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INTRODUCCION

Las plantas han evolucionado por mas de 400 millones de afios y para contrarrestar
el ataque de los insectos estas han desarrollado mecanismos de proteccién, como

la repelencia y la accion insecticida (Anaya et al., 2001).

El uso masivo de estos insecticidas ha tenido un camino muy dificil pues en una
primera época las recopilaciones que hacian los investigadores, entre los
agricultores e indigenas, tenian mucho de supersticion y cuando se les someti6 a

pruebas con rigor cientifico no mostraron efecto alguno (Ortiz, 2013).

Sin lugar a dudas los fitoinsecticidas constituyen una muy interesante alternativa de
control de insectos ademas de que solo se han evaluado muy pocas plantas de las
300,000 que existen en el planeta por lo que las perspectivas futuras son aun

insospechadas.

Por ello los extractos vegetales nos serviran de validos sustitutos de costosos
productos quimicos que no son nada buenos para la fertilidad de la tierra ni para
nuestra salud. Podemos preparar extractos para diversas funciones: fungicida,
insecticida incluso para obtener valiosos abonos liquidos que reforzaran la vida del

suelo y potenciaran el efecto de los abonos (Ecoagricultor, 2015).

Es por esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimiento bacteriano;
descubriendo en las plantas compuestos bioactivos para tal fin. El hombre a través
del tiempo ha encontrado en los recursos naturales la solucion a diferentes
problematicas, empleando las plantas a nivel alimenticio, industrial y medicinal,
convirtiéndose de esta manera, en materias primas de vital importancia para el

avance de la humanidad (Barragan, 2012)



Existen plantas como el Neem (Azadirachta Indica A. Juss), que han mostrado tener
excelentes resultados encontrdndose ya en el mercado en formulaciones

comerciales. (Ortiz, 2013)

Las plantas se utilizan para casi todo (L6pez S., 2000) otorgan a la humanidad
muchos y variados beneficios, ademas de los predominantes usos medicinal y
comestible. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre 66 y 88% de
la poblacién del planeta recurre a la herbolaria para atender la curacion de diversos

padecimientos y enfermedades (Akerele, 1991).

Algunas poblaciones, sobre todo las que habitan en el medio rural, conocen y
disponen de amplios grupos de vegetales durante las distintas épocas del afio
(Villavicencio, 1995).

En el presente trabajo se realiza el estudio de la planta Azadirachta Indica A. Juss
también conocida como Neem, la cual es ampliamente usada como hipoglucémico
y se desea saber si presenta propiedades inhibitorias para algunos

microorganismos aunado a sus ya conocidas propiedades.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La agricultura en México ha sido continuamente afectada por diferentes plagas
como lo son: el gusano cogollero del maiz, las moscas de las frutas, el picudo del
algodonero, las arafias rojas, las mosquitas blancas, entre otras. Con los insectos
se asocian numerosas enfermedades virosas y de igual manera se presentan otras

causadas por hongos, bacterias y nematodos (Rosas et al., 2007).

Por ello los campesinos han tenido que tomar la decisién de utilizar plaguicidas a
pesar que son sustancias quimicamente complejas, que ocasionan muchos
problemas tanto en la salud como en el medioambiente, al ser aplicados estan
sujetos a transformaciones a nivel fisico, quimico y biolégico. Algunas cosechas no

soportan su aplicacién y se pierde la siembra.

Los plaguicidas, son considerados por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente
como contaminantes de acuiferos ya que tienen una alta toxicidad, persistencia y
movilidad. Y por sus propiedades fisicoquimicas son resistentes a la degradacion
biolégica (Cipriano et al., 2012). Actualmente se evita el uso de estos plaguicidas
debido a su elevada toxicidad y muchas instituciones estan en la busqueda de

alternativas que ocasionen un menor dafo al medio ambiente.

En la actualidad, se estan investigando diversas plantas por sus principios activos
presentes en ellas ya que por medio de diversos estudios se conoce que la mayoria
de las especies vegetales poseen propiedades bactericidas, antinflamatorias,
antivirales, antipiréticas, insecticidas y fungicidas (Miranda et al., 2012)

Por ello se estan buscando alternativas naturales renovando las técnicas para
proteger al cultivo de las distintas plagas existentes. Por medio del uso de plantas
de las cuales se obtendran distintos extractos de las plantas como lo son: ajenjo,



albahaca, barbasco, caléndula, diente de le6én, manzanilla dulce, neem, rdbano

picante, ruda, salvia blanca, tabaco, yerbabuena, entre otros.

Por ello se busca investigar al extracto del Neem ya que sea empezado a estudiar
como una alternativa para el control de bacterias fitopatdgenas del género Erwinia
donde los resultados indicaron que es una alternativa potencial para efectuar el
manejo de las bacterias del género Erwinia, causante de dafio en el cultivo de

berenjena (Bricefo et al., 2011).

También se conoce que varios extractos crudos de Neem tienen actividad
insecticida y microbicida, siendo las mas importantes la actividad anti alimentaria y
el bloqueo en el proceso de metamorfosis de larvas, las semillas de Neem contienen
una serie de limonoides estructuralmente relacionados con la azadiractina, lo que
podria significar que también sean biolégicamente activos para el control de

microorganismaos.

El contenido de los componentes con actividad biosida varia de acuerdo a la
variedad genética y al estado de madurez del arbol del Neem. (Coventry E, 2001),
demostraron que extractos etandlicos de semillas de Neem, inhibieron
considerablemente el crecimiento de Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis y
Nocardia sp. Asi determinaron los componentes antimicrobianos en extractos de
semillas de Neem, encontrando que azadiractina, nimbina y salannina, que en

conjunto, son responsables de la actividad antimicrobiana (Lopez et al., 2007).

En el presente estudio se evalud los efectos de inhibicion de los distintos extractos
en bacterias, hongos y levaduras y esta podria dar una posible solucién al problema
de las infecciones o plagas en las cosechas por propiedades ya reportadas y por

los compuestos presentes en sus extractos.



JUSTIFICACION

El presente trabajo estudia los extractos del Neem como inhibidor de bacterias,
hongos y levaduras ya que son un problema constante en los cultivos que afectan
las cosechas y a los agricultores, buscando su eliminacion han recurrido al uso de
distintos plaguicidas, pero al no ser naturales y estar compuestos por productos
sintéticos, como los son: los carbamatos, los organoclorados y los organofosforados

no los hacen mejor opcion.

Estos plaguicidas ayudan a eliminar las diferentes plagas existentes, pero de igual
manera envenenan a nuestro medio ambiente ya que al aplicarlo en la cosecha
contaminan el suelo con quimicos eliminando a la macrobiota y microbiota que
ayudan a crear los distintos nutrientes que son necesarios para que el terreno sea

fertil.

Debido a que no se ha encontrado un plaguicida que termine con las diferentes
plagas existentes, sin provocar dafio alguno al medio ambiente, a la salud y a las
cosechas, es necesario realizar una investigacion sobre el potencial que presentan
las plantas para la eliminacién y defensa de sus plagas proponiendo que el extracto
del Neem podria ser una gran solucién a este enorme problema que persiste y que
cada dia se hace mas grande y mas resistente a los distintos plaguicidas. Para
comprobar que el extracto de Neem ayuda a inhibir el crecimiento de
microrganismos, se han escogido: E. coli, Trichoderma aggressivum y Candida
albicans.

Cada uno de estos microorganismos fue seleccionado por diferentes razones como:
E. coli debido a la reciente contaminacion detectada en la aduana de Estados
Unidos del cilantro, situacion que causo que la Administracion de Alimentos y

Medicamentos de Estados Unidos, (FDA, por sus siglas en inglés) prohibiera



parcialmente la importacién del cilantro mexicano por supuestamente ser el principal

causante de un brote de infecciones estomacales en Texas (Soto, 2015).

Trichoderma aggressivum fue elegido debido a que hay un incremento draméatico
de incidencia y severidad de los "mohos verdes" en la produccién de hongos
comestibles, lo que ha ocasionado problemas de contaminacién en su produccion
en Meéxico, ha causado serias disminuciones en la produccion de hongos
comestibles y presentar pérdidas econdmicas para los productores de la region
(Arenas et al., 2009). Candida albicans ha sido escogida como representante de

levaduras debido a que presenta caracteristicas distintas a las antes mencionadas.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del extracto de Azadirachta Indica A. Juss (Neem) como inhibidor

para bacterias, hongos y levaduras.

Objetivos Especificos

a) Obtener y caracterizar diferentes extractos representativos de plantas de

Neem para determinar su composicion.

b) Evaluar los efectos que pudieran tener la aplicacién de estos extractos para

la inhibicién de microrganismos.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

La etnobotanica estudia las relaciones entre las plantas y los humanos. Estas
relaciones han existido desde el momento en que el hombre inicié el uso de los
vegetales para satisfacer sus necesidades de supervivencia, ya sea como alimento,
para producir calor, para abrigarse, en la construccion, como ornamento y para

procurar su salud (Hernandez et al., 2007).

El arbol de Neem (Azadirachta Indica A. Juss) es una planta perenne arborea de
crecimiento rapido, es originario de la India, solo vive en regiones tropicales y

subtropicales, este puede llegar a alcanzar de 15 a 20 m de altura ya desarrollado.

Este es una especie que ha llamado el interés de distintos cientificos, ya que tiene
multiples propiedades y usos de sus componentes como lo son: semillas, cascara
de la semilla, hojas, corteza y madera. (Figuras 1, 2, 3 y 4) EIl arbol del Neem
empieza con su produccion de frutos después de 3 a 5 afios de su plantacion y
alcanza su maxima produccion a los 10 afios en el cual puede producir mas de 50

kg de frutos anualmente.




HIPOTESIS

Los efectos de los extractos de Azadirachta Indica A.Juss (Neem) son eficientes en
la inhibicion de algunos microorganismos que son capaces de infectar a los cultivos.
En el caso de Trichoderma aggressivum se encuentra presente en los cultivos de
hongos comestibles. E. coli y Candida albicans estan presentes en las infecciones
de plantas, animales y humanos. Por lo cual estos extractos presentan una
alternativa viable para la eliminacion de estos microrganismos, permitiendo su

supresién sin contaminar los cultivos.



Figura 4. Corteza

Figura 3. Flor

El Neem prefiere los suelos profundos, livianos, permeables y arenosos, por lo
menos sin horizontes endurecidos, pero puede plantarse en una amplia variedad de
tipos de suelo, incluyendo sitios dificiles donde la mayoria de otras especies no se

desarrollan bien.

La temperatura idénea a la cual el Neem crece normalmente oscila entre una
temperatura de 9,5 a 37°C, la cual se podria tomar como una temperatura
moderada.

Y de igual manera el Neem crece en condiciones a temperaturas muy elevadas
donde la temperatura maxima puede elevarse sobre los 50°C, pero no soporta
temperaturas bajas o extensas heladas.

1.1. TAXONOMIA

% Azadirachta Indica A. Juss

% Perenne Arborea

% Origen: India

s Altura: 15a20m

% Vive: Regiones Tropicales y Subtropicales

< Reino: Plantae
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El Neem se ha utilizado desde hace varios siglos en la medicina para tratar diversos
males desde fiebre hasta la malaria y de igual manera se ha averiguado que el
aceite que se extrae de algunas partes del arbol de Neem (hojas, semillas, corteza,

etc.)

Posee como agente activo el azadiractina, el cual se ha comprobado que funciona

como insecticida natural que compite ventajosamente con los insecticidas sintéticos.

Debido a estas caracteristicas muchos paises han hecho el esfuerzo por importarla.
En México fue introducido en 1989 y ha sido objeto de estudio. El Neem puede
proporcionar una fuente barata de Manejo Integrado de Plagas (MIP) para
agricultores, materia prima para microempresas rurales o para el desarrollo de

industrias.

El Neem como manejo de plagas no es toxico al humano, no contamina el ambiente
y es de facil aplicacién a través de procesos rusticos. Por lo tanto puede sustituir
ventajosamente a los plaguicidas quimicos, los cuales son ecolégicamente
inaceptables debido a un alto riesgo para la salud, producen resistencia en los

insectos e incrementan los costos de produccioén.

El Neem contiene 30 metabolitos insecticidas; de ellos el mas importante es la
sustancia identificada como Azadiractina (AZA). La Azadiractina es una sustancia
gue es reconocida como un compuesto activo de mayor efectividad contra los

insectos, se encuentra en mayor cantidad en las semillas (Fernandez, 2004).
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La Azadiractina se degrada rapidamente en agua o en presencia de luz (2 a 4 dias).
No es considerado como un compuesto bioacumulable. La cantidad de Azadiractina

en el arbol de Neem puede variar debido a su naturaleza y bioactividad.

La Azadiractina es efectiva contra cerca de 200 especies de insectos, no afectos a
los mamiferos o a los animales que consumen estos insectos, ni tampoco a los
insectos Utiles para la polinizacion o que son beneficios para la planta (Sanchez,
2009).

Las semillas de Neem contienen una serie de limonoides estructuralmente
relacionados con la azadiractina, lo que podria significar que también sean

biol6gicamente activos para el control de microorganismos.

El contenido de los componentes con actividad biocida varian de acuerdo a la

variedad genética y al estado de madures del arbol del Neem (L6pez et al., 2007).
Para obtener los diferentes extractos con los que se haran las pruebas de Inhibicion

de los microorganismos se investigaran los distintos métodos posibles a utilizar.

1.2. CLASIFICACION DE EXTRACCIONES

Existen distintos procesos para la extraccion de los diferentes extractos, aceites
esenciales, etc. Todavia se llegan a utilizar otros procesos extractivos mas
convencionales, como lo son por arrastre de vapor, los de extraccion por solucion y

los de extraccion por centrifugacion.
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1.2.1. Extraccion por solucion: Este tipo de extraccion genera un
rendimiento casi duplicado respecto a los sistemas anteriores, ademas de

obtenerse practicamente todos los compuestos presentes en la planta.

Por otra parte, precisa de equipos de vacio para poder obtener los aceites
absolutos, con altos costos operativos. Y sobre todo es necesario utilizar

disolventes organicos como alcoholes, hidrocarburos, éteres, etc.

Necesariamente se han establecido etapas adicionales de purificacion si la
esencia o el producto se van a destinar al consumo o la higiene humana.
Esta restriccion ha implicado tener que buscar nuevas soluciones pero
también hay elevado su costo y su aplicacion. Para ello se lleva a cabo una
extraccion con disolventes organicos, que penetran en la materia vegetal y
disuelven las sustancias, que son evaporadas y concentradas a baja

temperatura.
Después, se elimina el disolvente obteniendo la fraccidn deseada. La
extraccion puede ser solido — liquido o liquido — liquido en funcién del estado

de la muestra.

e Extraccion sélido — liquido:

Cuando es una muestra sélida, se pulveriza y a continuacion, se extraen los analitos

mediante un disolvente en el que sean muy solubles, que los diferencia de las

sustancias presentes en la matriz, que han de ser muy insolubles en ese disolvente.

Se suele hacer con agitacion, temperatura o ultrasonidos para una mayor eficacia.

Normalmente se somete a centrifugacion tras la extraccion para eliminar los solidos

que hayan podido quedar.
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e Extraccion liquido — liquido

Consiste en extraer los analitos de una muestra liquida mediante un disolvente
inmiscible en ella, como puede ser una fase acuosa con un disolvente organico no

miscible. El pH es fundamental para conseguir buen rendimiento.

1.2.2. Extraccién por centrifugacion: Los extractos y aceites obtenidos por
este proceso tienen caracteristicas aromaticas superiores a las conseguidas por
extraccion por arrastre de vapor. Al no ser un proceso térmico, sus propiedades
son mas estables, por los antioxidantes naturales presentes. Aun asi, la friccién
interna de la materia prima provoca un aumento de temperatura no controlable

gue puede implicar una degradacion térmica y un oscurecimiento del extracto.

1.2.3. Extraccion en fase sdlida: Se emplean columnas o cartuchos capaces
de retener el analito, que se extrae posteriormente con un pequefio volumen de
disolvente (Arraiza, 2009).

1.2.4. Infusion: Se vierte el agua hirviendo sobre la planta colocada en un
recipiente de cierre bien ajustado, a fin de evitar la pérdida de principios activos,
y se deja en reposo de 5 a 15 minutos, filtrdndose y tomandose inmediatamente.

Generalmente, se utiliza para flores, hojas y tallos tiernos.

1.2.5. Maceracion: Se introduce la planta en agua a temperatura ordinaria
durante varias horas generalmente, de 8 a 12 horas. Esta forma de extraccion

se suele emplear para plantas ricas en mucilagos como las semillas de lino.

1.2.6. Digestién: Se trata de macerar la planta en agua a temperatura media,
alrededor de 50°C, durante un tiempo determinado. Se utiliza, sobre todo, para
el agotamiento de las drogas resinosas o cuando los disolventes empleados son

grasos (preparacion de aceites medicamentosos).
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1.2.7. Decoccidn: Consiste en echar la planta en agua hirviendo y dejarla hervir
durante 5 0 20 minutos, a una temperatura superior al punto de ebullicion, en
un recipiente cerrado para evitar la evaporacion. Se utiliza para raices, tallos

fuertes y cortezas

1.2.8. Percolacion o lixiviacion: En este caso el agua, alcohol u otro disolvente
atravesaria una columna llena de planta pulverizada, arrastrando durante el

proceso los principios activos. Ejemplo. Café

1.2.9. Maceracion-decoccidn: Se utiliza para ciertas tisanas, compuestas de
partes vegetales duras y tiernas, en donde esta indicado ponerlas en

maceracion antes de cocerlas (Corado, 2005).

De las diferentes técnicas para obtener los extractos a ocupar, se utilizaran los
extractos por maceracion, soxhlet e infusion. Los cuales se analizaran para

identificar los compuestos que contiene el extracto.

1.3. CROMATOGRAFIA

Uno de los métodos mas utilizados para la identificacion de compuestos es la
cromatografia. Ya que la cromatografia es el nombre que se les da a un grupo de
técnicas utilizadas en la determinacion de la identidad de sustancias, en la

separacion de componentes de las mezclas y en la purificacion de compuestos.

Es una técnica muy efectiva y por lo tanto se utiliza tanto para nivel de investigacion
como a nivel industrial. Todos los sistemas de cromatografia tienen una fase
estacionaria y una fase movil. La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido
gue se queda fijo en la misma posicién. La fase movil puede ser un liquido o un gas

gue corre a través de una superficie y de la fase estacionaria.
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Las sustancias que estan en un sistema de cromatografia interaccionan tanto con
la fase estacionaria como con la fase maovil. La naturaleza de estas interacciones
depende de las propiedades de las sustancias asi como también de la composicion

de la fase estacionaria. Las diferentes técnicas de cromatografia son:

1.3.1. Cromatografia de papel: Es un proceso donde el absorbente lo
constituye un papel de filtro. Una vez corrido el disolvente se retira el papel y
se deja secar, se trata con un reactivo quimico con el fin de poder revelar las

manchas.

1.3.2. Cromatografia de capa fina: Basa en el principio del reporte entre dos
fases. En general, una cromatografia se realiza permitiendo que la mezcla de
moléculas que se desea separar (muestra) interaccione con un medio que se
denomina fase estacionaria. Un segundo medio la fase movil que es
inmiscible con la fase estacionaria que se hace fluir a través de esta para

eluir a las moléculas en la muestra.

Debido a que las distintas moléculas en la muestra presentan diferentes
coeficiente, la fase mévil a los distintos componentes con diferente eficiencia,
de modo que aquellos que en la fase mdvil seran eluidos mas rapido que los

gue sean preferencialmente solubles en la fase estacionaria.

1.3.3. Cromatografia de columna: Los elementos basicos en la
cromatografia de columna son una son la fase estacionaria y la fase movil.
La fase estacionaria la forma un sélido poroso, el cual queda soportado en el

interior de una columna generalmente fabricada en plastico o vidrio.

La fase moévil se encuentra formada por la solucion que lentamente va

atravesando la fase estacionaria. La solucion que sale al final de la columna

16



se reemplaza constantemente por nueva solucién que se suministra desde
un contenedor por la parte superior de la columna. La cromatografia en

columna se emplea para la separacion de sustancias en escala preparativa.

1.3.4. Cromatografia gaseosa: La muestra es evaporizada e introducida en
un flujo de un gas apropiado denominado de fase movil o gas de arrastre.
Este flujo de gas con la muestra vaporizada pasa por un tubo conteniendo la
fase estacionaria puede ser un solido adsorbente 0 mas comunmente, una
pelicula de un liguido poco volatil, soportado sobre un sélido inerte o sobre

la propia pared del tubo.

Las sustancias preparadas salen de la columna disueltas en el gas de
arrastre y pasan por un detector; dispositivo que genera una sefial eléctrica
proporcional a la cantidad del material eluido. La cromatografia gaseosa es
una técnica utilizada para la separacion y analisis de mezclas de sustancias
volatiles (Noller, 2011).

1.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

La espectroscopia de absorciébn atomica (EAA), tiene como fundamento la

absorcion de radiacion de una longitud de onda determinada. Esta radiacion es

absorbida selectivamente por atomos que tengan niveles energéticos cuya

diferencia de energia corresponda en valor a la energia de los fotones incidentes.

La cantidad de fotones absorbidos, esta determinada por la ley de Beer, que

relaciona esta perdida de poder radiante, con la concentracion de la especie

absorbente y con el espesor de la celda o recipiente que contiene los atomos

absorbedores (Lcampos, 2005).
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1.5. TECNICA PARA PRUEBAS DE INHIBICION KIRBY BAUER

En este método se emplean discos de papel absorbente, impregnados con una
concentracion conocida del antimicrobiano. Estos discos se colocan en la superficie
de una placa de agar Mueller — Hinton de 4 mm de espesor, en la que se acaba de
inocular una suspension de la cepa por probar, con una turbiedad equivalente al

tubo 0,5 del nefeldometro de Mc Farland.

Cuando el disco se humedece con el extracto a evaluar, el antimicrobiano difunde
radialmente hacia fuera y crea un gradiente de concentracién por disco; asi el
antimicrobiano esta en la alta concentracion cerca del disco y va disminuyendo a
medida que se aleja del disco. El diametro del anillo de inhibicion dependera de la
sensibilidad o resistencia del microorganismo por probar, asi como también de la
solubilidad de la droga y de la tasa de difusion a través del agar.

Por eso es importante controlar muy bien el medio de cultivo, su espesor, el tiempo
de incubacién y la concentracion de bacterias inoculadas, entre otros factores. Si se
presentan zonas de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de los discos, la
medicién de esos didmetros de inhibicién y su comparacion con los valores de los
cuadros de referencia, permite establecer si la cepa es resistente, intermedia o
susceptible a esa droga (Cavallini, et al., 2005).

1.6. TECNICA POR DILUCION EN PLACA

Este método consiste en la preparacién de una serie de diluciones del extracto a
evaluar, dichas diluciones se realizan en una placa microtituladora en la cual, el
primer pozo queda vacio y a los demas se les coloca, con una micropipeta 100u de

solucién salina.
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Al primer pozo que se dejé vacio se le colocan 200u del extracto a evaluar,
posteriormente se toman 100u del extracto del primer pozo, los cuales se pasan al
segundo pozo, en el cual se agita para obtener una mezcla homogénea que sera la
dilucion 1:1 y asi tomar nuevamente 100u de la dilucion 1:1, para pasarlos al tercer
pozo que serd la dilucion 1:2 en el cual se agitara la solucién para homogenizar y

tomar los 100 para repetir el proceso hasta llegar a la dilucién 1:32.

Ya terminadas las diluciones se procede a tomar 2u de las diluciones para colocar
tres gotas de cada dilucion en el agar en el cual ya se a sembrado la cepa con

anterioridad.

1.7. Escherichia coli

Escherichia coli (Figura 5) pertenece a un grupo de bacterias presentes en el
intestino del ser humano y animales, siendo, la gran mayoria, inocuas en ellos. Sin
embargo, hay algunas cepas de E. coli productoras de toxinas, llamadas verotoxinas
o toxinas de tipo shiga que pueden causar cuadros gastrointestinales graves en el

ser humano.

Las cepas de E. coli sobreviven durante meses en el estiércol contaminado las
aguas superficiales (bebida y riego), las verduras y frutas y la superficie de las tierras
de cultivo.

Estas bacterias se multiplican a temperaturas entre 6 y 50 °C, con una temperatura
optima alrededor de 37 °C. También, pueden crecer en presencia de un 6% de NaCl,
ya que son mas resistentes a estos compuestos que otras bacterias, como la
Salmonella. (elika, 2013).
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Figura 5. Escherichia coli

1.8. Trichoderma aggressivum

Trichoderma aggressivum (Figura 7), es un habitante natural del suelo,
caracterizado por un comportamiento saprofito o parasito, propiedades que
benefician su actividad antagonica. Es considerado un colonizador secundario dado
su frecuente aislamiento a partir de la superficie de raices de varias plantas de
madera (Camargo, 2005).

Las colonias de Trichoderma aggressivum presentan crecimiento rapido, que va
formando una colonia delgada sobre la superficie del agar. Las colonias al comienzo
son lisas o casi transparentes y algunas veces blancas, posteriormente se
presentan penachos blancos y algodonosos, de micelio blanco, conformando una

red densa, responsable del pigmento caracteristico (Barnett, 1982).
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El género Trichoderma aggressivum contiene especies que son de importancia

biotecnoldgica.

Figura 7. Trichoderma aggressivum

1.9. Candida albicans

Candida albicans (Figura 8), es un hongo dimorfico, es decir, se desarrolla de forma
distinta en funcién de la temperatura de crecimiento, como levadura, hormalmente
a 37°C en el huésped, y como hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la
naturaleza. Pertenece al filo Ascomycota y se reproduce de forma asexual por
gemacion. (INSHT, 2012)

Candida albicans esta asociada ecolégicamente a seres vivos de sangre caliente.

Candida albicans no sobrevive durante mucho tiempo en superficies secas pero su

supervivencia es mayor cuando hay humedad (Aristegui, 2002).
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El principal agente es Candida albicans, pero pueden estar implicadas otras
especies de Candida, como, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida

famata, Candida krusei; C.lusitaniae, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, etc.

Teniendo en cuenta la reproduccion sexuada de las levaduras se las incluye en las
subdivisiones Ascomucotina, Basidiomycotina y Deuteromycotina (cuando no se

conoce la reproduccion sexuada).

Figura 8. Candida albicans
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1. Adquisicién de la planta

La adquisicion de las muestras de la planta de Azaditachta Indica A. Juss se llevo
acabo en el mes de agosto del 2015 en un invernadero, en el municipio de Nativitas
(Figura 8) en que se encuentra dividido el estado de Tlaxcala, situado en el suroeste

del estado y en el limite con el estado de Puebla.
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Figura 8. Mapa de Tlaxcala



La segunda muestra se adquirioé en la zona urbana de Puebla en el Mercado zapata

(Figura 9) en comercios de hierbas llamadas herbolarias.
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Las muestras de Neem (Azadirachta Indica A. Juss) es una planta perenne que

fue muestreada en su etapa ya madura (Figuras 10 y 11).
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Figura 10. Muestra de Neem de Invernadero de Tlaxcala

Figura 11. Muestra de Neem de Mercado Zapata
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2.2. Diagrama de la Metodologia

2.2.1. Diagrama de la evaluacion del extracto y esterilizacion

Evaluacion de Extractos de Neem

Adquisicion de la Planta
1.- Neem (Azadirachta Indica A. Juss)

Invernadero de Tlaxcala Herbolarias del Mercado Zapata

Obtencién de extractos

Infusion Soxhlet Macerado Digestion

Hexano Metanol Acido Nitrico

Espectrofotometria de Absorcion

Cromatografia de Gases Al
Atomica

\ 4

= Esterilizacién por filtrado

Esterilizacién por autoclave

Para la evaluacion de los extracto se adquirieron las muestras del Neem en dos
diferentes lugares, la primera muestra seca se adquiri6 en un Invernadero en
Tlaxcala, la segunda muestra seca se adquirié con las herbolarias en el Mercado
Zapata posteriormente se procedié a obtener los diferentes extractos que son:

Infusion, Soxhlet, Macerado y Digestion.
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El extracto de infusion se obtuvo por medio de agua, el extracto de soxhlet con
hexano, el extracto de macerado con metanol y el extracto de digestion fue con
acido nitrico. Los extractos de Infusion, Soxhelt y Macerado se analizaron por
cromatografia de gases y el extracto de digestion se analiz6 por espectrofotometria
de absorcion atémica. Los extractos se filtraron para las pruebas de inhibicion, el

anico extracto que fue esterilizado por autoclave fue el extracto de infusion.

2.2.2. Diagrama de pruebas de estandarizacion de la concentracion

Pruebas estandar

Estandar de Mc Farland

Absorbancia

Candida albicans

Trichoderma agressivum

Cuantificacion

Vertido de Placas

Para las pruebas estandar se procedi6 a realizar un estandar de 0.25 del estandar
de Mc Farland con el cual que se comparé la turbidez y midié la absorbancia de E.
coli, Trichoderma aggressivum, Candida albicans. Posteriormente de E. coli se
procedio a realizar la técnica del vertido de placas para obtener un conteo de E. coli
en 10ul. Sirve para tener un inoculo a una misma concentracion y no exista una

variacion por por parte de la concentracion de la cepa del microorganismo.
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2.2.3. Diagrama de pruebas de inhibicion en placas

Preparacion de placas

Agar de papa dextrosa

Trichoderma agressivum
Candida albicans

Agar para métodos estandar

Siembra de las cepas

200ul del Extracto
+

Kirby Bauer modificado Diluciones 100ul de Solucién salina isotonica
+

10ul de Cepa

Incubacién Incubacion

Observacion de 24hrs Observacion de 24hrs

Observacion de 48hrs Observacion de 48hrs

Observacion de 72hrs Observacion de 72hrs

Estas pruebas son con las que se confronta el extracto con el microorganismo ya

estandarizado (carga microbiana).

Se prepararon medios de cuenta estandar para E. coli y de agar de papa dextrosa
para Trichoderma aggressivum y Candida albicans. Después se procedi6 a realizar
la siembra de las cepas por diferentes métodos como lo son Kirby Bauer modificado
y diluciones las cuales se pusieron en incubacién, se observando durante 24, 48 y

72 horas llevando un registro de los resultados obtenidos.
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2.3. Obtencién de extractos

Para obtener los diferentes extractos con los que se trabajé se selecciono la planta

Azadirachta Indica A. Juss (Neem). Se pesaron 5 gramos de muestra de la planta

para la obtencion de los 3 diferentes extractos a trabajar. Los extractos con los que

se trabajo son: por maceracion con metanol, por infusibn con agua y mediante

soxhlet con hexano.

2.3.1. Extracto de maceracioén

Para la técnica de maceracién se colocaron los 5 gramos de la muestra seca de la

planta (Figura 12 y 13) en un recipiente de vidrio, al que se le colocé el solvente

hasta cubrir la muestra (Figura 14), se dejé6 macerar en refrigeracion durante una

semana, posteriormente se colocé en el rotavapor hasta obtener 2ml (Figura 15),

los cuales se analizaron mediante cromatografia de gases (Figura 16).

Figura 12. Muestra seca

Figura 13. Muestra Pesada
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Figura 15. Muestra en rotavapor

Figura 16.- Muestra analizada por
Cromatografia de Gases
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2.3.2. Extracto de infusién

Para el extracto de infusion se pesaron 5 gramos de la muestra (Figura 17), se vertio
el agua hirviendo sobre la planta (Figura 18) que se colocé en un recipiente cerrado,
para evitar la pérdida de principios activos, y se dejé en reposo durante 5 a 15
minutos, se filtré (Figura 19) y se coloc6 en un embudo de separacion (Figura 20 y
21), donde se colocaron 4ml de diclorometano, se procedi6 a agitarlo, liberar gases
de esta manera se repitio el proceso hasta haber afiadido 12ml de diclorometano,
se dejo reposar hasta que se observé la separacion de fases, la fase obtenida se
llevd a la centrifugadora durante 5 minutos para obtener una mejor separacion de

esta y poder analizar por cromatografia de gases (Figura 22).

Figura 17. Muestra pesada Figura 18. Mu;:rtrriﬁ;olocada enla
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Figura 19. Filtracién de extracto

Figura 20. Extracto en embudo de
separacion

Figura 21. Fases obtenidas

Figura 22. Muestra analizada por
Cromatografia de Gases
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2.3.3. Extracto por soxhlet

Para la extraccion mediante soxhlet se pesaron 2 gramos de la muestra seca (Figura

23), se coloco la muestra en un sobre de papel filtro que se puso en el soxhlet

(Figura 24) y se obtuvieron 2ml del extracto mediante la técnica de reflujo, el cual

se analizé por cromatografia de gases (Figura 25).

Figura 23. Muestra Pesada Figura 24. Muestra en Soxhlet

Figura 25. Muestra analizada por
Cromatografia de gases
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2.3.4. Extracto digestado

Para el extracto digestado para metales se pesaron 5 gramos de la muestra (Figura

26), se coloco la muestra en un matraz al cual se le colocaron 5ml de &cido nitrico,

se le afiadio posteriormente 40ml de agua destilada, se tap6 el matraz y se coloco

durante 15 minutos en el autoclave (Figura 27), se filtr6 la muestra (Figura 28) y se

colocé en un frasco para posteriormente analizarlo mediante Espectrofotometria de

absorcién atémica (Figura 29).

Figura 26. Muestra Pesada

Figura 27. Esterilizacion en autoclave
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Figura 29. Muestra analizada por
Figura 28. Filtrado del extracto Espectrofotometria de Absorcion
Atomica.

2.4. Determinacion de compuestos organicos

Con los extractos obtenidos se llevd a cabo la caracterizacion la cual se realizd
utilizando un cromatografo de gases 7890 Agilent Technologies (Figura 30a y 30b),

acoplado a un espectrémetro de masas 5975.

Para lo cual se inyecté 1uL de cada extracto bajo las siguientes condiciones
cromatograficas: uso de una columna DB-5MS, de 0.5um*30m*0.25um DI,
temperatura del inyector 180°C, temperatura del detector 220°C, con una rampa

gue inicia 56°C/1min, 10°C/min, 196°C/1 min, 20°C/1min, 260°C/5 min.

Una vez obtenidos los cromatogramas, se compararon con la biblioteca NIST08.
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Figura 30b) Cromatrograma obtenido

Figura 30a) y 30b). Cromatografia de gases
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2.5. Determinacion de metales pesados

Equipo de absorcion atdmica con atomizacion en llama Perkin Elmer, modelo
AAnalyst 200 (Figura 31a), acoplado con una computadora con software (Figura
31c). Lamparas de catodo hueco monoelemental de: Cu, Zny Fe (Figura 31b).

Condiciones de trabajo de la muestra para la espectrofotometria de absorcion
atomica se ocup0 el extracto de digestion el cual se prepar6é con 5 gramos de la
muestra de Neem, al cual se le afiadié 5 ml de Acido nitrico.

Se coloco durante 15 en el autoclave, posteriormente se procedio a filtrarlo y se

midieron los siguientes metales: Cobre, Fierro y Zinc.

Se realizaron las diluciones necesarias con agua acidulada al 5% con &cido nitrico
para obtener las concentraciones de 0.5 mg/L, 1 mg/L, 1.5 mg/L y 2 mg/L para la

obtencion de las curvas de calibracion (Figura 35a, 35b y 35c).
Las diluciones se procedieron a analizar con el espectrofotometro de absorcion

atomica, la flama utilizada fue de aire-acetileno con un flujo de aire de 10L por

minuto y 2.5L por minuto de acetileno.
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Figura 31a) Perkin EImer modelo 3100

Figura31lb) Lamparas de catodo Hueco
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A

Figura 31c) Software

Figura 31a), 31b) y 31c). Espectrofotometria de Absorcion Atémica

2.6. Preparacién de in6culos

Se preparo un estandar de 0.25 del Estandar de Mc Farland. (Tabla 1)

Tabla 1. Estdndar de Mc Farland

Estandar de Mc Farland 0.25
1.0% de Cloruro de Bario (ml) 0.025
1.0% de Acido Sulfarico (ml) 4.975
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Mediante su comparaciéon del Estandar de Mc Farland se consiguieron los indculos

en solucion salina isotonica, con los que se trabajo.

2.7. Cuantificacién de E. coli

Se realiz6 una cuantificacion de la cepa de E. coli por medio de la técnica de vertido
de placas. Se prepar6 el agar de medio estandar para la cepa, se dej6 enfriar para
proceder a hacer el vertido de placas. Mientras se midi6 la absorbancia de la cepa
gue se colocé en solucidén salina isotdnica. En la placa se coloc6 10ul de la cepa en
el centro de la placa, teniendo cuidado de no tocar las paredes. Se procedi6 a sentir

la temperatura del medio para que el microorganismo sobreviviera.

En la placa donde se colocé anteriormente la cepa se vertid el agar de medio
estandar sin tocar pared alguna de la placa, se coloc6 en una superficie plana la
placa y se movié con cuidado seis veces de arriba hacia abajo, seis veces de abajo
hacia arriba, seis veces de derecha a izquierda, seis de izquierda a derecha, seis
en sentido de las manecillas del reloj y seis veces en sentido contrario a las
manecillas del reloj, teniendo cuidado de que no tocara el borde, ni la tapa de la
placa. Finalmente se dejé que solidificara y se dejo en incubacion durante 24 horas

para su cuantificacion.

2.8. Dilucion en placa

La técnica de dilucidn en placa se realiz6 de acuerdo a la Tabla 2, ya que se hicieron
diluciones del extracto y en cuanto a la aplicacion, para las pruebas de inhibicion:

se colocaron directamente en la placa 3 gotas de 2ul. (Figura 32).
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Tabla 2. Diluciones para pruebas de inhibicién

Control negativo

200pl del extracto

Control positivo

200ul de la cepa

Solvente + in6culo

100ul del solvente + 10ul de la cepa

Directo 100pl del extracto

100ul del extracto + 100ul de solucion salina + 10 ul de
Dilucion 1:1

cepa

100ul de la dilucién 1.1 + 100ul de solucién salina + 10
Dilucién 1:2

pl de cepa

100p! de la dilucion 1.2 + 100ul de solucion salina + 10
Dilucion 1:4

pl de cepa

100pl de la dilucion 1.4 + 100pl de solucién salina + 10
Dilucion 1:8

ul de cepa

100ul de la dilucién 1.8 + 100pl de solucion salina + 10
Dilucion 1:16

pl de cepa

100u! de la dilucion 1.16 + 100pl de solucion salina +
Dilucion 1:32

10 pl de cepa
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Directo =)

Control
Neaativo

Control
positivo

Figura 32.- Siembra para las pruebas de inhibicién mediante extractos por la técnica de diluciones.

2.9. Kirby Bauer modificado

Se realizé la prueba de sembrado masivo en placa en la cual se colocaron 10 pl de
la cepa los cuales se extendieron en la placa de manera uniforme para el
crecimiento del microorganismo, se esperd a que se impregnara la placa. Después
gue la placa se encontré seca se procedié a hacer las diluciones del extracto del
cual se colocaron 3 gotas de 2ul cada una en la placa (Figura 33), de cada dilucion,
para ver si se obtenian resultados de inhibicibn del crecimiento de los

microorganismos (Tabla 3).
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Tabla 3. Diluciones para pruebas de inhibicion Kirby Bauer modificado

Directo

Dilucion 1:1

Dilucién 1:2

Diluciéon 1:4

Dilucién 1:8

Dilucién 1:16

Dilucion 1:32

100ul de la dilucién 1.16 + 100ul de solucion salina

Directo

100ul del extracto
100ul del extracto + 100l de solucion salina
100pl de la dilucién 1.1 + 100ul de solucién salina
100ul de la dilucion 1.2 + 100pul de solucion salina
100pl de la dilucion 1.4 + 100pl de solucién salina

100pl de la dilucién 1.8 + 100ul de solucién salina

Figura 33.- Siembra para las pruebas de inhibicién mediante extractos por la técnica de Kirby

Bauer modificado.

A través de esta metodologia de Kirby Bauer modificado se buscé realizar las

pruebas necesarias para poder demostrar la inhibicion de estos microorganismos

por medio de los distintos extractos obtenidos.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Concentraciones obtenidas en los diferentes extractos.

La concentracion del extracto obtenido de Neem (Azadirachta Indica A. Juss)

mediante el método de maceracion con metanol (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracién obtenida mediante el método de maceracion.
Planta Peso (g) Cantidad del solvente (mL) Concentracion (g/L)
140 35.8385

2 2508.7

Neem 5.0174

La concentracidn del extracto obtenido mediante el método de infusion (Tabla 5).
Tabla 5. Concentracion obtenida mediante el método de infusion.

Extraccion mediante infusion

Planta Peso (g) Cantidad del solvente (mL) Concentracion (g/L)
Neem 5.0826 115 44.1965

La concentracién del extracto obtenido mediante el método de digestidén (Tabla 6).
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Tabla 6. Concentracion obtenida mediante el método de digestion

Planta Peso (g) Cantidad del solvente (mL) Concentracion (g/mL)
Neem 5.0008 19.5 0.2564

La concentracion del extracto obtenido mediante el método de soxhlet (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion obtenida mediante el método de soxhlet

‘ Extraccion mediante el método de soxhlet
Planta Peso (g) Cantidad del solvente (mL) Concentracion (g/mL)
Neem 2.0792 125 0.0166

3.2. Identificacion de compuestos por Cromatografia de Gases.

De los diferentes extractos obtenidos se tomé 1L y se inyecté al Cromatografo de
Gases de los cuales se obtuvieron los siguientes cromatogramas (Figura 34a, 34b
y 34c¢):

Abundance

TIC: 030915014.D\data.ms
60000

55000
50000
45000
40000
35000
30000

25000
8.061 1911.072 13 gog

20000
4.274

150001 4-296

10000 \ L !

000770

T e L A s e B s o e e e L e s e Y LA e s
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Time-->

Figura 34a) Cromatograma de Extracto concentrado de Neem con Metanol
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Abundance

TIC: 020915015. Ddata.ms
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Figura 34b) Cromatograma de Extracto de Infusién con diclorometano

Abundance

TIC: 0O30915016. D\data.ms

s5000000| - 4.687
4500000

a.227
4000000
3500000 Aa.7aa
3000000
2500000

24a.717
10.036 18.6820.312

I e B B e B B L B B e T e
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Time--=

Figura 34c) Cromatograma de Extracto obtenido por Soxhlet con hexano

Figuras 34a, 34b y 34c. Cromatogramas de Extractos de Azadirachta Indica A. Juss
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Al analizar los diferentes cromatogramas se pudieron observar los diferentes

compuestos encontrados en los distintos extractos.

Se presentan los resultados obtenidos del analisis de Cromatografia de gases para

el metanol (Tabla 8).

Tabla 8. Compuestos reportados en el analisis de CG en metanol

Acetaldehido

2,4-Dimetilamina

Usado en la
Fabricacion de
espejos,

prevenir el moho

de las frutas

almacenadas y 3 0-9246
como

desinfectante o

antiséptico  en

medicina.
Usado como
agente depilador

en bronceados,

en tintes, 38 11.7156
jabones,

fungicida

agricola.

Se encuentran los resultados obtenidos de la Cromatografia de gases del extracto

de infusion (Tabla 9).
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Tabla 9. Compuestos reportados en el andlisis de CG con diclorometano

Cyclohexane, 1,3-
dimethyl-, cis

Heptane, 2,3-
dimethyl-

Hentriacontane

Eicosano

Utilizado como
solvente para la
fabricacion  de
adhesivos,
lacas, pinturas,
resinas %
barnices. Se
utiliza también
en la extraccion
de aceites y en
sintesis
orgéanicas.

Se utiliza para
fabricar otras
sustancias
guimicas y como
componentes de
la gasolina,
disolventes del
caucho.

Es el
componente
principal de la
cera de las
abejas.

Tiene poca
aplicacion en la
industria

petrolera

48
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41

40

0.6762

0.5878

0.8971

4.9808
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Se presentan los resultados del analisis de Cromatografia de gases para el solvente

de hexano (Tabla 10).

Tabla 10. Compuestos reportados en Cromatografia de Gases con hexano

TIPO DE
COMPUESTO
COMPUESTO
Aldehido 2- Hexanal
Metacrilamida
Acidos Acido butanoico 2

Carboxilicos etil 2 metil

2-Pentene, 4,4-
dimethyl-, (E)-

Terpenoides Limoneno

EFECTO
REPORTADO

Utilizado en la
industria de los
aromas para
producir
sabores
frutales.

Es usado para
la retencion de

Metales

Se utiliza como
un suplemento
de la
alimentacion
animal, en la
preparacion de
diversos
ésteres.

No registrado

Usado como
disolvente
biodegradable,
componente
aromatico,

insecticida

FUENTE

42

43

49

CONCENTRACION

ESTIMADA EN EL

EXTRACTO (mg/L)
BASE SECA

0.0415

0.2179

1.5469

2.3104

0.1230
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Los compuestos que se observan en la Tabla 11 han sido reportados en la
investigacion por Angel & Diana en el 2011 ya que han sido extraidos y aislados de

diferentes partes del arbol del Neem.
Tabla 11. Compuestos bioactivos del Neem (Angel & Diana, 2011)

Compuestos bioactivos del Neem

Azadiractina Salanina
Nimbina Nimbidina
Gedunina Meliantriol

Comparando los compuestos reportados en la investigacion de Angel & Diana, con
los obtenidos en esta investigacion, se coincidié al encontrar un compuesto
perteneciente a los terpenoides que es el limoneno el cual es un derivado de

triterpenoides presentes en las plantas pertenecientes al orden Sapindales.

Los terpenoides se estan investigando por sus posibles efectos antibacterianos y
otros usos farmacéuticos (Wikiherbolaria, 2015).

3.3. Curvas de calibracion de espectrofotometria de absorcion atdbmica
Para la preparacién de nuestras curvas de calibracion (figuras 35a, 35b y 35c) se

realizaron las diluciones necesarias con agua acidulada al 5% con &cido nitrico para

obtener las concentraciones de 0.5 mg/L, 1 mg/L, 1.5 mg/L y 2 mg/L.
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Absorbancia

0,100
0,090
0,080
0,070
0,060
0,050

Absorbancia

0,040
0,030
0,020
0,010
0,000

0,5
0,45
0,4
0,35
03
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

0,00

Curva de calibracién de Cu

0,50 1,00 1,50 2,00

Concentracion

Figura 35a. Curva de calibracién de Cobre

Curva de calibraciéon de Fe

o

0,5 1 15 2

Concentracion

Figura 35b. Curva de calibracion de Fierro

R?=0,9956

y =0,0474x - 0,001

2,50

y =0,224x+ 0,018

R*=0,9713

2,5
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0,07

0,06

0,05

o
o
iy

Absorbancia

Curva de calibraciéon de Zn y =0,021x + 0,0155
R?=0,9937

0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracion

Figura 35c. Curva de calibracién de Zinc

Figuras 35a, 35b y 35c. Curvas de calibracién de metales

Se presentan los resultados del andlisis de Espectrofotometria de absorcién

atdmica en la Tabla 12.
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Tabla 12. Metales reportados en Espectrofotometria de absorcién atémica

Cantidad Cantidad
Metales Efecto

detectada detectada Fuente
detectados reportado

en extracto en Planta

Tienen efecto
bactericida y

2.2113 ;
0.567 mg/L evitan la 45
ma/kg L
proliferacion de

algas

Es una parte
_ 1.7121 _
Fierro 0.439 mg/L esencial de la 46
mg/kg )
hemoglobina
Se utiliza en los
dentifricos para
evitar el mal
alientoy en
champus para
detener la
caspa, ayuda en
0.9555 P y
0.245 mg/L la curacion de 47
mg/kg .
heridas, la
reduccion de la
duracion y
severidad de los
resfriados y tiene
propiedades
antimicrobianas
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Las concentraciones reportadas que fueron detectadas en espectrofotometria de
absorcion atdmica en una investigacion realizada por Carlos Romero en el 2004 se

pueden observar en la Tabla 13.

Tabla 13. Metales detectados por Espectrofotometria de Absorcién Atémica
(Carlos Romero, 2004)

Comparando los resultados obtenidos en esta investigacion, con los resultados

reportados en la investigacion por Carlos Romero en el 2004 se observé una menor
cantidad de cobre y zinc en el extracto, y una mayor cantidad de fierro fue
encontrada en los resultados de nuestro extracto de espectrofotometria de
absorcion atdmica. Y esto se puede deber a que en la investigacion realizada por
Carlos Romero, 2004 se utilizé la cascara de la semilla del Neem para su analisis

por espectrofotometria de absorcién atémica.
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3.4. Resultados obtenidos de Trichoderma aggressivum con los diferentes

extractos de Neem (Azadirachta Indica A. Juss)

3.4.1. Resultados obtenidos de Trichoderma aggressivum con el extracto de

maceracion y concentrado.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicion de Trichoderma aggressivum
con los extractos obtenidos por el método de maceracion directo a una
concentracion de 35.8385 g/L (figura 36a) y el extracto concentrado de maceracion

a una concentracion de 2508.7 g/L (figura 36b).

Figura 36a. Figura 36b.

Extracto de maceracion a una Extracto concentrado de maceracion a

concentracion de 35.8385 g/La las 72 una concentracion de 2508.7 g/L a las 72
horas. horas.

Figuras 36a y 36b. Resultados de la prueba de inhibiciéon de Trichoderma

aggressivum del extracto de maceracién y concentrado.

Lo que se aprecia en estas placas es que el extracto de maceracion directo a una
concentracion de 35.8385 ¢/L (figura 36a), logroé inhibir el crecimiento de
Trichoderma aggressivum al aplicarse el extracto de forma directa sin diluir, de igual

modo se observo que el extracto concentrado de maceracion a una concentracion
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de 2508.7 g/L (figura 36b), inhibié solo cuando el extracto se aplica sin diluir el

extracto.

Estos resultados difieren a los obtenidos por Lucena et al en el 2011 los cuales

reportan como resultado un retraso de 4 a 9 dias en el crecimiento de Trichoderma

harzianum.

3.4.2. Resultados obtenidos de Trichoderma aggressivum en Kirby Bauer

modificado a dos concentraciones

Las pruebas de inhibicidn en Trichoderma aggressivum dieron como resultados con

el extracto de maceracion de una concentracion de 35.8385 g/L (figura 37a) y del

extracto concentrado de maceracion a una concentracion de 2508.7 g/L en Kirby

Bauer modificado (figura 37b).

Figura 37a.

Extracto de maceracion a una
concentracion de 35.8385 g/L a las 72
horas

Figura 37b.

Extracto concentrado de maceracion a

una concentracién de 2508.7 g/L a las 72
horas

Figuras 37a y 37b. Resultados de la prueba de inhibicion de Trichoderma

aggressivum en Kirby Bauer modificado.
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En las figuras 37a y 37b se puede observar que Trichoderma aggressivum mostré

resistencia a la aplicacion de los extractos a diferentes concentraciones desde las

primeras 24 horas ya que se observé crecimiento de éste.

Los resultados de nuestra investigacion son diferentes a los obtenidos en la

investigacién realizada por Lucena et al en el 2011 puesto que reportan un efecto

de retraso en el crecimiento de Trichoderma aggressivum con la aplicacién del

extracto.

3.4.3. Resultados obtenidos de Trichoderma aggressivum del extracto de

infusion.

Como resultados obtenidos de la prueba de inhibicién en Trichoderma aggressivum

del extracto de infusibn a una concentracion de 44.1965 g/L en diluciones se

presentan en las figuras 38a y 38b.

Figura 38a.

Extracto de infusion a una concentracion

de 44.1965 g/L a las 24 horas.

Figura 38b.

Extracto de infusidn a una concentracion
de 44.1965 g/L a las 72 horas.

Figuras 38a y 38b. Resultados de la prueba de inhibicién de Trichoderma

aggressivum del extracto de infusién.
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En los resultados obtenidos del extracto de infusién no se observaron resultados de
inhibicion de Trichoderma aggressivum desde las primeras 24 horas (figura 38a).
Se buscaron investigaciones realizadas anteriormente con extractos de infusion de
Neem y no se encontré alguno, pero se observaron mejores resultados en la prueba

por el método de maceracién comparado con los demés formas de extraccion.

3.4.4. Resultados obtenidos de Trichoderma aggressivum en Kirby Bauer

modificado con extracto de infusioén.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicion de Trichoderma aggressivum

con el extracto de infusion por kirby bauer modificado se presentan en la figura 39.

Figura 39.

Extracto de infusidn a una concentracion de

44.1965 g/L a las 72 horas.

Figura 39. Resultados de la pruebade inhibicion de Trichoderma aggressivum

en Kirby Bauer modificado del extracto de infusion.

El extracto de infusidn no tuvo efectos de inhibicion sobre Trichoderma aggressivum

en Kirby Bauer modificado (figura 39). Mostrando que el extracto de infusion no tiene
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un efecto inhibitorio en ninguna de las 2 formas en las que se realizd esta

investigacion. Se buscaron investigaciones realizadas con extractos de infusién de

Neem anteriormente, como inconveniente no se encontré alguna que ocupe un

extracto obtenido a través de infusion.

3.5. Resultados obtenidos de E. coli con los diferentes extractos de Neem

(Azadirachta Indica A. Juss)

3.5.1. Resultados obtenidos de E. coli del extracto de maceracién vy

concentrado.

Como resultados obtenidos de la prueba de inhibicién de E. coli con el extracto de

maceracion a una concentracion de 35.8385 g/L (figura 40a) y el extracto

concentrado de maceracién a una concentracion de 2508.7 g/L (figura 40b).

Figura 40a.

Extracto de maceracion a una
concentracion de 35.8385 g/L a las 72
horas.

Figura 40b.

Extracto concentrado de maceracion a

una concentracién de 2508.7 g/L a las 72
horas.

Figuras 40a y 40b. Resultados de la prueba de inhibicién de E. coli a dos

concentraciones.
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Se mostrd una inhibicion de crecimiento de E. coli con el extracto de maceracion a
una concentracion de 35.8385 g/L (figura 40a), cuando este es aplicado de manera
directa y no se hace dilucion alguna. El extracto concentrado de maceracion a una
concentracién de 2508.7 g/L (figura 40b), mostré resultados de inhibicion cuando el

extracto es aplicado de forma directa.

En la investigacion realizada por Lopez Pantoja et al; en el 2007 se encontr6 que el
extracto obtenido de manera etandlica a una concentracion del 10% logré inhibir
completamente el crecimiento de E. coli. Esto probablemente se debié a que el
extracto etandlico tiene un mayor numero de limonoides, los cuales son

responsables de la actividad antimicrobiana del Neem.

3.5.2. Resultados obtenidos de E. coli en Kirby Bauer modificado del extracto

de maceracion y concentrado.

Como resultados de la prueba de inhibicién de E. coli con el extracto de maceracion
a una concentracion de 35.8385 g/L (figura 41a), y con el extracto concentrado de
maceracion a una concentracion de 2508.7 g/L (figura 41b) en Kirby Bauer

modificado.
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Figura 41a. Figura 41b.

Extracto de maceracién a una o
Extracto concentrado de maceracion a una

concentracion de 2508.7 g/L a las 72 horas

concentracion de 35.8385 g/L alas 72
horas.

Figuras 4la y 41b. Resultados de la prueba de inhibicion de E. coli en Kirby

Bauer modificado a dos concentraciones.

El extracto de maceracion a una concentracion de 35.8385 g/L (figura 41a) y el
extracto concentrado de maceracion a una concentracion de 2508.7 g/L (figura 41b),

no lograron la inhibicién del crecimiento de E. coli.

En una investigacion realizada por Lépez Pantoja et al; en el 2007 se reportd que
E. coli fue mas susceptible a los extractos de Neem que Staphylococcus aureus, ya
gue se observo la inhibicion del crecimiento de E. coli fue de manera creciente y
constante desde la concentracion mas baja evaluada (1%) hasta la mayor (50%),

alcanzando inclusive la eliminacion total de la bacteria.
Por lo que nuestros resultados difieren a los resultados obtenidos en la investigacion

realizada por Lopez Pantoja et al; en el 2007 y esto podria deberse a que ellos

ocuparon la semilla del Neem para sus extractos.

61



3.5.3. Resultados obtenidos de E. coli del extracto de infusién.

En la prueba de inhibicion de E. coli dio como resultado con el extracto de infusion

a una concentracion de 44.1965 g/L los presentado en la figura 42.

Figura 42.

Extracto de infusion a una concentracion de

44.1965 g/L a las 72 horas.

Figura 42. Resultados de la prueba de inhibicién de E. coli del extracto de

infusioén.

El extracto de infusion a una concentracion de 44.1965 g/L no mostré efecto de
inhibicién sobre E. coli (Figura 42). Se buscaron investigaciones realizadas
anteriormente en cuanto a la inhibicidn de crecimiento de E. coli con el extracto de
infusion de Neem pero no se encontraron investigaciones que ocuparan el extracto

de infusion.
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3.5.4. Resultados obtenidos de E. coli en Kirby Bauer modificado del extracto

de infusion.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicion de E. coli con el extracto de
infusibn en Kirby Bauer modificado a una concentraciéon de 44.1965 g/L se

presentan en la figura 43.

Figura 43.

Extracto de infusidon a una concentracion de

44.1965 g/L a las 72 horas.

Figura 43. Resultados de la prueba de inhibicion de E. coli por Kirby Bauer

modificado del extracto de infusién.

Los resultados obtenidos para la inhibicion de E. coli con el extracto de infusién a
una concentracion de 44.1965 g/L (figura 43), fueron negativos con el extracto de
infusién, debido a que no se observd ningln retraso en el crecimiento de este, ni

inhibiciéon de crecimiento de E. coli.
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3.6. Resultados obtenidos de Candida albicans con los diferentes extractos

de Neem (Azadirachta Indica A. Juss)

3.6.1. Resultados obtenidos de Candida albicans del extracto de maceracién

y concentrado.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicion de Candida albicans con el
extracto de maceracion a una concentracion de 35.8385 g/L (figuras 44ay 44b) y el
extracto concentrado de maceracién a una concentracion de 2508.7 g/L (figuras 45a
y 45D).

Figura 44a. Figura 44b.

Extracto de maceracion a una Extracto de maceracion a una
concentracion de 35.8385 g/L a las 24 concentracion de 35.8385 g/L a las 72

horas. horas.

Figuras 44ay 44b. Resultados de la prueba de inhibicion de Candida albicans

del extracto de maceracion.

El extracto de maceracion a una concentracion de 35.8385 g/L utilizado para la
inhibicién de crecimiento de Candida albicans mostré resultados positivos en la

investigacion debido a que en su aplicacion directa del extracto y en dilucion 1:1
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desde las primeras 24 horas (figura 44a) como se puede observar evito el

crecimiento de Candida albicans.

De igual manera se observé un crecimiento lento de Candida albicans en las
diluciones, y se pudo observar que inhibié el crecimiento de esta hasta las 72 horas
(figura 44b) de su observacion. También se observo la inhibicién de crecimiento de

Candida albicans en Solvente mas inoculo.

En la investigacion realizada por Doris Reyes de Fuentes en el 2013, se encontrd
gue a las 24 horas se inhibe parcialmente el crecimiento microbiano tanto en medio
liguido como sélido en el complejo Candida albicans, observandose un efecto

fungistético parcial, pero no fungicida.

Figura 45a. Figura 45b.

Extracto de maceracion a una Extracto de maceracién a una

concentracion de 2508.7 g/L a las 24 concentracion de 2508.7 g/L a las 72
horas. horas.

Figuras 45ay 45b. Resultados de la prueba de inhibicion de Candida albicans

del extracto concentrado de maceracion.

65



El extracto de maceracion concentrado a una concentracion de 2508.7 g/L tuvo un
efecto positivo en la inhibicién del crecimiento de Candida albicans puesto que se
observo la inhibicion de crecimiento de este en todas las diluciones del extracto
desde las primeras 24 horas (figura 45a), hasta las 72 horas (figura 45b), de su

observacion.

Los resultados obtenidos por Doris Reyes de Fuentes en el 2013 muestran que el
extracto etandlico foliar de Neem utilizado, es de alta efectividad, ya que posee
actividad bacteriostéatica y bactericida en las bacterias Gram positivas S. aureus y S.
mutans y Gram negativa, asi como el efecto fungistatico y fungicida en el

complejo Candida albicans.

Los resultados coinciden con que el extracto de Neem (Azadirachta Indica A. Juss)

por maceraciéon y concentrado inhiben el crecimiento de Candida Albicans.

3.6.2. Resultados obtenidos de Candida albicans en Kirby Bauer modificado

con extracto de maceracion y concentrado.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicién de Candida albicans con el
extracto de maceracién a una concentracion de 35.8385 g/L (figura 46a) y el extracto
concentrado de maceracion a una concentracion de 2508.7 g/L (figura 46b) en Kirby

Bauer modificado.

66



Figura 46a. Figura 46b.

Extracto de maceracién a una
concentracion de 35.8385 g/L a las 72
horas.

Extracto de maceracion a una

concentracion de 2508.7 g/L a las 72 horas.

Figura 46. Resultados de la prueba de inhibicién de Candida albicans en Kirby

Bauer modificado del extracto de maceracion y concentrado.

Los resultados observados en Kirby Bauer modificado (Figura 46) difirieron a los
obtenidos en el método de diluciones en placa de ambas concentraciones. En las
figuras 46a y 46b se observd un crecimiento lento de Candida Albicans y por el
método de diluciones en placa en las figuras 44b y 45 b se pudo observar un efecto
inhibitorio de Candida Albicans.

3.6.3. Resultados obtenidos de Candida albicans del extracto de infusién.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicibn de Candida albicans con el
extracto infusién a una concentracion de 44.1965 g/L se puede observar en la figura
47.
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Figura 47

Extracto de infusién a una concentracion
de 44.1965 g/L a las 72 horas.

Figura 47. Resultados de la prueba de inhibicion de Candida albicans del

extracto de infusion.

En la figura 47 se observa que las pruebas de inhibicion de crecimiento con el
extracto de infusién para Candida albicans fueron negativos ya que si hubo

crecimiento de este en las distintas diluciones que se realizaron.

3.6.4. Resultados obtenidos de Candida albicans en Kirby Bauer modificado

con extracto de infusion.

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicibn de Candida albicans con el
extracto de infusién a una concentraciéon de 44.1965 g/L en Kirby Bauer modificado

se presentan en la figura 48.
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Figura 48.

Extracto de infusion a una concentracion de

44.1965 g/L a las 72 horas.

Figura 48. Resultados de la prueba de inhibicién de Candida albicans en Kirby
Bauer modificado del extracto de infusion.

El extracto de infusién no inhibio el crecimiento de Candida albicans, ya que en el

periodo de investigacion se observé su crecimiento a las 24 horas de incubacion.
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CONCLUSIONES

El extracto de maceracion de Azadirachta Indica A. Juss a dos diferentes
concentraciones reveld una actividad antimicrobiana contra los microorganismos
seleccionados para esta investigacion, siempre y cuando el extracto utilizado sea

aplicado de manera directa.

Candida albicans al ser evaluada mostré6 ser muy sensible a la aplicacion del
extracto concentrado de maceracion desde la concentracion mas alta que es de
2508.7 g/L, hasta la mas baja cuando es diluido a 39.1984 g/L ya que presentd de

manera eficiente un efecto de inhibitorio.

Por otra parte se observo que el extracto de infusion no tuvo efecto inhibitorio alguno
sobre Trichoderma, Candida albicans y E.coli, lo que indica que las caracteristicas
de este extracto no son suficientes para inhibir los microorganismos de esta
investigacion, o la concentracion ocupada fue muy baja, debido a que el agua no
extrae sus compuestos eficientemente o bien son degradados o perdidos por efecto
de la temperatura. En la caracterizacibn de los compuestos se encontrd
acetaldehido, 2,4-Dimetilamina en el extracto de maceracién y limoneno en el
extracto de soxhlet. Estos compuestos tienen propiedades fungicidas e insecticidas
los cuales por su naturaleza se encargan de inhibir el desarrollo de los

microorganismos.

De acuerdo a todo lo observado se detectd que el extracto que es mas eficiente
para la inhibicion de Candida albicans es el extracto de maceracidn a una
concentracion de 2508.7 g/L y con menos eficiencia en Trichoderma aggressivum

solo cuando es aplicado de manera directa.
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ANEXOS

Anexol

Trichoderma aggressivum con extracto de maceracion a una concentracion de
35.8385 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 2

Trichoderma aggressivum con extracto concentrado de maceracion a una
concentracion de 2508.7 g/L
* BT
o — 3

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 3

Trichoderma aggressivum con extracto de infusion a una concentracion de
44.1965 g/L

24 horas

48 horas

72 horas

78



Anexo 4

Trichoderma aggressivum en Kirby Bauer modificado con extracto de
maceracion a una concentracion de 35.8385 g/L
- — -~ . > - -~ 3

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 5

Trichoderma aggressivum en Kirby Bauer modificado con extracto concentrado
de maceracion a una concentracion de 2508.7 g/L

24
horas

48 horas

72 horas
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Anexo 6

Trichoderma aggressivum en Kirby Bauer modificado con extracto de infusion a
una concentracion de 44.1965 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 7

E. coli con extract

o de maceracién a una concentracion de 35.8385 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 8

E. coli con extracto concentrado de maceracion a una
concentracion de 2508.7 g/L
L

L.

24 horas

48 horas

72 horas

83



Anexo 9

E. coli con extracto de infusidén a una concentracién de 44.1965 g/L
7_ © - \

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 10

E. coli en Kirby Bauer modificado con extracto de maceracion a una
concentracion de 35.8385 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 11

E. coli en Kirby Bauer modificado con extracto concentrado de maceraciéon a
una concentracion de 2508.7 g/L

;‘";

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 12

E. coli en Kirby Bauer modificado con extracto de infusion a una
concentracion de 44.1965 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 13

Candida albicans con extracto de maceracién a una
concentracion de 35.8385 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 14

Candida albicans con extracto concentrado de maceracioén a una
concentracion de 2508.7 g/L

)

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 15

Candida albicans con extracto de infusion a una concentracion de 44.1965 g/L

; VW i .

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 16

Candida albicans en Kirby Bauer modificado con extracto de maceracién a una
concentracion de 35.8385 g/L

24 horas

48 horas

72 horas
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Anexo 17

Candida albicans en Kirby Bauer modificado con extracto concentrado de
maceracion a una concentracion de 2508.7 g/L

24 horas

72 horas
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Anexo 18

Candida albicans en Kirby Bauer modificado con extracto de infusion a una

24 horas

48 horas

72 horas
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