalmente las infecciones que se presentan en
América latina son ocasionadas por bacterias patoge-
nas; lo que se ha convertido en un problema de sa-
lud publica en los paises en via de desarrollo donde
las condiciones de vida son precarias. La mayoria de
estas bacterias originan enfermedades que se transmi-
ten entre la poblacién. P. aeruginosa es un patégeno
oportunista de importancia clinica, causante de infec-
ciones del tracto urinario, vias respiratorias, dermatitis,
infecciones de tejidos blandos, bacteriemia, infeccio-
nes 6seas y articulares, infecciones gastrointestinales,
infecciones en pacientes con quemaduras graves, can-
cer y en pacientes inmunodeprimidos (Todar, 2008).
E. faecalis, causa infecciones nosocomiales, ademas de
ser resistentes a un sin nimero de agentes antimicro-
bianos (Morrinson et al,, 1997). K. oxytoca, patégena
oportunista que causa enfermedades graves como
septicemia, neumonia, infecciones del tracto urinario
e infecciones de tejidos blandos (Kovtunovych et al.,
2003). E. coli, anaerébica facultativa del tracto intesti-
nal del hombre y de algunos animales, algunas espe-
cies causan infeccion urinaria, septicemia, meningitis
o enfermedad diarreica (Vidal et al,, 2007). B. glumae,
agente causal de la enfermedad conocida como anu-
blo bacterial de la panicula del arroz, la cual se ha
convertido en una enfermedad de importancia en los
dltimos anos, debido a las pérdidas econémicas que
ocasiona al sector agricola (Pérez et al,, 2008).

Teniendo en cuenta la anterior problematica, un reto
que se debe asumir es el aprovechamiento de la bio-
diversidad como potencial biolégico en beneficio de
la sociedad (Lizcano y Vergara, 2008), realizando es-
tudios que permitan el descubrimiento de moléculas
bioactivas novedosas, las cuales pueden ser halladas
a partir de fuentes naturales como los vegetales. El
aumento de la resistencia de los microorganismos a
los antimicrobianos sintéticos utilizados convencio-
nalmente, ha creado la necesidad de buscar nuevas
sustancias que permitan controlar enfermedades aso-
ciadas a microorganismos que mejoren la calidad de
vida de la poblacién (Lizcano y Vergara, 2008; Petrera
y Coto, 2009).

En el departamento de Sucre, existe una amplia diver-
sidad de especies vegetales, las cuales han sido solo
estudiadas desde el punto de vista ecolégico y bota-
nico, siendo escasa o nula la informacion quimica o
farmacoldgica de estas especies; de tal manera que se
desconoce su posible potencial biolégico en la inhibi-
cion de microorganismos causantes de enfermedades.
Por esta razon se hace necesario aprovechar especies
vegetales, como M. azedarach, para determinar com-

puestos quimicos y sustancias biolégicamente activas
con efectos antimicrobianos que permitan controlar
microorganismos de gran importancia, especialmente
para la medicina y agricultura.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material vegetal de M. azedarach, se recolecto en el
municipio de Sincelejo, departamento de Sucre. Unas
muestras fueron utilizadas para su respectiva clasifica-
cion taxonémica en el Herbario Nacional de Colombia
y las otras para el proceso de obtencion del extracto.

Proceso de extraccion

Para la obtencion del extracto vegetal se empled la
metodologia propuesto por Gualtieri et al., (2008) con
algunas modificaciones. Las hojas fueron previamente
secadas a temperatura ambiente por 8 dias, se picaron
y se utilizaron 1000 g, las cuales fueron sometidas a
extraccion con etanol al 97% en equipo Soxhlet a 60
°C-80 °C durante 6 horas, concentrandose en rotaeva-
porador a 60 °C al vacio hasta sequedad. Después de
obtener el extracto etandlico, se realizé un fracciona-
miento liquido-liquido con éter de petréleo y acetato
de etilo, obteniéndose las fracciones correspondientes
(Avila et al,, 2006). Para evaluar la actividad antibacte-
riana, el extracto etandlico total seco y sus diferentes
fracciones fueron diluidos con dimetilsulféxido para
preparar concentraciones de 1, 5, 10, 25, 50y 75 ppm.

Bacterias evaluadas

Las bacterias evaluadas fueron: E. coli 11009 (aislada
de paciente hospitalario), P. aeruginosa ATCC 27853,
K. oxytoca ATCC 43863, K. oxytoca ATCC 43086, E.
faecalis ATCC 29212 y B. glumae 320012 (CIAT).

Evaluacién in vitro de actividad antibacteriana

Para la evaluacién de actividad antibacteriana con el
extracto etandlico total seco y sus diferentes fraccio-
nes sobre las bacterias se utilizé el método de difu-
sion en disco sobre agar, realizando siembra de las
bacterias purificadas en medio sélido por medio de
la técnica de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton. La
concentracion de todas las bacterias fue de 10® UFC/
ml. Los discos estériles de papel filtro fueron sumer-
gidos por 24 horas en las diferentes concentraciones
del extracto etandlico total y las fracciones E. petrol y
AcOFEt, transcurrido este tiempo, se depositaron sobre
la superficie del medio de cultivo inoculado. Las placas
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se incubaron a 30 °C por 24 horas (Cuellar y Hussein,
2009). Para los experimentos se utilizé un control po-
sitivo con gentamicina 120 mg/mL y negativo dimetil-
sulféxido. Los ensayos se realizaron por triplicado y la
evaluacion se hizo por mediciéon del diametro de las
zonas de inhibicién de crecimiento alrededor de los
discos (mm). La eficiencia de la actividad antibacteria-
na fue comparada con el control positivo.

Identificacion cualitativa de metabolitos secundarios

La comprobacién de los diferentes tipos de metabo-
litos secundarios se realizé por medio de pruebas de
coloracion y reacciones estandarizadas que indicaron
la presencia de compuestos quimicos especificos. Se
hizo determinacion de flavonoides, taninos, triterpe-
nos/esteroles, quinonas, saponinas, alcaloides y anto-
cianinas (Contreras y Cortéz, 2007).

Andlisis espectroscopia de infrarrojo (ir)

Los andlisis de las muestras de caracterizacién o identi-
ficacion del extracto etandlico y las fracciones éter de
petréleo y acetato de etilo, se realizaron en la Univer-
sidad de Cartagena. Se empled un espectrofotometro
de infrarrojo (FTIR)-84005 FOURIER TRANSFORM marca

SHIMADZU, en la regiéon 4000-400 cm™. Se realiz6 el
procedimiento para muestras en disco solido- NaCl
(Skood et al., 2001).

Andlisis estadistico

Para establecer relacion de la actividad antibacteriana
(inhibicion) del extracto de hojas de M. azedarach, en
funcion a las diferentes variables tales como: extractos,
concentraciones y bacterias, se realizé6 un ANOVA mul-
tifactorial. Se realizaron pruebas para determinar qué
factores tuvieron un efecto estadisticamente significa-
tivo sobre inhibicion. Se evalué la significancia de las
interacciones entre los factores, las cuales fueron evi-
denciadas de acuerdo a los resultados de las pruebas-f
obtenida mediante ANOVA lo que permitié identificar
los factores de mayor significancia. Los analisis fueron
realizados mediante el programa estadistico R (R deve-
lopment core team, 2009).

Resultados y discusién

Identificacién taxondmica

La especie vegetal utilizada en el presente estudio fue
identificada como M. azedarach, de la familia Melia-

Figura 1. Forma de crecimiento en medio de cultivo (a) y morfologia de las bacterias en 100 x (b).
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ceae. Un ejemplar se encuentra en el Herbario Nacio-
nal de Colombia (voucher 546006)

Bacterias

En la figura Ta se observan la forma de crecimiento de
cada una de las bacterias patégenas en el medio agar
sangre y en el caso de B. glumae en medio King B. En
la figura 1b se aprecia la morfologia (100 x) mediante
la técnica de tincién de Gram.

Actividad antibacteriana

En la tabla 1 se muestra los resultados del analisis de
varianza (ANOVA) multifactorial de la actividad anti-
bacteriana (mm) en funcién a las variables extractos,

concentracion y bacterias. Los resultados mostraron
diferencia altamente significativa para todas las va-
riables analizadas, debido a que el valor p en todos
los casos (0.0000) fue menor al nivel de significancia
(0.05). Este resultado permite evidenciar la actividad
de los extractos y sus diferentes concentraciones so-
bre la inhibicién producida sobre las bacterias patoge-
nas evaluadas.

Para visualizar la diferencias estadisticas encontrada
en la tabla anterior, en relacion al extracto total etané-
lico y fracciones, se procedi6 a realizar grafico boxplot
(figura 2), observandose que la fraccion de E. petrol
present6 la mayor actividad sobre las bacterias pato-
genas (£3.5-6-0 mm), seguida de AcOEt (£1.5-5.0 mm)
y extracto etandlico total (£0-4.0 mm).

Tabla 1. Resultados del andlisis de varianza multifactorial en funcién a las variables bacterias, fraccién y tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Efectos Principales
A:Bacterias 890.519 178.104 40.43 0.0000™
B:Fraccion 181.5 90.75 20.60 0.0000™
C:Tratamientos 132.296 26.4593 6.01 0.0000™
RESIDUOS 1369.91 311 | 4.40485
Total (corregido) 2574.22 323
***: Altamente significativa de 95% de nivel de confianza
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Figura 2. Resultado grafico de Boxplot de la actividad antibacteriana en funcién de Etanol= Extracto etandlico total, AcOEt=
Fraccién de acetato de etilo, E. Petrol = Fraccion de éter de petréleo
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En la figura 3, se muestran los resultados obtenidos de
las diferentes concentraciones evaluadas sobre E. coli,
P. aeruginosa, K. oxytoca ATCC 43863 y ATCC 43086,
E. faecalis y B. glumae. En general las bacterias fueron
susceptibles a medida que las concentraciones fue-
ron aumentando, es asi como en la concentracién de
1,0 ppm (T1), la actividad antibacteriana (halo o zona
de inhibicion) presenté valores menores a 4 mm; las
concentraciones de 5.0 ppm (T2) y 10.0 ppm (T3) los
rangos de actividad fueron muy similares; a partir de
la concentracién de 25 ppm (T4), se observa mayor
actividad antibacteriana sobre las diferentes bacterias
patégenas. De acuerdo a los resultados mostrados de
los tratamientos T4, T5 y T6, se puede inferir que para
este estudio la concentracion minima inhibitoria es a
partir de 25 ppm.

En la figura 4, se muestran los resultados graficos del
analisis por Boxplot para cada una de las bacterias
evaluadas. Se observa que las bacterias patogenas de
humanos (K. oxytoca ATCC 43863 y ATCC 43086, P.
aeruginosa, E. coli, E. faecalis) fueron las mas suscep-
tibles, a diferencia de la resistencia mostrada por la
bacteria fitopatégena B. glumae. Los metabolitos pre-
sentes en estos extractos se convierten en alternativas
de control, debido a que estas bacterias durante los
dltimos anos, han aumentado su resistencia frente a
los antibidticos cominmente empleados, generando
un problema de salud publica (Beaber et al., 2004).

Estos resultados potenciales de actividad antimicrobia-
na de Melia, coinciden con los reportados por otros
autores, quienes observaron efecto sobre las bacterias
E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa (Ramya et al., 2009;
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Figura 3. Resultado grafico de Boxplot de actividad antibacteriana en funcién de las concentraciones T1= 1ppm T2= 5ppm T3=
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Figura 4. Resultado gréfico de Boxplot de la actividad inhibitoria sobre las bacterias E. coli 11009, P. aeruginosa 27853, E. faecalis

29212, K. oxytoca 43086 y 43863 y B. glumae 320012.
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De Araujo et al., 2009). Otros trabajos realizados por
Khan et al., (2001) con extractos de hoja de M. aze-
darach encontraron actividad del extracto etandlico
sobre E. coliy con las fracciones de éter de petréleo y
acetato de etilo sobre E. coliy P. aeruginosa. Es necesa-
rio resaltar los resultados de la bacteria fitopatégena,
para la cual ninguno de los tratamientos evaluados y
aun el antibidtico tuvo efecto inhibitorio (figura 5).

El antibiético gentamicina, mostré eficiencia en todos
los ensayos, sin embargo al comparar sus resultados
con los tratamientos evaluados, se puede evidenciar
que estos compuestos organicos biolégicamente acti-
vos, representan una alternativa eficaz para disminuir
la resistencia que en los dltimos anos han desarrollado
los microorganismos frente a los antibiéticos (Borboa-
Flores et al, 2010). El dimetilsulféxido utilizado para
preparar las concentraciones del extracto etandlico
total y las fracciones no presentd ningun tipo de inter-
ferencia en los resultados obtenidos, puesto que no
mostré actividad inhibitoria en los ensayos (figura 5).

Identificacion cualitativa de metabolitos secundarios

El analisis fitoquimico realizado al extracto en etanol
de las hojas frescas de M. azedarach permitié deter-
minar la presencia de metabolitos secundarios tipo
alcaloide, terpenos/esteroles, saponinas, taninos y an-
tocianina (tabla 2). La deteccion de estos compuestos

coinciden con lo reportado por otros autores dentro
de la fitoquimica de la especie (Khan et al., 2001; De
Araujo et al., 2009).

La produccion de metabolitos secundarios le ha per-
mitido a las plantas protegerse del ataque de diversos
microorganismos patogenos. Los mecanismos de ac-
cion de estos compuestos organicos producidos por
las plantas son variables; es asi como la toxicidad de
los fenoles se atribuye a la oxidacién de compuestos;
los terpenos estan involucrados en el rompimiento de
la membrana a través de los compuestos lipofilicos; se
ha postulado que los alcaloides se intercalan en la do-
ble cadena del ADN o pueden penetrar la membrana
plasmatica combinandola y precipitando las proteinas
protoplasmaticas y desnaturalizandolas (Borboa-Flores
etal., 2010; Aguas y Morales, 2006). Asi mismo las lec-
tinas y polipéptidos pueden formar canales i6nicos en
la membrana microbiana (Borboa-Flores et al., 2010).

Andlisis espectroscopia de infrarrojo (ir)

Las senales de los espectros infrarrojos del extracto
etandlico y las fracciones éter de petréleo y acetato
de etilo obtenidos a partir de la muestra de hojas secas
de M. azedarach son similares en presencia de grupos
funcionales, tales como el estiramiento de compues-
tos alquinos (2340, 2364 y 2345 cm), cadena alifa-
tica tipo alcano (2900 y 2925 cm™) y estiramiento de

Figura 5. Resultados de actividad antibacteriana in vitro de la fraccién éter de petréleo sobre K. oxytoca, E. coli'y E. faecalis. 1. Extrac-
to 2. Control negativo (Dimetilsulféxido) 3. Control positivo (Gentamicina).
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grupo aldehido (1725, 1731 y 1740 cm™) (figura 6).
La fraccién acetato de etilo presentd un estiramiento
en 3750 cm’, propio de compuestos amina primaria
(NH2) constituyentes de los alcaloides, los cuales es-
tan relacionados con algunos efectos antibacterianos
(Mercado y Vargas, 2003).

Los resultados de la actividad inhibitoria mostrada
con la fraccién éter de petrdleo, posiblemente se ex-
plica debido a que este solvente separ6 por afinidad,
principios activos del extracto total etandlico, como

triterpenoides y esteroles, los cuales se consideran
responsables del efecto inhibitorio sobre las bacterias
de K. oxytoca y P. aeruginosa (figura 2) (Adnan,y Al
Rubae, 2009). Asi mismo; la mayoria de los triterpe-
noides y esteroles conocidos son solubles en solventes
organicos de baja polaridad, como el éter de petréleo
y menos solubles en alcoholes de bajo peso molecular
(Martinez, 2002). Es probable que el extracto etandli-
co presenté menor inhibicién con respecto a las dos
fracciones mencionadas, por constituir una mezcla

Tabla 2. Resultado del Screening fitoquimico de hojas frescas de M. azedarach.

Metabolitos secundarios Reactivo / prueba Resultado
Terpenos / Esteroles Liebermann-Burchard +
Quinonas Borntrager
Flavonoides Shinoda
Saponinas Agitacién vigorosa +
Taninos Gelatina-sal +
Antocianinas Rosenheim +

Erlyc
Wagner +
Alcaloides +
Hager +
Dragendorff +
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Figura 6. Resultado del espectro de infrarrojo del extracto total etandlico y las fracciones éter de petréleo y acetato de etilo.
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compleja de metabolitos, los cuales pueden ejercer un
efecto antagonico estando en el extracto total y asi
impedir que se pueda presentar una respuesta antibac-
teriana eficaz (Osorio, 2009).

Conclusién

Al comparar los resultados del extracto etandlico y las
diferentes fracciones, se observé mayor actividad in-
hibitoria de la fraccion éter de petréleo sobre las bac-
terias patégenas de humanos. Convirtiéndose estos
resultados como un posible potencial biolégico, que
sugiere realizar otros estudios donde se identifique los
compuestos especificos que producen los efectos in-
hibitorios. Un aspecto para resaltar en este estudio fue
la resistencia de la bacteria fitopatégena frente a todos
los tratamientos utilizados y al control positivo, situa-
cion ésta que obliga a seguir evaluando otras especies
vegetales.
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