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RESUMEN

Introducción: La moringa es una planta arbórea multipropósito 
ancestral, por las diversas propiedades ambientales y médico-
farmacéuticas que presenta y dado los numerosos metabolitos 
secundarios que sintetiza. En el ámbito medicinal, sus extractos han 
demostrado tener efectos en enfermedades de distinto origen, tanto 
en estudios in vivo como in vitro. El objetivo de esta investigación 
fue evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de callo de Moringa 
oleifera en microorganismos de interés clínico. Métodos: A partir 
de extractos (acetónicos, metanólicos y etanólicos) de callo no 
embriogénico (NE) del 5 al 50% de Moringa oleifera, se determinó 
el efecto antimicrobiano (concentración mínima inhibitoria “CMI”,  
bactericida “CMB” o fungicida “CMF”) por microdilución en 50 
µL de los microorganismos de interés clínico (Candida albicans, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus 
aureus), cualitativamente por turbidez del cultivo líquido y 
cuantitativamente en unidades formadoras de colonia (UFC) en 
cultivo sólido, a 37ºC a 24 h. Resultados: Se observó un mayor 
efecto inhibitorio del crecimiento microbiano con un CMI del 5% y 
un CMB o CMF del 10%, con todos los extractos en P. aeruginosa 
y con el extracto etanólico en E. coli y C. albicans; mientras que 
con S. aureus, la mayor inhibición bacteriana se obtuvo con los 
dos extractos alcohólicos con un CMI del 20% y un CMB del 25%. 
Conclusión: La exposición del extracto de callo no embriogénico a 
bajas concentraciones presenta un elevado potencial biocida para 
estos microorganismos clínicamente trascendentes, planteando la 
posibilidad de emplearlo para el tratamiento tópico de afecciones 
ocasionadas por éstos.

Palabras clave: Moringa, bactericida, fungicida, extracto de callo 
no embriogénico.

ABSTRACT

Introduction: Moringa is an ancestral multi-purpose tree plant, 
due to the various environmental and medical-pharmaceutical 
properties it presents, and given the numerous secondary 
metabolites it synthesizes. In the medicinal field, its extracts have 
been shown to have effects on diseases of different origin, both 
in vivo and in vitro studies. The objective of this research was to 
evaluate the antimicrobial effect of Moringa oleifera callus extract 
on microorganisms of clinical interest. Methods: From extracts 
(acetonic, methanolic and ethanolic) of non-embryogenic callus (NE) 
from 5 to 50% of Moringa oleifera, the antimicrobial effect (minimum 
inhibitory concentration “MIC”, bactericidal “BIC” or fungicidal “FIC”) 
was determined by microdilution in 50 µL of the microorganisms of 
clinical interest (Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa and Staphylococcus aureus) qualitatively by turbidity of 
the liquid culture and quantitatively in colony forming units (CFU) in 
solid culture, at 37ºC for 24 h. Results: A greater inhibitory effect 
on microbial growth was observed with a MIC of 5% and a CMB 
or CMF of 10%, with all the extracts in P. aeruginosa and with the 
ethanolic extract in E. coli and C. albicans; while with S aureus, 
the highest bacterial inhibition was obtained with the two alcoholic 
extracts with a MIC of 20% and a CMB of 25%. Conclusion: The 
exposure of non-embryogenic callus extract at low concentrations 
presents a high biocidal potential for these clinically important 
microorganisms, raising the possibility of using it for the topical 
treatment of conditions caused by these.

Key words: Moringa, bactericidal, fungicidal, no embryogenic 
callus extract.

INTRODUCCIÓN

El árbol de Moringa (Moringa oleífera, Lam., 1783) es 
originario de la región del sub-Himalaya de la India¹,², 
conocido popularmente en dicho país, como “árbol 
milagroso” o “árbol de la vida³, que se ha diseminado en otras 
partes de Asia, así como las zonas tropicales y subtropicales 
en África y América¹,². Esta planta perenne, pero poco 
longeva (máximo 20 años) de la familia Moringaceae⁴, de 
bajo porte (10-12 m de altura; 20-40 cm de diámetro)⁵,⁶ 
y de crecimiento rápido¹,², presenta un tronco recto de 
corteza gruesa, corchosa  gris blanquecina y una copa tipo 
paraguas⁵-7, con ramas inclinadas y frágiles, con un follaje 
plumoso de hojas compuestas tripinnadas verde oscuro⁸,⁹, 
con flores de pétalos blancos perfumados, agrupadas en 
una inflorescencia tipo panícula, y con frutos tipo vaina de 
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forma triangular (20-60 cm de largo) con 12 a 35 semillas 
redondas aladas que ayudan en la diseminación.¹⁰

Esta planta ancestral es reconocida mundialmente como 
un árbol multipropósito debido a que casi cualquier parte 
de la misma es de alto valor nutricional al tener vitaminas, 
nutrientes¹¹,¹² y aminoácidos esenciales¹³, o por presentar 
múltiples propiedades medicinales. Desde hace siglos, 
tradicionalmente, muchas culturas la han utilizado como 
antiespasmódico, ansiolítico, expectorante, diurético, 
analgésico, cicatrizante, antiinflamatorio; así como para la 
anemia, el asma, bronquitis, cólera, conjuntivitis, deficiencia 
de esperma, diabetes, entre otros¹²-¹⁴. Algunas de estas 
aplicaciones se han demostrado en diversos estudios 
recientes¹⁵, como el efecto hepatoprotector, diurético, 
purgante, antimicrobiano, anti caries dental¹⁶,¹⁷, antioxidante, 
antiinflamatorio, antihipertensivos y anticancerígenos¹,¹⁸,¹⁹. 
Asimismo, se le atribuyen usos en la purificación de agua 
a partir de las proteínas de las semillas²⁰,²¹, así como en la 
obtención de biodiesel y biogas12. La propiedad antimicrobiana 
de la M. oleifera viene dada por los metabolitos secundarios 
que sintetizan, como glucosinolatos y flavonoides²²-²⁴, 
extraídos con diversos solventes (agua, etanol, metanol, 
acetona, entre otros)²⁵, obteniendo en algunos casos mayor 
efectividad que los antibióticos tradicionales¹; inclusive 
contra cepas resistentes²⁶ de Staphylococcus aureus²⁷ y 
Candida albicans.²⁸

Debido a estas propiedades, el cultivo de esta especie 
se ha incrementado en los últimos años, a través de la 
propagación por estacas y principalmente semillas, sin 
embargo, las inversiones de éste son grandes, limitando 
su uso²⁹. Por tanto, el cultivo in vitro de tejidos vegetales 
permite el desarrollo de líneas celulares clónales élites, libres 
de microorganismos, con alto rendimiento de metabolitos 
secundarios de interés, utilizando tan sólo un mínimo de 
material vegetal.³⁰

Los microorganismos de interés clínico son aquellos que 
causan afecciones de salud importantes, por lo cual deben 
controlarse con agentes biocidas. En este sentido, la Candida 
albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y 
Staphylococcus aureus, son relevantes al evaluar el efecto 
de compuestos antimicrobianos.  

Así, tenemos al principal patógeno bacterial de la familia 
Pseudomonadaceae, Pseudomonas aureuginosa, un bacilo 
Gram negativo, aeróbico, muy versátil nutritivamente, 
que produce un polisacárido extracelular que en exceso 
causa obstrucciones pulmonares crónicas. Se añade que 
presenta una compleja membrana externa muy selectiva 
al paso de compuestos antimicrobianos, confiriéndole una 
gran capacidad para defenderse, causando una amplia 
variedad de infecciones³¹. La Escherichia coli, descrita 
en 1885 por Theodore Escherich³², perteneciente a la 
familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos, 
anaeróbico facultativo³³, que forma parte de la microbiota 
normal e inocua del ser humano, otros mamíferos y las aves, 

al encontrarse en grandes concentraciones en el tracto 
gastrointestinal. No obstante, en otras partes del cuerpo 
puede causar enfermedades graves, considerándose, así 
como cepas patógenas de infecciones extraintestinales 
(tracto urinario, sepsis y meningitis neonatal) o intestinales 
“gastrointestinales”.³⁴ 

El Staphylococcus aureus perteneciente a la familia 
Microccocaceae, es un coco Gram positivo de un alto 
grado de patogenicidad, al ser uno de los responsables 
de las infecciones hospitalarias y comunitarias leves como 
furúnculos, abscesos, conjuntivitis, hasta complicaciones 
severas como neumonías necrotizantes, osteomielitis, 
endocarditis, celulitis y shock. Además, sobrevive varios 
días en superficies inanimadas y se considera un patógeno 
nosocomial muy importante³⁵,³⁶, que además provoca 
intoxicación alimentaria³⁶,³⁷. Por último, el complejo Candida 
albicans es un blastomiceto generalmente de forma 
oval, oportunista al causar enfermedades a individuos 
inmunocomprometidos o de flora alterada³⁸, observándose 
infecciones a nivel superficial en la mucosa, en el torrente 
sanguíneo y en los tejidos profundos, así como infecciones 
sistémicas como endocarditis e infecciones pulmonares, 
renales y cerebrales.³⁹ 

El exigente desarrollo de nuevos antibióticos debido a la 
constante aparición de cepas superresistentes de muchos 
microorganismos, tales como C. albicans, E. coli, P. 
aeruginosa y S. aureus, así como la búsqueda de compuestos 
alternativos naturales más accesibles económicamente, 
ha traído como consecuencia la investigación de las 
propiedades de los metabolitos secundarios de muchas 
especies vegetales, tales como Aloe vera⁴⁰,⁴¹, Azadirachta 
indica⁴²,⁴³ y Mangifera indica⁴⁴, empleando sus diferentes 
partes vegetativas o reproductivas. En Moringa oleífera, 
hasta la fecha, la mayoría de las investigaciones que 
reportan actividad antimicrobiana se ha realizado en un 69% 
con tejido foliar y un 23,5% con semillas, en su mayoría a 
base de agua, etanol y metanol.⁴⁵ 

Así, con corteza, extractos acuosos, metanólicos, de 
cloroformo y de acetato de etilo, inhiben el crecimiento de 
Bacillus megaterium⁴⁶, Citrobacter freundii⁴⁶, Pseudomonas 
fluorescens⁴⁶, Staphylococcus aureus⁴⁶,⁴⁷, Escherichia 
coli⁴⁷, P. aeruginosa⁴⁷ y Salmonella gallinarum⁴⁷. Mientras 
que con extractos etanólicos, se inhibe el crecimiento de 
las bacterias Shigella boydii, S. dysenteriae y S. aureus; 
y de manera moderada a los hongos Candida albicans y 
Aspergillus flavus.⁴⁸ 

En semillas con extracto acuoso, se observó inhibición de 
crecimiento en la cianobacteria Microcystis aeruginosa⁴⁹ y 
las bacterias E. coli⁵⁰, P. aeruginosa⁵¹, S. aureus⁵⁰ y Vibrio 
cholerae⁵⁰; mientras que con extracto etanólico⁵⁰ fue con 
las bacterias B. cereus, B. megaterium, B. subtilis, E. coli, 
K aerogenes, M aureus, M. luteus, M phlei, P mirabilis, 
S. edinburg, S marcescens, S. aureus, S faecalis y con 
los hongos Botrytis allii, C. pseudotropicalis, C. reukaufii, 
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Conidiophora cerebella, Fusarium oxysporum, Penicillum 
expansum, Phytophthora cactorum, Piricuaria oryzae, 
Polystictus versicolor, Saccharomyces carlsbergensis y 
Zygorrbynchus  sp., así como K. pneumonia⁵³  y V. cholerae⁵⁰. 
Por su parte, con extracto metanólico, se mostró actividad 
antimicrobial en Acinetobacter baumannii⁵³, B. cereus⁵³, B. 
subtilis⁵³, Enterobacter cloacae⁵³, Enterococcus faecalis⁵³, 
E. coli⁵⁴, Streptococcus pyogenes⁵³, P. aureginosa⁵³, P. 
mirabilis⁵⁴, K. pneumonia⁵⁴, S. entérica⁵⁵, S. typhi⁵³, S. 
aureus⁵⁴-⁵⁶, S. epidermidis⁵⁵; así como con los hongos 
Aspergillus niger⁵³, C. albicans⁵³,⁵⁶, P. expansum⁵³ y Mucor 
racemus⁵³. Con extracto de acetato de etilo, se inhibió el 
crecimiento en E. faecalis⁵⁷, E. coli⁵⁴,⁵⁷, P. aureginosa⁵⁴,⁵⁷, 
P. mirabilis⁵⁴, K. pneumonia⁵⁴,⁵⁷, S. typhimurium⁵⁷, S. 
flexneri⁵⁷, S. aureus⁵⁴,⁵⁷, S. epidermis⁵⁷, así como los 
hongos C. albicans⁵⁷, C. tropicalis⁵⁷. Por último, con extracto 
hexanólico fue en P. aeruginosa⁵⁵, S. entérica⁵⁵, S. aureus⁵⁵ 
y S. epidermidis.⁵⁵

Con hojas, extractos acuosos mostraron actividad 
antimicrobiana en Acinetobacter baylyi⁵⁸, B. cereus⁵⁹, B. 
subtilis⁵⁹, B. megaterium⁵⁹, E. coli⁶⁰-⁶², K. pneumonia⁵⁸, 
P. mirabilis⁵⁸,⁶¹, P. vulgaris⁵⁸,⁶¹, P. aeruginosa⁵¹,⁵⁸,⁵⁹,⁶¹,⁶², P. 
fluorescens⁶¹, S. pullorum⁶¹, S. typhi⁶¹, Sarcina lutea⁵⁹, 
Shigella shinga⁵⁹, S. sonnei⁵⁹, S. auerus⁵⁸-⁶², Streptococcus 
pyogenes⁵⁸ y Yersinia enterocolitica⁶¹. Por su parte, con el 
extracto acetónico se inhibió el crecimiento de E. cloace⁶¹, E. 
coli⁶¹, P. vulgaris⁶¹, Micrococcus kristinae⁶¹ y S. aureus⁶¹, así 
como los hongos Aspergillus flavus⁶¹, C. albicans⁶¹ y Pullarium 
sp⁶¹. Con extractos metanólicos, disminuyó el crecimiento en 
A. baumannii⁵³, B. cereus⁵³, B. subtilis⁵³, E. aerogenes⁶³, E. 
cloacae⁵³, E. faecalis⁵³, E. coli⁵³,⁶¹-⁶³, K. pneumonia⁵³,⁵⁸,⁶³,⁶⁴, 
P. mirabilis⁵⁸,⁶¹, P. vulgaris⁵⁸,⁶¹, P. aeruginosa⁵⁴,⁵⁸,⁶¹-⁶⁵, P. 
fluorescens⁵³,⁶¹, P. stuartii⁶³, S. enterica⁵⁵, S. pullorum⁶¹, S. 
typhi⁵³,⁶¹, Shigella sp⁶⁶, S. epidermidis⁵⁵, S. aureus⁵⁵,⁶²,⁶⁴,⁶⁶, S. 
pyogenes⁵⁸, Streptococcus sp⁶⁶ y Yersinia enterocolitica⁶¹; al 
igual que con los hongos Aspergillus flavus⁶¹, A. niger⁵³, C. 
albicans⁵³,⁶¹, P. expansum⁵³, Pullarium sp⁶¹ y M. racemus⁵³. 
Por otra parte, en extractos de hexano, de cloroformo y de 
acetato de etilo, se observó actividad antimicrobiana en K. 
pneumonia⁵⁸, P. mirabilis⁵⁸, P. vulgaris⁵⁸, P. aeruginosa⁵⁵,⁵⁸ y 
S. pyogenes⁵⁸; mientras que con extractos hexánicos, fue en 
S. aureus⁵⁵, S. epidermidis⁵⁵ y S. entérica⁵⁵. Finalmente, con 
extractos etanólicos, la inhibición del crecimiento microbial 
fue más eficaz en Aeromonas caviae⁶⁷, B. cereus⁵⁹,⁶⁸, B. 
subtilis⁵⁹,⁶⁸, B. megaterium⁵⁹,  E. faecalis⁶⁷, E. coli⁵⁴,⁵⁹,⁶¹,⁶², 
Mycobacterium phlei⁶⁸, P. mirabilis⁶¹, P. vulgaris⁶¹,  P. 
aeruginosa⁶¹,⁶², P. fluorescens⁶¹, Sarcina lutea⁶⁸, S. 
aureus⁵⁹-⁶⁵,⁶⁸,⁶⁹, S. pullorum⁶¹, S. typhi⁶¹,⁶⁹, Sarcina lutea⁵⁹,  
Shigella shinga⁵⁹, S. sonnei⁵⁹ y Yersinia enterocolitica⁶¹; así 
como, para los hongos A. flavus⁶¹, C. albicans⁶¹ y Pullarium 
sp.⁶¹ 

Con las flores, extractos etanólicos inhiben el crecimiento 
bacteriano en B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae y S. aureus, 
así como el crecimiento fúngico de C. albicans⁷⁰; mientras 
que con extracto metanólico de fruto se observa actividad 
antibacterial en B. cereus, B. subtilis, Klebsiella sp., Proteus 

sp., P. aeruginosa, S. typhi, S. dysenteriae, S. aureus y V. 
cholera y actividad antifungal en Alternaria sp, Colletotrichum 
sp, Curvularia sp and Fusarium sp.⁷¹

La actividad antimicrobiana es evidente en distintas partes 
del árbol, requiriendo gran cantidad de material del mismo 
para la producción masiva de compuestos biocidas, lo cual 
se dificulta en este tipo de plantas, al ser de más lento 
crecimiento; aunado a que, dependiendo de las condiciones 
agroclimáticas y la susceptibilidad a enfermedades y plagas, 
la productividad de dichos metabolitos secundarios no es 
estable, por lo cual el cultivo in vitro vegetal asegura la masiva 
y rápida producción de plantas libres de patógenos, con alto 
rendimiento en metabólicos secundarios antimicrobianos, tal 
como se demostró con extractos foliares de plantas ex vitro 
e in vitro de Moringa peregrina, donde fue significativamente 
mayor la inhibición del crecimiento con extractos de hojas 
de vitroplantas en base acuosa en E. coli, E. aerogenes, 
K. pneumonia, P. vulgaris, P. aureginosa, Methicillin 
resistant y S. thyphimurium72, etanólica en P. vulgaris y S. 
paratyphi73; y en ambos solventes en K. oxytoca, P. mirabilis 
y S. aureus⁷²,⁷³. Asimismo, en extractos obtenidos de callo, 
una masa de células indiferenciada inducida rápidamente y 
con alta biomasa in vitro, se observa elevadas actividades 
antimicrobianas en las bacterias B. subtilis⁷⁰, E. coli⁷¹, K. 
pneumoniae⁷⁰, S. aureus⁷¹, con extractos hexanólicos, 
metanólicos, de cloroformo y de acetato de etilo; y en los 
hongos Aspergillus brasiliensis⁷⁴, A. italicium⁷⁴, A. niger⁷⁴, 
C. albicans⁷⁰,⁷⁴, Penicillium digilatum⁷⁴ y Phytophthora 
infestans⁷⁴ con extractos acetónicos, etanólicos y 
metanólicos. Esta actividad biocida se deriva principalmente 
de metabolitos secundarios de tipo fenólico y flavonoides⁷⁵, 
siendo de este último en extractos metanólicos de semillas, 
el Kaempferol contra K. pneumonia, P. aeruginosa y S. 
pneumonia, y la Quercetina contra S. aureus.⁷⁶ 

En este orden de ideas, en este trabajo se evaluó el efecto 
antimicrobiano del extracto de callo no embriogénico 
(NE) de Moringa oleifera en microorganismos de interés 
clínico, como una futura vía alternativa económicamente 
factible y sustentable a los medicamentos antimicrobianos 
tradicionales, aportando rápidamente relevantes resultados 
a través de la eficiente y expedita técnica de microdilución 
en extractos de NE, masas de células indiferenciadas 
producidas in vitro, independientemente de condiciones 
agroecológicas del material vegetal de origen, lo cual 
contrasta con la mayoría de los protocolos y técnicas 
tradicionales de evaluación antimicrobiana de extractos 
vegetales. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal: Los extractos se obtuvieron a partir de callo 
no embriogénico (NE: masa de células no diferenciadas, 
de superficie rugosa y de color amarillo) desarrollado por 
cultivo in vitro de dos explantes (hoja y tallo) de vitroplantas 
de Moringa (Moringa oleifera Lam.), obtenidas de la 
germinación en condición aséptica de embriones cigóticos 
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aislados de semillas extraídas de frutos maduros (amarillos) 
colectados de un ejemplar joven libre de enfermedades y 
plagas, de aproximadamente 4 metros de altura, ubicado en 
el municipio San Diego, edo. Carabobo-Venezuela.

Desinfección: A las semillas se les retiró la cubierta junto 
con las alas de la semilla (exocarpio) dejando expuesto 
el endocarpio, colocándolas en remojo en agua corriente 
durante la noche⁷⁷,⁷⁸. Posteriormente, se sometieron a 
agitación constante (100 rpm) en condiciones de esterilidad 
bajo una campana de flujo laminar horizontal, realizando 2 
lavados de 2 min c/u con agua destilada estéril y detergente 
líquido comercial Ariel®. Luego se lavaron con alcohol 
isopropílico al 70% v/v durante 30 s y con agua destilada 
estéril por 1 min, seguidamente se realizó otro lavado con 
cloro comercial Nevex® (3,5% v/v de hipoclorito de sodio) 
al 20% v/v y Tween 20 (1 gota/10 mL) durante 5 min. Para 
eliminar remanentes de cloro y etanol, se hicieron 3 lavados 
con agua destilada estéril (1 min c/u), para luego sumergirlas 
en cisteína al 1% p/v en agua destilada estéril durante 30 
min para reducir la oxidación del explante.⁷⁹

Cultivo de tejidos vegetales: Una vez desinfectadas las 
semillas, se extrajeron los embriones cigóticos con ayuda 
de un bisturí estéril, para inducir su germinación in vitro en el 
medio MS (1962) suplementado con las vitaminas tiamina-
HCl (1 mg/L) y piridoxina (0,5 mg/L), los aminoácidos glicina 
(2 mg/L) y cisteína–L (100 mg/L), la sacarosa (azúcar de 
mesa) al 3% p/v, Agar Powder al 0,8% p/v y sin reguladores 
de crecimiento; con un pH de 5,8, cultivándose en oscuridad 
continua y temperatura ambiente (25°C) hasta el desarrollo 
de la raíz y apertura de los cotiledones, luego de lo cual 
se mantuvo bajo iluminación continua (120µE/m2s1) para 
estimular el desarrollo completo de la vitroplanta (con 
hojas expandidas y no senescentes), a partir de la cual 
se obtuvieron los segmentos nodales (tallo) y foliares, 
que fueron los explantes para la inducción de callo NE, 
en cápsulas de Petri (100 x 15 mm), con medio salino MS 
(1962) suplementado con reguladores de crecimiento: 2 
mg.L-1 de  BAP + 1 mg.L-1 de 2,4-D para hoja y 1,5 mg.L-1 de  
BAP + 0,5 mg.L-1 de 2,4-D para tallo. 

Secado y pulverización del material vegetal: Callos NE 
de 8 semanas de inducido se secaron en estufa a 60ºC 
durante 48 horas, para luego molerlas utilizando un mortero 
estéril, bajo campana de flujo laminar, hasta obtener 25 g 
del polvo fino.⁸⁰

Extractos: Empleando tres solventes orgánicos distintos 
(acetona, metanol y etanol) al 75% c/u, se obtuvieron 
extractos crudos de callo NE, el cual se disolvió en una 
relación de 50 mL de solvente con 0,5 g del pulverizado 
(concentración de 10% p/v), en agitación continua (65 rpm) 
durante 48 h, para luego centrifugarse a 10.000 rpm durante 
10 min, separando la biomasa (sedimento) de la fase líquida 
(sobrenadante), evaporándose el solvente de esta última a 
70°C, para luego resuspender la muestra sin solvente con 
DMSO 0,25% en tubos Eppendorf y preservarse a -80°C 

hasta su uso³⁸. La solución final se consideró a un 100%, 
de donde se diluyó (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50%) 
para realizar la evaluación antimicrobiana.⁴²,⁴⁴ 

Microorganismos: Las cepas liofilizadas utilizadas fueron: 
ATCC (American Type Culture Collection) del complejo 
Candida albicans (CVCM1363), Pseudomonas aeruginosa 
(CVCM43) y Staphylococcus aureus (CVCM691), 
suministradas por el Centro Venezolano de Colecciones 
de Microorganismos (CVCM) del Instituto de Biología 
Experimental (IBE) de la Universidad Central de Venezuela 
(UCV); así como Escherichia coli (U9-41) donada por la 
Escuela de Bioanálisis de la Universidad de Carabobo, 
todas de la colección de microorganismos del Centro de 
Biotecnología Aplicada (CBA) del Departamento de Biología 
de la Facultad Experimental de Ciencias y Tecnología de la 
Universidad de Carabobo (Facyt-UC). 

Preparación de las suspensiones microbianas: Las 
cepas se prehidrataron en caldo infusión cerebro corazón 
“BHI” (Brain Heart Infusion), para luego incubarse por 
24 horas a 37°C para su reproducción en condiciones 
normales de gases. Posteriormente, se cultivaron por 24 
h a 37°C en agares selectivos: Sabouraud con clorafenicol 
para C. albicans, MacConkey para E. coli, Cetrimide 
para P. aeruginosa y Manitol salado para S. aureus. 
Consecutivamente, se seleccionaron colonias aisladas 
suspendiéndolas en Caldo BHI, incubándose nuevamente 
por 24 h a 37°C. Después se ajustó la turbidez de éstas 
al patrón de 0,5% Mc. Farland (medida a 540 nm en 
Spectronic 20), equivalente a 1.5 x 108 UFC/mL.⁴²,⁴⁴ 

Determinación de la actividad antimicrobiana mediante 
la técnica de microdilución: bajo campana de flujo 
laminar horizontal, utilizando microplacas estériles con 
96 pocillos de 375 µL de capacidad, se colocaron 62,5 µL 
de caldo estéril, junto con 37,5 µL de inoculo bacteriano 
(excepto en el control negativo) y diferentes volúmenes de 
los 3 extractos, para de esta forma lograr las siguientes 
concentraciones: 5% (6,67 µL), 10% (13,33 µL), 15% 
(19,99 µL), 20% (26,67 µL), 25% (33,34 µL), 30% (40 µL), 
35% (46,67 µL), 40% (53,34 µL), 45% (60,01 µL) y 50% 
(66,67 µL), incubándose por 24 h a 37°. Para evidenciar 
el crecimiento o no de microorganismos se realizaron dos 
pruebas: una cualitativa a través de la turbidez del medio, 
empleando un asa de platino calibrada, se inoculó10 µL de 
cada tratamiento en tubos de ensayos conteniendo 1 mL de 
caldo de cultivo; mientras que, para la prueba cuantitativa, 
se inocularon 50 µL de cada tratamiento en las placas 
con agar nutriente, utilizando la técnica de siembra en 
superficie con la espátula de Drigalski. Se dejó incubar por 
24 h a 37ºC, evaluando después el número de unidades 
formadoras de colonia (UFC), así como la turbidez de 
cada uno de los tubos, estableciéndose para las 3 cepas 
bacterianas con los 3 extractos, la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) que determina el efecto bacteriostático y la 
concentración mínima bactericida (CMB) o fungicida (CMF) 
que determina el efecto biocida. 
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Controles: El control positivo se utilizó para verificar la 
viabilidad celular y fue el medio de cultivo con la cepa pura 
sin extracto, mientras que el control negativo se empleó 
para determinar la presencia de contaminantes microbianos, 
y fue el medio de cultivo con solo extracto. También se 
efectuaron evaluaciones microscópicas de las cepas con el 
objeto de comprobar la pureza de los cultivos: tinción Gram y 
pruebas bioquímicas convencionales. Finalmente, se cotejó 
que las soluciones concentradas finales no tuvieran efecto 
antimicrobiano, debido a probables remanentes de los 
solventes, certificando que los mismos se habían evaporado 
en su totalidad durante el proceso de obtención del extracto 
al 100%. Asimismo, se ejecutaron ensayos con diluciones 
de una solución sin polvo de callo NE de Moringa oleifera, 
evidenciándose crecimiento microbiano de las cepas en 
todas las concentraciones. 

Análisis de los resultados: Los ensayos se realizaron por 
quintuplicado obteniendo reproducibilidad de los resultados, 
que se analizaron mediante el programa estadístico PAST 
3.11, 2016, empleando como estadísticos clásicos las 
medias y desviaciones estándar. Se aplicó ANOVA de dos 
vías para evaluar las diferencias entre los tratamientos 
aplicados en función de sus efectos sobre las variables 
cepas y extracto.

RESULTADOS

La evaluación de los extractos acetónico, metanólico 
y etanólico de callo no embriogénico (NE) mostró 
una respuesta diferencial significativa de la actividad 
antimicrobiana en función de la cepa del microorganismo, 
tanto en el medio líquido como en el sólido a las 24 h 
de incubación, observándose una mayor inhibición del 
crecimiento en P. aeruginosa en los tres tipos de extractos 
al 10%, a diferencia de S. aureus que fue inhibido su 
crecimiento a mayores concentraciones (25-30%) en los 
distintos extractos (Tabla 1 y 2).
En este sentido, para P. aeruginosa, con todos los extractos 
las CMI y CMB fueron 5% y 10% respectivamente (Tabla 1). 
Con E. coli, se observó una actividad antibacterial diferente 
en función del tipo solvente del extracto, encontrándose de 
forma ascendente una mayor inhibición del crecimiento, 
desde el extracto acetónico, con una CMI de 20% y un 
CMB de 25%, seguido del extracto metanólico con un 
CMI del 10% y un CMB del 15%; y por último el extracto 
etanólico, con un CMI de 5% y un CMB de 10% (Tabla 1). 
Por su parte, con el hongo C. albicans, la mayor inhibición 
del crecimiento fúngico se logró con el extracto etanólico 
con un CMI de 5% y un CMF del 10%, seguido del extracto 
acetónico con un CMI de 20% y un CMF de 25%; mientras 
que el extracto metanólico mostró la menor inhibición del 
crecimiento fungal con un CMI del 25% y un CMF del 30% 
(Tabla 2).  Por último, S. aureus fue la cepa bacteriana con 
la menor respuesta inhibitoria a los extractos ensayados, 
con el extracto acetónico en primer lugar, con un CMI del 
25% y un CMB del 30%, seguido por los extractos etanólico 
y metanólico con un CMI del 20% y un CMB del 25% (Tabla 
2). 

Tabla 1. Efecto antimicrobiano de extractos de callo 
NE de Moringa oleifera Lam., en el crecimiento 
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

EXTRACTO CRECIMIENTO MICROBIANO

SOLVENTE

%

Escherichia          
coli

Pseudomonas 
aeruginosa

ACETONA

ML MS  
(UFC)

ML MS  
(UFC)

0 + >1000 + >1000

5 + >1000 + >1000*

10 + >1000 - -

15 + 958±45 - -

20 + 264±23* - -

25 - - - -

30 - - - -

35 - - - -

40 - - - -

45 - - - -

50 - - - -

Control - - - - -

Control + + >1000 + >1000

METANOL

0 + >1000 + >1000*

5 + >1000 + >1000*

10 + 869±53* - -

15 - - - -

20 - - - -

25 - - - -

30 - - - -

35 - - - -

40 - - - -

45 - - - -

50 - - - -

Control - - - - -

Control + + >1000 + >1000

ETANOL

0 + >1000 + >1000

5 + 925±42* + >1000*

10 - - - -

15 - - - -

20 - - - -

25 - - - -

30 - - - -

35 - - - -

40 - - - -

45 - - - -

50 - - - -

Control - - - - -

Control + + >1000 + >1000

ML: Medio Liquido “Caldo”; MS: Medio sólido “Placas”;  UFC: Unidades 

formadoras   de  colonias; >1000: Incontables;  *: diferencias significativas a p<0,05.
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Tabla 2. Efecto antimicrobiano de extractos de callo NE de Moringa 
oleifera Lam., en el crecimiento Candida albicans y Staphylococcus 
aureus.

EXTRACTO CRECIMIENTO MICROBIANO

SOLVENTE

%

Candida       

albicans

Staphylococcus 

aureus

ACETONA

ML MS 

(UFC)

ML MS      

(UFC)

0 + >1000 + >1000

5 + >1000 + >1000

10 + >1000 + >1000

15 + 320±15 + 598±43

20 + 27±13* + 173±22

25 - - + 56±15*

30 - - - -

35 - - - -

40 - - - -

45 - - - -

50 - - - -

Control - - - - -

Control + + >1000 + >1000

METANOL

0 + >1000 + >1000

5 + >1000 + >1000

10 + >1000 + 251±32

15 + 340±19 + 33±8

20 + 130±11 + 5±2*

25 + 25±8* - -

30 - - - -

35 - - - -

40 - - - -

45 - - - -

50 - - - -

Control - - - - -

Control + + >1000 + >1000

ETANOL

0 + >1000 + >1000

5 + 458±30* + >1000

10 - - + >1000

15 - - + 986±89

20 - - + 157±14*

25 - - - -

30 - - - -

35 - - - -

40 - - - -

45 - - - -

50 - - - -

Control - - - - -

Control + + >1000 + >1000

ML: Medio Liquido “Caldo”; MS: Medio sólido “Placas”; UFC: Unidades  formadoras  de  

colonias; >1000: Incontables;   *: diferencias significativas a p<0,05.

DISCUSIÓN

La actividad antimicrobiana de Moringa, empleando 
extractos a base de distintos solventes (acetato de etilo, 
agua, etanol, hexano, metanol y acetona), con corteza⁴⁶-⁴⁸, 
hojas⁵¹,⁵³-⁶⁹, flores⁷⁰, frutos⁷¹ y semillas⁴⁹-⁵⁷ se ha evidenciado 
en su mayoría, a través de estudios in vitro con el método 
de difusión en agar, tanto en especies de microorganismos 
Gram negativos⁴⁶-⁴⁸,⁵⁰-⁶⁶,⁶⁸-⁷⁰ como Gram positivos⁴⁶,⁴⁷,⁵⁰,⁵²-⁶⁹. 
No obstante, los resultados obtenidos con dicho método 
contrastan con el de macrodilución, similar al de microdilución 
(empleado en este estudio; que se distingue en el uso de 
menores volúmenes, para una respuesta rápida) descrito 
en Aloe vera⁴⁰, Azadiractha indica⁴² y Mangifera indica⁴⁴, 
al igual que con el método de microdilución indicado en 
Azadiractha indica⁴³. De tal manera que, con todos los 
microorganismos evaluados en este trabajo, se observó 
una respuesta similar a la encontrada en zabila⁴⁰, mango⁴⁴ y 
neem⁴², donde se empleó esencialmente el mismo método 
de esta investigación, observándose que a medida que 
se incrementa la concentración del extracto, disminuye 
gradualmente el crecimiento microbial hasta tener una 
acción biocida a las 48 h, a concentraciones inferiores al 
40% de extracto etanólico foliar.

En este sentido, se muestra en la mayoría de los casos 
en este estudio, que el extracto de callo NE a partir de 
solventes alcohólicos (etanol y metanol), presentó  la 
más elevada efectividad debido a que presenta actividad 
bacteriostática y bactericida en la bacteria Gram positiva 
S. aureus y las Gram negativas E. coli y P. aureginosa; así 
como el efecto fungistático y fungicida en el complejo C. 
albicans, tal como se han evidenciado  en diversos trabajos 
publicados con extractos etanólicos⁴⁸,⁵⁰-⁵³,⁵⁸,⁶⁰-⁶²,⁶⁴-⁶⁹ y 
metanólicos⁴⁶,⁴⁷,⁵³-⁵⁶,⁶¹-⁶⁶,⁷¹ con distingos órganos de Moringa 
oleifera⁹-³¹. Esta respuesta es replicada en extractos 
etanólicos de vitroplantas en S. aureus⁷²,⁷³ y de callo en E. 
coli⁷⁰ y S. aureus⁷⁰. La mayor actividad biocida con este tipo 
de extractos puede deberse a que, a partir de solventes 
polares, se extraen con mayor rendimiento una diversidad 
de metabolitos secundarios antimicrobianos, como fenoles, 
alcaloides, saponinas y triterpenos, en particular con 
metanol⁵⁸, donde se destaca la epicatequina y quercetina⁷⁵ 
que inhiben el crecimiento de P. aeruginosa y S. aureus.⁷⁶ 

Con E. coli, se encontró efecto bactericida de 10 a 25% en 
los extractos ensayados, siendo en el extracto etanólico, 
la menor concentración hallada (10%); concentración 
superior a la señalada por otros investigadores utilizando 
el método de difusión en agar a las 24 h de cultivo, con 
extracto metanólico de semillas al 0,005%⁵⁴ y de hojas al 
0,05%⁶⁴, 0,1%⁶³ y 5%⁶⁶, con extracto acetónico de corteza al 
7,5%⁴⁷, extracto acetónico foliar de 0,5%⁶⁵, 5%⁷² y de hojas 
de vitroplantas al 7,5%⁷², con extracto etanólico de flores 
y de callo al 5%⁷⁰, de hojas al 2%⁶¹ y 5%⁶⁸; no obstante, 
es inferior al obtenido con extracto etanólico de semillas 
al 20%⁵⁰. Al contrastar los resultados encontrados, con el 
método de macrodilución en Aloe vera⁴⁰ y Mangifera indica⁴⁴, 
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evidenciamos que el extracto de Moringa oleifera ejerce una 
mayor actividad bactericida, dado a que la CMB del extracto 
de zabila y mango fue respectivamente de 40% y 30%. 

Con P. aeruginosa, se obtuvo un efecto bactericida al 
10% en todos los extractos evaluados, siendo mayor la 
concentración hallada, en comparación a la descrita por 
otros investigadores empleando el método de difusión en 
agar a las 24 h de cultivo, con extracto metanólico de hojas 
de 0,05%⁶⁴, 0,4%⁵⁵, 2%⁵³ y 5%⁷², así como de semillas de 
0,005%⁵⁶, 0,4%⁵⁵ y 2%⁵³, extracto acetónico de corteza al 
7,5%⁴⁷, de hoja al 7,5%⁷² y de hojas de vitroplantas al 5%⁷², 
como en extractos etanólicos foliares al 7,5% de plantas de 
campo y cultivadas in vitro.⁷²

Al comparar los resultados hallados con estudios de 
mango⁴⁴, neem⁴² y zabila⁴⁰ con esta bacteria, utilizando el 
método de macrodilución, se encuentra una menor CMB 
en moringa, dado a que en las plantas antes mencionadas 
fue de 45% para Aloe vera y 50% para Azadirachta indica y 
Mangifera indica.

Para S. aureus, se consiguió el menor efecto biocida de las 
bacterias evaluadas, con 30% con extracto acetónico y 25% 
con los extractos etanólicos y metanólico; siendo mayor la 
concentración encontrada en comparación a la señalada en 
trabajos con el método de difusión en agar a las 24 h de 
cultivo, con extracto metanólico de semillas de 0,005%⁵⁴,⁵⁶, 
0,4%⁵⁵ y 2%⁵³, de hojas de 0,05%⁶⁴, 0,4%⁵⁵, 2%⁵³, 5%⁶⁶,⁷² y 
20%⁶⁹, así como en hojas in vitro al 2,5%⁷² y de corteza al 
20%⁴⁶, extracto acetónico de corteza de 7,5%⁴⁷ y foliar ex 
vitro de 0,5%⁶⁵, 5%⁷², y 20%⁶⁹ e in vitro al 2,5%⁷² y extractos 
etanólicos de corteza al 0,003%⁴⁸, de flores y callo al 5%⁷⁰, de 
hojas de 2%⁶¹, 5%⁶⁸,⁷² y 11,11%⁶⁷, así como de vitroplantas al 
2,5%⁷²; sin embargo, fue inferior a la señalada en extractos 
etanólicos foliares de plantas de campo y cultivadas in vitro 
con un 40%.⁷³ 

Por otra parte, comparando los resultados encontrados en 
este estudio, con los hallados con el método de macrodilución, 
el efecto bactericida fue logrado a mayor CMB en Aloe 
vera⁴⁰ y Azadirachta indica⁴², 60% y 35% respectivamente, a 
diferencia de Mangifera indica⁴⁴, que el CMB fue 20%, menor 
al señalado en este trabajo y reafirmando lo resistente de 
esta bacteria a agentes antimicrobiales.    

Por último, para el complejo C. albicans, se encontró efecto 
fungicida de 10% a 30% en los extractos ensayados, siendo 
hallada la mejor respuesta antifúngica con el extracto 
etanólico al 10%, concentración superior a la indicada por 
otros investigadores empleando el método de difusión 
en agar a las 24 h de cultivo, con extracto metanólico de 
semillas y hojas al 2%⁵³ y extracto etanólico de flores y callo 
al 5%⁷⁰; pero inferior a la hallada con extracto acetónico, 
etanólico y metanólico de callo al 40%⁷⁴. No obstante, al 
comparar los resultados obtenidos con el mismo método 
empleado en este trabajo, se observó una respuesta biocida 
superior, ya que en mango⁴⁴, neem⁴² y zabila⁴⁰, la CMB fue 
de 20%, 35% y 45% respectivamente. 

CONCLUSIONES

Los extractos alcohólicos de callo no embriogénico (NE) 
de esta planta arbórea, tan popular en Venezuela, fueron 
significativamente más eficaces en su acción biocida en 
las cuatro cepas de microorganismos evaluadas, mediante 
la eficaz y rápida técnica de microdilución; en particular 
con el extracto etanólico al 10% en Candida albicans, 
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, seguido del 
extracto metanólico y etanólico al 25% para Staphylococcus 
aureus. Se demuestra que, a partir de extractos de NE (que 
son masas celulares no diferenciadas de origen vegetal 
obtenidas in vitro), puede lograrse actividad antimicrobiana 
en bacterias y hongos de interés clínico, evitando la influencia 
agroecológica de los materiales vegetales tradicionalmente 
empleados. 

Por lo cual, recomendamos el uso de la técnica de 
microdilución en extractos de callo NE con otros 
microorganismos, así como la cuantificación de los 
metabolitos secundarios responsables de dicha inhibición 
microbial, para reforzar su uso medicinal terapéutico, en un 
futuro no lejano, a través de formulaciones antimicrobianas 
eficaces y económicas para el tratamiento de las afecciones 
causadas por las bacterias y levadura evaluadas en este 
estudio, así como para otras cepas microbiales. 
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