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Evaluacion del efecto antagonico de una biopelicula con extractos de Samanea
samanfrente a Colletotrichum gloeosporioides responsable de la antracnosis

en mango
Evaluation of the antagonistic effect of a biofilm with extracts of Samanea saman against
Colletotrichum gloeosporioides responsible for anthracnose in mango
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Resumen: La actividad antagonica de extractos etanolicos (EE) e hidroetandlicos (EHE) de corteza y metandlicos (EM) de fruto
de Samanea saman fue evaluada in vitro mediante el método de difusién en pozo frente al hongo patégeno Colletotrichum
gloesporioides; responsable de la antracnosis, con el fin de evaluar su idoneidad para incorporarlos en recubrimientos
biodegradables que ayuden en el control de enfermedades postcosecha en mango (Mangifera indica). Solo el EM mostro actividad
inhibitoria significativa (CMI140uL/mL) en crudo, con un IC50 de 81,85ul./mL. Al aumentar la concentracion del EM en el sistema
recubrimiento-extracto de 140 pL./mL a 200 pL/mL se consiguid una respuesta inhibitoria considerablemente mayor, llevando el
crecimiento micelial a niveles de reproduccién bajo para el hongo en estudio. EL tamizaje fitoquimico de los diferentes solventes
mostré la presencia de metabolitos secundarios de manera variada; sin embargo, comparativamente el extracto metandlico
(EM) del fruto presento la mayor cantidad de estos compuestos tales como alcaloides, taninos, saponinas, terpenoides y resinas
que han sido identificados por sus propiedades, como potentes antimicrobianos y antioxidantes naturales
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Abstract: The antagonistic activity of ethanolic (EE) and hydroethanolic (EHE) extracts from bark and methanolic (EM) from
Samanea saman fruit was evaluated in vitro using the suitable diffusion method against the pathogenic fungus Colletotrichum
gloesporioides; responsible for anthracnose, to evaluate their suitability for incorporation in biodegradable coatings that help control
post-harvest diseases in mango (Mangifera indica). Only EM showed significant inhibitory activity (MIC140uL / mL) in crude oil, with
an IC50 of 81.85uL / mL. By increasing the concentration of EM in the coating-extract system from 140 puL / mL to 200 yL / mL, a
considerably higher inhibitory response was achieved, bringing mycelial growth to low reproduction levels the fungus under study.
The phytochemical screening of the different solvents showed the presence of secondary metabolites in a varied way; However,
comparatively, the methanolic extract (EM) of the fruit presented the highest amount of these compounds such as alkaloids, tannins,
saponins, terpenoids, and resins that have been identified for their properties, as potent antimicrobials and natural antioxidants.
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Introduccion

litos secundarios que demuestran sinergismo y alto potencial
antimicrobianc®; siendo la corteza y los frutos de este, iden-
tificados como las principales fuentes de estos metabolitos,

La antracnosis es la principal enfermedad postcosecha
que afecta al mango a nivel mundial, su incidencia puede al-
canzar casi el cien por ciento del total de fruta cosechada - . !
en zonas de alta humedad y fuertes precipitaciones’; siendo ~ @sPecificamente de taninos condensados y alcaloides’.
el hongo Colletotrichum y su teleomorfo los patdgenos més Por las razones arriba expuestas, se hace imperativo el
extendidos a nivel mundial, causantes de esta enfermedad2 ~ Prindar alternativas innovadoras que ayuden al sector agroin-
La antracnosis se ha posicionado como una de las principa- dustrial, y all desarrq[[o de su capacidad exportlabte; brindan{do
les causas por las cuales el mango ecuatoriano no puede ubi- ql mercado mtgrnacpnal, pro.ductos de alta calidad organolép-
carse con ventaja en mercados internacionales frente a sus ~ tic@y deinocuidad alimentaria asegurada.
competidores directos®. Por este motivo, en la actualidad se ha Estudios recientes han reportado que existen alrededor de
desarrollado el uso e implementacién de recubrimientos bio- 2400 especies vegetales con propiedades biocida; y de estos,
degradables o “biopeliculas™ qué; junto con inhibir reacciones 400 especies presentan propiedad fungicida contra 142 hon-
metabélicas asociadas con la maduracién y mantener las pro- 995 diferentes. Los compuestos antimicrobianos pueden estar

piedades mecanicas y sensoriales, pueden actuar en sinergia ~ Presentes en diferentes é/rganos de la planta, por ejemplo, en
con agentes antimicrobianos y antioxidantes*S. semillas, flores, tallos, raices y hojas y su actividad depende

El Samanea saman es considerado como un arbol multi-  de la concentracion, método de extraccion, edad de la planta'y

propésito; ya que no solo posee gran potencialidad como ali-  €Poca de cosecha, entre otros®. .
mento alternativo para rumiantes y monogdstricos en épocas Diversos estudios han |dentln‘|cado a LO? compuestos acti-
de sequia, sino también por ser fuente importante de metabo- YOS responsables de estas propiedades antimicrobianas tales
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como fenoles, taninos, alcaloides, saponinas, terpenoides, cu-
marinas, glicosidos, entre otros®.

El Samanea samdn ademas de su utilidad como alimen-
to animal, tiene otros usos importantes como planta melifera,
maderable y medicinal; y es justamente en este Ultimo aspec-
to, que resulta de mucho interés en la actualidad por ser una
planta con actividad antimicrobiana debido a los compuestos
secundarios presentes en ella®.

De manera empirica, las hojas, la corteza, la raiz, las se-
millas y las vainas del Samanea saman han sido usados en
el sistema de medicina tradicional. El extracto alcohdlico de
las hojas inhibe al Mycobacterium tuberculosis y su infusion
es usada como laxante, las semillas se mastican para tratar
el dolor de garganta y la decoccion de la corteza interna y las
hojas frescas se usan para el tratamiento de la diarrea, los res-
friados y enfermedades intestinales'®.

La corteza, follaje y frutos secos tienen la mas baja hume-
dad; por lo que pueden ser conservados por largos periodos,
volviéndose importantes desde el punto de vista investigativo.
El Tamizaje fitoquimico realizado evidencio que en la corteza
y los frutos aparecen identificados los mayores nimeros de
metabolitos secundarios; siendo los méas abundantes alcaloi-
des, taninos, carbohidratos, saponinas, aminoacidos, azucares
reductores y flavonoides’.

Tamizajes fitoquimicos efectuados a las vainas del Sama-
nea saman revelan la presencia de metabolitos secundarios
tales como saponinas, esteroides, alcaloides, taninos, flavonoi-
des y resinas. Analisis cualitativos y cuantitativos encontraron
que los taninos eran del tipo condensados y tienen un gran po-
tencial antimicrobiano y anti fungico®.

LLos taninos han sido reportados por prevenir el desarrollo
de microorganismos a través de la precipitacion de la proteina
microbiana y volviéndolas no disponibles para su metabolis-
mo'L.

Ensayos de cloruro férrico a la corteza del Samanea sa-
man han encontrado la presencia de abundantes taninos del
tipo pirocatecolicos; ademas, en extractos mas polares se de-
tectaron azucares, flavonoides, quinonas, y resinas’.

Evaluaciones del proceso de extraccion de metabolitos
secundarios del S. saman con diferentes solventes encontra-
ron que el etanol brinda mejores caracteristicas de recupera-
cion para la corteza'?.

Analisis al proceso de extraccion de metabolitos secunda-
rios del S. saman con diferentes solventes encontraron que el
metanol brinda mejores caracteristicas de recuperacion para
el fruto'®.

El uso de recubrimientos de frutas con biopeliculas es una
tendencia tecnoldgica que disminuye la perdida de humedad,
compuestos volatiles, disminucién de la tasa de respiracion y
retarda la oxidacion enzimatica. Recubrimientos comestibles
a partir de almidones obtenidos de fuentes como arroz o yuca
han sido aplicados en toronja, pifia, guayaba, pera y mango.

En mango, recubrimientos formulados con galactoma-
nanos no retrasan el ablandamiento y reducen la pérdida de
peso, la actividad enzimatica y la peroxidacion lipidica“.

Las peliculas y recubrimientos comestibles estan forma-
dos por tres componentes principales: polimero, solvente y
plastificante. La incorporacién de agentes antimicrobianos a
biopeliculas tiene como objetivo el extender la vida de anaquel
de un producto y reducir el crecimiento de patégenos en la su-
perficie de los alimentos.

Los diferentes agentes antimicraobianos que son incorpo-
rados a peliculas o recubrimientos comestibles por sus diver-
sas caracteristicas quimicas forman parte de la estructura de
la pelicula mediante la interaccion con el polimero y el plas-

tificante impidiendo que el compuesto antimicrobiano migre.
Sin embargo, el avance de las técnicas analiticas ha puesto
en duda la inocuidad de algunas sustancias antimicrobianas
que se consideraban seguras; por lo cual, la tendencia actual
se ha centrado en la busqueda de agentes antimicrobianos de
origen natural®.,

La antracnosis es considerada la principal enfermedad
fungica que afecta al mango. Los hongos filamentosos del
género Colletotrichum y su teleomorfo son considerados los
patégenos de plantas mas ampliamente distribuidos a nivel
mundial. La variahilidad en la patogenicidad mostré que todas
las especies de mangos son susceptibles al microorganismo.

La incidencia de antracnosis es de casi el cien por ciento
en fruta producida en climas con alta humedad y fuertes pre-
cipitaciones®.

La méas baja y segura temperatura a la que pueden ser
expuestos los mangos verdes maduros por largo tiempo es de
120C?,

La temperatura optima de crecimiento para el hongo Co-
lletotrichum gloeosporioides es de 24+20C?.

La Food and Drug Administration (FDA) ha aprobado al
método de “Difusion por Disco o en Pozo" (Disc-difussion me-
thod) como la técnica méas usada para el anélisis de actividad
antimicrobiana de extractos y aceites esenciales en estudios
preliminares.

La técnica con sensidiscos presenta algunas desventajas;
principalmente causadas por la composicion del papel filtro
“"Whatman”, que puede intervenir con algunos compuestos
cationicos de los productos naturales evaluados impidiendo
su difusion en el agar, este fendmeno es eliminado cuando el
método se utiliza directamente en pozo'®.

La efectividad del efecto antimicdtico de diferentes ex-
tractos vegetales y sus constituyentes han sido calculados a
través del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial*®.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto anta-
gonico frente al hongo “Colletotrichum gloeosporioides™; que
provoca antracnosis en mango (Mangifera indica) mediante la
aplicacion de una biopelicula con extractos de corteza y fruto
de "Samanea samdn™ a través de la identificacion de los mé-
todos de extraccion mas idéneos para la mejor recuperacion
de metabolitos secundarios en los extractos de las matrices
de corteza y fruto de "Samanea samdn” mediante un tamizaje
fotoquimico cualitativo. Posteriormente establecer las dosis
minimas inhibitorias; de entre los extractos con mejores per-
files de metabolitos secundarios de las matrices en estudio,
frente a una cepa certificada de "Colletotrichum gloeosporioi-
des” mediante un andlisis in vitro CMI (Concentracién Minima
Inhibitoria).

Y finalmente evaluar el efecto antagdnico de soluciones
formuladas de biopelicula/extractos de las matrices corteza
y fruta de "Samanea samdn” frente a una cepa certificada del
hongo "Colletotrichum gloeosporioides™ que produce antrac-
nosis en mango (Mangifera indica).

Validando la hipdtesis que la biopelicula con extractos de
corteza y/o fruto de Samanea samdn tienen efecto antagdnico
frente al hongo Colletotrichum gloeosporioides que provoca
antracnosis en mango (Mangifera indica).

|
Materiales y métodos

Las muestras de corteza y fruto de Samanea samdn fue-
ron obtenidas de drboles maduros y visiblemente sanos del
area recreativa "Sendero del Parque Samanes™ ubicado en la
parroquia Tarqui; en el sector norte de la ciudad de Guayaquil,




Miguel Moreno Paredes, Lenin Ramiréz-Cando, Elisa Cedefio Luzardo
Volumen 6 / Nimero 1 http://www.revistabionatura.com

delimitados al norte por la Av. Casuarina, al Sur Av. S/N, al este
por el rio Daule y al oeste por la Via a Daule con coordenadas
geograficas: latitud (2°6°24.07"S) y longitud (79°54°52.69"W).

Mediante tres procedimientos se realizo la obtencion de
los extractos de las diferentes matrices del Samanea samdn
que fueron: extracto etandlico, hidro etandlico de corteza y
metandlico de frutos tomando como referencia la metodolo-
gfa usada por Obasi Nnamdi et al.13.

Para el tratamiento de las matrices se usé como referen-
cia la técnica presentada por Aguilar J. y Col.*? procediendo de
la siguiente manera:

Las muestras de corteza y fruto obtenidas de arboles ma-
duros y visiblemente sanos se limpiaron manualmente para
eliminar restos de materiales extrafos luego se secaron al sol
por un maximo de 72 horas con el fin de reducir la humedad
superficial de las mismas. Posteriormente estas muestras fue-
ron secadas en estufa por un méximo de 72 horas a una tem-
peratura promedio de 60°C. Las muestras secas se molieron
usando un molino de bolas hasta alcanzar un tamafo de par-
ticula de 8um validados por un tamiz #8 y se empacaron dos
muestras molida de 60g de corteza en dos cartuchos de papel
filtro whatman # 54 (tamafio de poro: 22mm) y colocadas cada
una en un soxhlet de 300mL y 60g de muestra molida de fruto
se empacaron en un cartucho de papel filtro whatman # 54
(tamafio de poro: 22mm) y colocadas en un soxhlet de 300mL

Extracto Etandlico de Corteza de S. saman

Al cartucho que contiene la muestra molida se le adiciond
200mL de etanol al 96% de pureza y se puso en operacién el
sistema soxhlet a reflujo por 2 horas a 70°C.

Extracto Hidro-Etandlico de Corteza de S. sarman

Al cartucho que contiene la muestra molida se le adiciond
200mL de una solucién etanol al 96% de pureza y agua des-
tilada en relacién 1:1, se puso en operacion el sistema soxhlet
a reflujo por 2 horas a 700C. Los extractos fueron sometidos
a un proceso de concentracién en un equipo rotavapor marca
Heidolph por alrededor de 2 horas a una temperatura de 60°C
y 20rpm por 3 horas aproximadamente. Los concentrados se
enfriaron a temperatura ambiente, se depositaron en frasco
ambar con tapa y fueron refrigerados para los ensayos pos-
teriores.

Para obtener el extracto del fruto, el procedimiento fue el
siguiente:

Extracto Metandlico de Fruto de S. saman

Al cartucho que contiene la muestra molida se le adiciond
200mL de alcohol metanol, se puso en operacién el sistema
soxhlet a reflujo por 2 horas a 700C. A continuacion, este ex-
tracto se sometid a un proceso de concentracion en un equipo
rotavapor marca Heidolph por alrededor de 2 horas a una tem-
peratura de 600C y 20rpm por 2 horas aproximadamente y al
final del proceso, el concentrado fue enfriado a temperatura
ambiente, depositado en frasco ambar con tapa y refrigerado
para los ensayos posteriores.

Tamizaje Fitoquimico de los Extractos

A los tres extractos se les aplico un ensayo de tamizaje
fitoquimico; de acuerdo con los métodos descritos por Evans
et al.” y Harborne?, con el fin de determinar cualitativamente
la presencia o ausencia de metabolitos secundarios de interés
antagoénico frente a hongos. Estos analisis fueron: Test para
Alcaloides:Test de Dragendorff’s, Test de Mayer,Test de Wag-
ner,Test del &cido picrico (1%), Test para Flavonoides:Test del

Amonio y Test del Cloruro de Aluminio,Test para Glicésidos,
Test para Esteroides y Terpenoides, Test para Saponinas:Test
de Emulsidn, Test del froting, Test para Taninos:Test del Suba-
cetato de plomo, Test del cloruro Férrico, Test para compuestos
acidos, Test para resinas:Test del precipitado y Test del color.

Elaboracion de Biopelicula

Para el presente trabajo se us6 una biopelicula a base de
almiddn de yuca y gelatina de bovino, que cuenta con excelen-
tes propiedades mecdnicas de dureza, resistencia y extensibili-
dad; asi como, accién de barrera semipermeable a la humedad
y al oxigeno, propuesta por Acosta Davila?.

La biopelicula propuesta esta estructurada por tres com-
puestos: Polimero: Solucién de gelatina de origen bovino (2%
S.T.) y Almiddn de yuca (2% S.T.) en una relacién 50:50. Plasti-
ficante: Glicerol (0,5% del total de la mezcla) y Solvente: Agua
destilada.

Activacion del hongo Colletotrichum gloeosporioides

Para las pruebas antagdnicas de los extractos de corteza
y fruto de S. samdn, se uso6 una cepa certificado por el Centro
de Investigacidn Biotecnoldgica del Ecuador (CIBE) del hongo
Colletotrichum gloesporioides spp., con codigo MCIBE-H148.

Las muestras recibidas del hongo C. gloesporiodes fueron
activadas tomando una muestra visible del hongo y pre enri-
queciéndolas en un caldo de cultivo BHI (Brain Heart Infussion
Broth) de "Titan Biotech Limited ®", para luego ser inoculadas
en agar inclinado PDA (Potato Dextrosa Agar) de "DIFCO ©”
por 5 dias a 24+20C. Los parametros tomados en cuenta para
este proceso son temperatura de incubacion: 24+20C, tiempo
de incubacion: 5-7 dias y aislado de la luz.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
gCMI) de los extractos crudos de corteza }/ fruto de

amanea saman frente a cultivos puros de Colletotrichum
gloeosporioides in vitro

Para la determinacidn de la CMI, se ensayaron en primera
instancia varias concentraciones de los tres tipos de extractos
analizados (200, 175, 150, 125, 100, 50, 25, 12.5 mgL*) me-
diante el uso de placas multipozos (96 pozos) adicionando en
cada uno de estos 100 mgL* de agar PDA, 20 mgL* del hongo
y las diferentes concentraciones a ensayar en un numero de
cuatro replicas por concentracion ensayada. Estas placas fue-
ron incubadas a 24+20C por 48 horas en incubadora.

Una vez determinado el tipo de extracto y las concen-
traciones con los mayares efectos inhibitorios, se sometieron
estas concentraciones (90, 100, 110, 120 y 130 mgL™) del ex-
tracto metandlico (EM) a un nuevo analisis a través del uso de
placas multipozos (96 pozos) usando la mismas dosificaciones
y condiciones de incubacién que en el proceso previo, en un
numero de diez replicas por concentracién ensayada.

Con la identificacién de las concentraciones con mayores
perfiles inhibitorios (120, 130 y 140 mgL*) del extracto meta-
nolico (EM), se procedié a realizar el ensayo para la determina-
cién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) a través de la
técnica del pozo en placa con siembra por estrias.

Cada placa con 20 mL de agar PDA fueron inoculadas con
cultivo fresco del hongo C. gloeosporioides mediante la técnica
de estrias con asa, posteriormente se procedid a realizar un
pozo en el centro de la placa mediante el uso del segmento
ancho de una punta de micropipeta de 9mm de radio y 5mm
de profundidad aproximadamente. En estos pozos fueron de-
positados las concentraciones a ensayar por cuadruplicado
(120,130 y 140 mgL*) del extracto metandlico (EM). Se usaron
testigos del crecimiento del hongo mediante la incubacién de



Evaluaciéon del efecto antagénico de una biopelicula con extractos de Samanea saman frente a Colletotrichum gloeosporioides responsable de la antracnosis en mango
Evaluation of the antagonistic effect of a biofilm with extracts of Samanea saman against Colletotrichum gloeosporioides responsible for anthracnose in mango

un blanco (agar PDA), Control (agar+hongo) y Solvente (agar+-
metanol) en concentraciones de 60 mglL*y 120 mgL* para el
solvente, estas placas fueron incubadas por 7 dias a 24+20C.

La metodologia para la recoleccién de los datos para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
extracto metandlico (EM); a través de la medicion de los ha-
los de inhibicidn, fueron tomados del trabajo de (Awerbuch &
Lustman, 1987)%. Los datos fueron registrados y se determing
las medias de los halos de inhibicién con su respectivo error
estandar para cada lectura; asi también, con estos datos pro-
cesados se construyd una curva de respuesta inhibitoria para
determinar los IC10, IC50 e IC90.

Determinacion del efecto antagdonico del sistema
Biopelicula: Extracto de Samanea saman frente a cultivos
puros de Colletotrichum gloeosporioides in vitro:

Con la identificacién de la CMI del extracto metandlico
(EM) en la seccion anterior, se procedid a formular un sistema
de Biopelicula:Extracto (1:0,14) respectivamente, consideran-
do los tiempos de agitacion para la homogenizacién del siste-
ma por 1 min y 5 min respectivamente.

Se procedid a tomar cada placa con 20 mL de agar PDA
y a inocularlas con cultivo fresco del hongo C. gloeosporioi-
des mediante la técnica de estrias con asa, posteriormente se
procedid a realizar un pozo en el centro de la placa mediante
el uso del segmento ancho de una punta de micropipeta de
9mm de radio y 5mm de profundidad aproximadamente. A las
placas inoculadas se les adiciono 1 mL del sistema Biopeli-
cula:Extracto, cada ensayo se realizd por quintuplicado y para
los dos tiempos de homogenizacion planteados, estas placas
fueron incubadas por 7 dias a 24+20C.

Con los resultados obtenidos del crecimiento micelial, se
procedi¢ a realizar un ensayo adicional aumentando la concen-
tracion del sistema Biopelicula:Extracto (1:0,2) con un tiempo
de agitacion de 5 minutos y los resultados fueron recogidos,
enlistados y analizados en la siguiente seccidn.

ENSAYO PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

ALCALOIDES

Test de Draggendorl s

Test de Mayer

Test de Wagner

Test del acido picrico

FLAVONOIDES

Test del amonio

Test del cloruro de Aluminio
JLICOSIDOS

ESTEROIDES
TERPENOIDES

SAPONINAY

Test de emulsion

Test del froting

TANINOS

Test del subacetato de plomo

Test del cloruro férmico

COMPUESTOS ACIDOS

RESINAS

Test del precipitado

Test del color

|
Resultados y discusion

Tamizaje Fitoquimico

Con los ensayos completados del tamizaje fitoquimico
se observd que en el extracto metandlico (EM) del fruto hubo
presencia de alcaloides, glucdsidos, esteroides, terpenoides,
saponinas, taninos y resinas; mientras que hubo ausencia de
flavonoides y compuestos acidicos que coinciden con los re-
sultados obtenidos por Obasi et al.’®. Los resultados también
mostraron que para los solventes mas polares del estudio el
extracto etanolico (EE) de la corteza mostrd Unicamente pre-
sencia de esteroides, terpenoides y saponinas; asi como, para
el extracto hidroetandlico (EHE) también de la matriz corteza,
solamente tuvo presencia de esteroides, saponinas y resinas,
difiriendo de los resultados expuestos por Milian-Dominguez
et al.” exceptuando solo para los contenidos de saponinas y
resinas.

Estos resultados nos brindaron una valiosa visién de las
caracteristicas de cada matriz y solvente usado para la obten-
cion de los diferentes extractos, encontrando prometedores
resultados para el extracto metandlico del fruto del S. saman
respecto de su contenido de metabolitos secundarios; espe-
cificamente hablando de los alcaloides, saponinas y taninos;
estos ultimos comunmente conocidos como acido tanico y re-
portados por su elevado potencial antimicrobiano y anti fungi-
co seguin Naveen-Prasad R. et al.™. Tabla 1.

Al completar los ensayos para la determinacion de la con-
centracién minima inhibitoria (CMI) para los extractos puros;
luego de un analisis estadistico, se encontrd que la dosis de
140uL del extracto metandlico (EM) presento la media mas
alta de inhibicién para el hongo estudiado (C. gloeosporioides);
este resultado difiere completamente de los datos presenta-
dos por Obasi N. y Col. (2010)*® quien no encontro efectos in-
hibitorios significativos de los extractos metandlicos del fruto
frente a las cepas de hongos estudiadas a concentraciones de
10 mgmL* a 100mgmL*. Por otro lado, los resultados obteni-

EE EHE EM
- - +
= - i
- - ¥
- - +
- - I
¥ ¥ ¥
i - i
+ + +
i i i
- - +
- - I
- } i
- + +

Tabla 1. Resultados experimentales tamizaje fitoquimico.EE (Extracto Etanolico 96%) Corteza S. saman).EHE (Extracto Hidroe-
tandlico (50:50) Corteza S. saman). EM (Extracto Metandlico Fruto S. saman). Presencia (+), Ausencia (-).
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dos en este trabajo se presentan con ventaja frente a los resul-
tados expuestos por Aguilar-Alonso et al.** quienes reportaron
un CMI para extractos etanolicos de ruda y pirul de 150mgL*
y 300mgL ! respectivamente, mientras que Avila-Sosa et al.*
reportaron valores de CMI del orden de 400mgL-1len extrac-
tos etanolicos de orégano mexicano, jarilla y pericon, por lo
que la concentracion identificada del EM presento ventajas
in vitro competitivas en comparacion con los trabajos en refe-
rencia para ser usada como el agente biocida en la biopelicula
(Tabla 2).

CMI
EM (uL) Rtox Rmut
120 4.075£0.2986 | 4.875+£0.2394
130 5.625+04787 | 6,37540.2394
140 1.625+0.4787 8, 75+0,1443

Tabla 2. Resultados de la media y error estandar de los halos
de inhibicién para los extractos metandlicos (EM) puros. rtox
(radio de la zona de toxicidad), rmut (radio de la zona de mu-
tagenocidad), CMI (Concentracion minima Inhibitoria).

As{ también, con las lecturas de inhibicién se constru-
y6 una curva de respuesta con la que se encontrd para este
extracto crudo (EM) un IC10= 61,05 pL, IC50=81,8557 pL vy
IC90=107,99 uL. (Tabla 3).

EN (200, 100, 50, 25,12.5) pl.
IC10 IC50 1C90
61,05 81,8557 107,949

Tabla 3. Valores de respuesta inhibitoria para los extractos
metandlicos (EM) puros.

La curva de supervivencia (Figura 1) nos permite obtener
la funcidn especifica con la que se puede determinar el porcen-
taje de supervivencia (IC) para este extracto puro.

En la evaluacion del efecto antagonico de los sistemas bio-
pelicula: extracto, se determind que para las dosis de 140uL/
mL, el factor de agitacion influye tacitamente en la respuesta
inhibitoria frente al hongo en estudio. Al aumentar el tiempo
de agitacion de 1 minuto a 5 minutos, la respuesta antagoénica
a esta concentracion fue mayor llevando el crecimiento mi-
celial a un nivel de reproduccién medio, lo que esto presenta
un descubrimiento innovador para este tipo de investigaciones,
donde sus anélisis se han concentrado en los efectos inhibi-
torios generados por el tipo de sustancia antimicrobiana y su
concentracion, sin tomar en cuenta el efecto de la difusion de
los extractos en el polimero, como un parametro promotor de
la funcion biocida de los sistemas. (Tabla 4).

Al aumentar la concentracion del extracto en el sistema a
200uL/mL, se observod una respuesta inhibitoria considerable-
mente mayor, consiguiendo un nivel de reproduccién in vitro
bajo para el hongo C. gloesporiodes responsable de la antrac-
nosis en mango (Mangifera indica), estos resultados tienen un
comportamiento mas estable respecto de los valores reporta-
dos por Ribeiro-Goncalves et al.?*® quienes presentaron datos
bastantes dispersos de inhibicion in vitro que van desde 15mL*
como la concentracion de mayor inhibicién, hasta 6000mL*
para la concentracidon de menor efecto en extractos comercia-
les naturales.

Por otro lado, trabajos presentados por Maghbool M. et al. % en-
contraron efectos fungicidas en sistemas goma arabiga (GA) al
10% y aceite esencial de limoncillo (LG) y canela (CM) al 0,05%
y 0,4% respectivamente, lo que nos da una relacion 1:.0,08 y
1:0,01 para cada sistema y Bosquez-Molina E. et al.?” reporta-
ron niveles de reduccion de la incidencia de C. gloesporioides
del 100% en sistemas goma mezquite al 5% y aceite esen-
cial de tomillo (0,1%) y Lima mexicana (0,5%) que en relacién
con el presente trabajo tendriamos una formulacién 1:0,02 y
1:0,01 polimero extracto lo que nos indica claramente que las
caracteristicas de la biopelicula inciden directamente sobre la
accion fungicida de los extractos. Para todas las dosis ensaya-
das en el analisis de la respuesta antagonica del sistema, se

—0,0182 + (1,0115 — (—0,0182))

Fic = = T
=[=7,5360
1+ (z750)
1.2
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Figura 1. Curva de respuesta inhibitoria del extracto metandlico (EM) puro.
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Placa Extracto | Agitacion
(uL/mL) (min)
BioP 1 140 |
BioP 2 140 1
Biol* 3 140 1
Biol 4 140 1
BioP & 140 1
BiolP* 1 140 5
BioP 2 140 3
BioP 3 140 5
Biol’ 4 140 5
Biol* 5 140 5
Biol’ 1 200 5
BioP 2 200 5
BioP 3 200 3
BioP 4 200 5
BioP 5 200 3

Crecimiento Micelial

Bajo Medio Alto
+++
++t
-t
-t

S
+-4
+
t
f

P

4

e

e

-+

Tabla 4. Resultados del efecto antagodnico de los sistemas Biopelicula:Extracto (EM) de Samanea samdn frente a C. gloeosporiodes.

encontrd que las placas después del dia cinco de incubacion
presentaban un crecimiento de colonias negras con una taxo-
nomia parecida al género Aspergillus, lo que ratifica la premisa
propuesta por Lopez-Malo A. et al.”® de que el crecimiento ra-
dial de las cepas de hongos estan directamente relacionadas
no solo con la concentracion del agente antimicrobiano y el
tipo de polimero como dispersante; sino también, la actividad
de agua (Aw) y el pH como factores fundamentales para una
optima funcionalidad del sistema.

|
Conclusiones

De manera general, conocemos que los metabolitos se-
cundarios de mayor interés antimicrobianos estan identificados
como alcaloides, taninos y saponinas; y estan estos justamente
presentes de mejor manera, en el extracto metandlico (EM) del
fruto del Samanea samdn, por Lo que el estudio identifica clara-
mente a la matriz y al solvente como los medios para la mejor
extraccion de estos compuestos. Asi también, el presente tra-
bajo introdujo al tiempo de agitacién para la difusion del extrac-
to en la biopelicula como un pardmetro innovador en términos
investigativos, ya que influye directamente sobre la respuesta
antagdnica de estos sistemas.

Finalmente, el estudio nos muestra que la composicion
del polimero también influye directamente en la respuesta in-
hibitoria del extracto en el sistema; y promueve la aparicion de
microorganismos competitivos, presumiblemente por una mo-
dificacion de las condiciones de pH y la actividad de agua (Aw)
de la biopelicula originalmente.

|
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