UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA.

Elaboracion de un jarabe del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de moringa oleifera (moringa) para evaluar su actividad
antibacteriana frente a cepas clinicas de escherichia coli

Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico y

Bioquimico
Bachiller:

Bach: LA ROSA RIVERA FRANCESCA

Bach: ZARATE CCANTO MILAGROS ISABEL
ASESOR:

Mg.Q.F. OSCAR FLORES LOPEZ
LIMA — PERU

2019



Jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa)
para evaluar su actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia

coli.



DEDICATORIA

A Dios nuestro sefior, por darnos salud. Por brindarnos
el valor necesario para seguir adelante 'y
bendiciéndonos dia a dia en todo este proceso de
formacion profesional, por ayudarnos a vencer los retos

gue se presentan en el camino.

A nuestra familia por apoyarnos y creer en nosotras,
por el amor incondicional y comprension, por las
ensefianzas y consejos brindados a lo largo de esta

etapa, por la motivacion constante.

Francesca y Milagros



AGRADECIMIENTO
A Dios nuestro supremo, ya que sin él nada seria posible.
A nuestra alma mater, la Universidad Inca Garcilaso de la Vega,
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica por su gran formacién
académica y profesional.
A todos los asesores que contribuyeron en nuestra investigacion por su
tiempo y dedicacion, asesoramiento, consejos, orientacion y apoyo con

el cual fue posible el desarrollo de ésta tesis.

A nuestros docentes por transmitirnos sus discernimiento, ensefianzas y

destrezas a lo largo de nuestra formacién profesional.

Francesca y Milagros



RESUMEN

El objetivo, determinar la actividad antibacteriana del jarabe del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) frente a cepas clinicas
de Escherichia coli. Método. Se preparo el extracto hidroalcoholico de las hojas de
Moringa oleifera (Moringa), se realizd tamizaje fitoquimico para comprobar la
presencia de metabolitos secundarios, a partir del extracto hidroalcohdlico se
prepar0 el jarabe en tres concentraciones (20%, 40% y 60%). Para el ensayo
microbiol6gico se emple6 el método de difusidbn en disco, se utilizdé el jarabe
preparado para evaluar el efecto inhibitorio mediante medida de halos de
inhibicion generada por el jarabe del extracto hidroalcohdlico en sus tres
concentraciones frente a cepas clinicas de Escherichia coli, el control positivo fue
la Azitromicina. Resultados. El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera (Moringa) presenta efecto antibacteriano a concentracion de 60%
con una media de 13.581mm en la medida de los halos de inhibicion frente a
cepas clinicas de Escherichia coli con aproximacién cercana al control positivo del
farmaco Azitromicina. Se observd la presencia de metabolitos bioactivos
flavonoides, alcaloides y compuestos fendlicos quienes tienen relacién con el
efecto antibacteriano frente a E. coli. Conclusion. Se comprobd6 que el del jarabe
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) tiene
efecto antibacteriano frente a cepas clinicas de Escherichia coli.

Palabras clave: Moringa oleifera, actividad antibacteriana, Escherichia coli,

extracto hidroalcohdlico.



ABSTRACT

The objective, to determine the antibacterial activity of the syrup of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Moringa oleifera (Moringa) against clinical
strains of Escherichia coli. Method. The hydroalcoholic extract of the Moringa
oleifera (Moringa) leaves was prepared, phytochemical screening was performed
to verify the presence of secondary metabolites, from the hydroalcoholic extract
the syrup was prepared in three concentrations (20%, 40% and 60%). For the
microbiological test, the disk diffusion method was used, the syrup prepared to
evaluate the inhibitory effect was used by measuring the inhibition halos generated
by the hydroalcoholic extract syrup in its three concentrations against clinical
strains of Escherichia coli, the control positive was Azithromycin. Results. The
syrup of the hydroalcoholic extract of the leaves of Moringa oleifera (Moringa) has
an antibacterial effect at a concentration of 60% with an average of 13,581mm in
the measurement of the inhibition halos against clinical strains of Escherichia coli
with close approximation to the positive control of the Azithromycin drug. The
presence of bioactive flavonoid metabolites, alkaloids and phenolic compounds
was observed, which are related to the antibacterial effect against E. coli.
Conclusion. It was found that the syrup of the hydroalcoholic extract of the leaves
of Moringa oleifera (Moringa) has an antibacterial effect against clinical strains of
Escherichia coli.

Keywords: Moringa oleifera, antibacterial exercise, Escherichia coli,

hydroalcoholic extract.
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INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos compuestos quimicos para tratar enfermedades de origen
infecciosos es un reto permanente, en este sentido los componentes quimicos
identificados, cuantificados y aislados de vegetales juegan un papel muy
importante para combatir diversos agentes infecciosos como hongos, virus,
parasitos y bacterias, el interés por el desarrollo de la fito medicina es cada vez
mayor en todo el planeta por encontrar sustancias efectivas y seguras @

Las bacterias son microorganismos que causan diversas enfermedades
infecciosas en diversos sistemas organicos, el sistema respiratorio, digestivo y
urinario entre las mas frecuentes, las bacterias aerobias gram negativas son uno
de los principales agentes causantes de infecciones urinarias recurrentes, se
encuentran en la microbiota intestinal e incluye familias del género Serratia,
Klebsiella, Enterobacter, Shigella y Escherichia, la bacteria Escherichia coli causa

aproximadamente el 85% de los casos de infecciones del tracto urinario .

La bacteria E. coli se ubica entre uno de los principales agentes que causa diarrea
a nifos y adultos, se ha informado de seis variedad de E. coli con factores
patogénicos y virulentos; enteroinvasora, enteropatdgena, shigatoxigénica,
enterotoxigénica, adherente invasora y adherente difusa, la variedad
enteroinvasora se asocia con mayor frecuencia en cuadros diarreicos en nifios
lactantes y causa con frecuencia fiebre, vémitos acompafado de moco y sangre,
la variedad enterotoxigénica tiene mayor prevalencia en nifios menores de dos

afios ©®.

La planta Moringa oleifera conocida por la poblacibn como moringa, es muy
resistente a la sequia, en la actualidad es cultivada en zonas tropicales y sub
tropicales en diferentes partes del mundo como Cuba, Nigeria, Jamaica, Egipto,
Tailandia, Pakistan, Singapur, Filipinas, India y también en el Perl, en los
diversos organos de la planta se han identificado micro y macronutrientes,
aminoécidos, vitaminas, antioxidantes con alto valor medicinal, antidiabético,
antiinflamatorio, antioxidante, antibacteriano, entre otros importantes para la salud

humana @,
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1.1.

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcién de la realidad problemaética.

Las cepas de bacterias multiresistentes estdn en aumento en pacientes
hospitalizados como en la comunidad, incluye a cepas Klebsiella
pnuemoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia
coli (E. coli), posiblemente por manejo empirico en la atencion médica de
las infecciones bacterianas, los antimicrobianos empleados han conducido
a importante desarrollo de resistencia bacteriana, el mecanismo principal
es por produccion de betalactamasas por las bacteria ®) La bacteria E. coli
es un importante componente de la microflora en los intestinos de
mamiferos que incluye a los humanos, sin embargo diversas cepas pueden
causar infecciones fuera y dentro de los intestinos, las cepas de E. coli
productoras de shigatoxinas (STEC) es transmitida por alimentos y suelen
causar graves dafos para la salud de las personas e incluso pueden ser
letales, la cepa E. coli enterohemorragica es causante de graves brotes
infecciosas para las personas, el sindrome urémico hemolitico es la
principal complicacién provocada por esta bacteria ©.

Uno de los severos problemas de salud publica son las infecciones a nivel
del tracto gastrointestinal el cual conduce a nutricibn inadecuada,
morbilidad y mortalidad en nifios, jévenes y adultos con mayor prevalencia
en paises de bajos y medianos recursos econdmicos de Latinoamérica,
Asia y Africa, la bacteria E. coli es el principal agente etiol6gico productor
de cuadros de diarrea en adultos y nifios en todo el mundo .

Las plantas medicinales son un importante recurso para afrontar diversas
enfermedades que afectan a las personas como las causadas por
infecciones bacterianas, la Moringa oleifera (moringa) constituye un recurso
vegetal importante por sus propiedades medicinales debido a la presencia
de componentes activos como compuestos fenolicos, flavonoides,

alcaloides, taninos y terpenos @,
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1.2. Identificacion y formulacion del problema

1.2.1.

1.2.2.

Problema general

¢El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera (Moringa) tendra actividad antibacteriana frente a cepas

clinicas de Escherichia coli?

Problemas especificos

¢, Qué clase de metabolito secundarios del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) seran los posibles
responsables de la actividad antibacteriana frente a cepas clinicas
de Escherichia coli?

¢, Cual serd la concentracion del jarabe del extracto hidroalcohodlico
de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) que presentara mejor
actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli?
¢, Cual seré la susceptibilidad antibacteriana de las cepas clinicas de
Escherichia coli frente al jarabe del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Moringa oleifera (Moringa) respecto a la azitromicina?

1.3. Objetivos de lainvestigacion.

1.3.1.
1.

1.3.2.

Objetivo general
Determinar la actividad antibacteriana del jarabe del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) frente a

cepas clinicas de Escherichia coli

Objetivos especificos

Determinar los metabolito secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) como los
posibles responsables de la actividad antibacteriana frente a cepas
clinicas de Escherichia coli

Determinar la concentracion del jarabe del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) que presenta mejor

actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli?

16



1.4.

1.5.

3. Determinar la susceptibilidad antibacteriana de las cepas clinicas de
Escherichia coli frente al jarabe del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Moringa oleifera (Moringa) respecto a la azitromicina

Justificacién y viabilidad de la investigacion.

Los compuestos quimicos terapéuticos derivados de plantas medicinales
constituyen un importante grupo de metabolitos secundarios que han
mostrado diversas propiedades medicinales, antiinflamatorios, analgésicos,
anticancerigenos, antibacterianos entre otros efectos y sirven de materia
prima para elaborar formas farmacéuticas, la Organizacion Mundial de la
Salud ha reportado que al menos el 80% de la poblacién en el mundo usa
plantas medicinales para tratar enfermedades © Uno de los ensayos
preliminares para observar el efecto antibacteriano de una sustancia de
prueba son los ensayos preclinicos in vitro del cual se obtiene informacion
valiosa para continuar con ensayos in vivo y ensayos clinicos ™. El trabajo
de investigacién preclinico in vitro es importante porque trata de demostrar
con enfoque cientifico las propiedades medicinales de las hojas de Moringa
oleifera frente a la bacteria E. coli. Se pretende contribuir con evidencias
cientificas en mejorar los conocimientos referidos al uso de la moringa por
la poblacion, a la vez contribuye con el aumento en su cultivo y
comercializacion porque al demostrar efectos beneficiosos sobre la salud

estimula la demanda de compra
Delimitaciones de la investigacion.

1.5.1 Delimitaciones Geograficas

Esta investigacion se desarrollé en Lima — Perq, los ensayos de la parte
experimental se realizaron en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega

con el apoyo de docentes expertos en el area.
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1.5.2 Delimitaciones Temporales

El estudio se desarrollé en un tiempo estimado de 6 meses, el periodo de

trabajo fue de mayo a noviembre del 2019.

1.6. Limitaciones de lainvestigacion

1.6.1 Limitacion Interna.

El presente estudio limita sus resultados en la medida que los datos
adquiridos son validos sélo para la muestra en estudio no pudiendo
extenderse a otras muestras similares sin el control de las variables del

presente trabajo de investigacion.

1.6.2 Limitacion externa.

Disponibilidad presupuestaria y la obtencién de recursos econémicos para
la ejecucion de la parte experimental y otros recursos materiales,
disponibilidad de tiempo para buscar datos y busqueda de informacion a

costo de los investigadores.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion.

2.1.1 Antecedentes Nacionales

Salcedo M. (2017) “Efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de Moringa
(Moringa oleifera) en concentraciones de 25 %, 50%, 75% y 100% sobre
Streptococcus mutans. Estudio in vitro” El objetivo en este estudio evaluar el
efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de las hojas, sobre cepas de
Streptococcus mutans. El extracto de moringa se obtuvo mediante método
de percolacion; se utiliz6 como solvente una solucién alcohélica de agua y
etanol, posteriormente se realizaron las diluciones requeridas es decir al
25%, 50% 75% y 100%. Se empleé el método KirbyBauer (método de
difusidn en agar) para la evaluacion antimicrobiana, en el estudio utilizamos
una cepa estandarizada de Streptococcus mutans ATCC 25175. La cepa fue
sembrada en 15 cajas Petri en medio de cultivo Agar Mueller Hinton
suplementado con sangre de cordero al 5%; como control positivo se empled
clorhexidina al 0.12% y suero fisiolégico como control negativo; éstas fueron
incubadas a 35+2°C, al 5% de CO2. Se midieron los halos producidos
alrededor de los discos con cada una de las concentraciones sobre
Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas, como resultado se obtuvo que las
concentraciones al 75 y 100% mostraron efecto inhibitorio in vitro frente a
Streptococcus mutans. Sin embargo, la clorhexidina al 0.12% mostré mayor
efecto inhibitorio in vitro que las concentraciones de extracto hidroalcohélico
de hojas de Moringa oleifera en los grupos de estudio evaluados.

Arévalo O. (2017). “Efecto antibacteriano y citotéxico de dos extractos
metanolicos a base de Moringa oleifera (moringa) y Azadirachta indica
(neem) sobre cepas de Enterococcus faecalis” Objetivo: Evaluar in vitro el
efecto antibacteriano y citotdxico de dos extractos metandlicos de
Azadirachta indica y Moringa oleifera sobre cepas de Enterococcus faecalis

(ATCC 29212). Métodos: Los extractos metandlicos de Azadirachta indica y
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Moringa oleifera fueron preparados in vitro. El efecto antibacteriano de los
extractos frente a cepas de Enterococcus faecalis fueron evaluados por
medio de la técnica de difusion en agar (perforacion en gel). La
concentracibn minima inhibitoria (CMI) se determiné por el método de
microdilucion y la citotoxicidad usando la linea celular MDCK. Resultados: El
extracto metanolico que obtuvo mayor efecto antibacteriano en 24 y 48 horas
frente al Enterococcus faecalis fue la Moringa oleifera, obteniendo un halo
de 355 = 1.05 y 44.83 + 0.98, respectivamente. La CMI para ambos
extractos fue de 75 pg/ml. El efecto bactericida para el extracto de
Azadirachta indica fue a concentracién de 25 pg/ml y para el extracto de
Moringa oleifera fue de 75 pg/ml. Conclusiones: Se demostré que los
extractos metandlicos de Azadirachta indica y Moringa oleifera tienen efecto
antibacteriano contra cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas.
Ninguno de los dos extractos resulto ser toxico sobre lineas celulares a bajas

concentraciones.

2.1.2 Antecedentes Internacionales

Mahamadou N. (2014) “Propiedades fungicida, bactericida y aglutinante de
las semillas de Moringa oleifera Lam”. El objetivo es estudiar las
propiedades fungicidas de semillas de Moringa oleifera frente Rhizoctonia
solani y Stemphylium solani, bactericida contra Escherichia coli y
aglutinantes contra coliformes totales. La accién fungicida de semillas de M.
oleifera fue comprobada en el test de inhibicion del crecimiento de hifas y/o
micelios por la técnica de difusibn en agar. La propiedad bactericida fue
comprobada mediante el ensayo de susceptibilidad que se realiz6 por el
método de difusidbn por disco. Se realizd6 un aislamiento de los
microorganismos mas representativos presentes en la muestra de agua
residual. La capacidad floculante y aglutinante de semillas maceradas y
extracto acuoso, respectivamente, se comprobo frente a coliformes totales.
El extracto acuoso de semillas de M. oleifera no tuvo inhibicion de
crecimiento del hongo R. solani pero tuvo inhibi6 frente a S. solani. La
prueba de susceptibilidad demostr6 que la cepa de E. coli es mas

susceptible con de las diluciones pura y 1/2. Se aislaron y caracterizaron
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cuatro tipos diferentes bacterias en el agua residual y se comprob6 que las
semillas maceradas de M. oleifera poseen propiedades floculantes producto
de su capacidad de adsorcién y neutralizacion de microorganismos. El
extracto acuoso de M. oleifera demostré una fuerte aglutinaciéon frente a dos

de las cepas y una aglutinacion normal frente a las otras dos cepas.

Cabrera L (2014) “Evaluacion del contenido de alcaloides, flavonoides,
taninos y aceites esenciales en tres estados de maduracion y recoleccion de
la Moringa (Moringa oleifera)”. La presente investigacion tuvo como objetivo
principal cuantificar los principales metabolitos secundarios que son los
responsables de su accion farmacolégica, y establecer la altura y el estado
de madurez a la cual se desarrollan en mayor concentracion dichos
metabolitos. Las muestras de la planta fueron colectadas en la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias donde se encuentra el cultivo de la
planta y el desarrollo de la investigacion tuvo lugar en la Planta Piloto de
Farmacia de la Unidad Académica de Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Técnica de Machala. Para estandarizar la droga cruda se
siguieron las normas establecidas por la OMS. Para determinar la
concentracion de los principales metabolitos secundarios en Moringa se
usaron métodos espectrofotométricos. Para cuantificar flavonoides se uso el
método de usando atropina como patrén. Para determinar alcaloides se uso
el método de como patron atropina. Las concentraciones de fenoles totales y
taninos se determinaron por el método de Velasquez (2004), usando como
patron el acido galico. Los resultados obtenidos de fenoles y taninos estan
comprendidos entre 19,27-7,36 mg/g y 4,43-0,71 mg/g, respectivamente;
para flavonoides se obtuvieron valores comprendidos entre 34,85 — 11,83
mg/g y para alcaloides, valores comprendidos entre 0,77-0,58mg/g. Las
variaciones de las concentraciones dependieron significativamente (p<0.001)
de las alturas y estados de maduracion de la planta, las mayores
concentraciones a la edad de quince meses y a la altura de 2,5 a 5,5 metros

de la planta.
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Azuero A. (2016) “Analisis del efecto antimicrobiano de doce plantas
medicinales de uso ancestral en Ecuador”. Se utilizaron los ejemplares de
las especies vegetales Lippia citriodora K (cedrén), Ambrosia artemisifolia L
(altamisa), Taraxacum officinale Weber (diente de ledn), Ageratum
conyzoides L (mastrante), Piper carpunya Ruiz & Pav (guaviduca), Borago
officinalis L (borraja), Coriandrum sativum L (cilantro), Melissa officinalis L
(toronjil), Cymbopogon citratus S (hierba luisa), Artemisia absinthium L
(ajenjo), Momordica charantia L (achochilla) y Moringa oleifera Lam
(moringa) se recolectaron al azar en las localidades de Machala y Santa
Rosa, Ecuador. Las hojas fueron lavadas, secadas, molidas y extraidas por
maceracion con metanol; los filtrados concentrados por evaporacion a
presion reducida. Para determinar la actividad antimicrobiana de los
extractos metandlicos obtenidos, se utilizé la técnica de difusion en agar,
mediante la cual éstos se probaron frente a cepas de bacterias Gram
positiva (Staphyloccocus aureus) y Gram negativa (Escherichia coli y P.
aeruginosa), y una cepa del hongo (Candida albicans). Todos los extractos
analizados, a excepcion de los de L. citriodora y A. conyzoides, exhibieron
una accion bactericida contra todas las cepas bacterianas ensayadas, lo cual
refleja la importancia de estas especies en la produccion de fitofarmacos
antibioticos. T. officinale y P. carpunya presentaron un efecto antibacteriano
alto contra E. coli; sin embargo, S. aureus no presento sensibilidad frente los
extractos de L. citriodora y P. carpunya. El bioensayo de actividad anti
fungica realizado a los extractos de las especies estudiadas contra C.
albicans, mostré que todos tienen accion fungicida alta, a excepcion de T.
officinale con un menor efecto inhibitorio del crecimiento fingico. Se puede
inferir que estas plantas constituyen una fuente promisoria de compuestos

guimicos antimicrobianos de gran valor farmacoldgico.

Pérez M. Cabrera L. (2015), en su investigacion el objetivo fue evaluar el
efecto antibacteriano de extractos acuosos de la Guairefia contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Para demostrar el efecto
inhibitorio se utilizé la técnica de difusion en agar nutriente, incubados a
37°C por 24 horas. Los resultados muestran halos de inhibicion de 3 mm

para extractos de hojas y 5 mm para extractos de semillas para las cepas de
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S. aureus y halos de 1 y 2 mm de inhibicion para extracto de semilla, por
parte de cepas de E. coli. Concluyendo que los extractos de Moringa oleifera

muestran actividad antibacteriana contra dichas especies patdégenas.

2.2. Bases teoricas

2.2.1 Moringa oleifera

Moringa oleifera es la especie mas notable del género Moringa. Es un arbol
originario del sur del Himalaya, el nordeste de la India, Bangladesh,
Afganistan y Pakistan. Se encuentra disperso en una gran parte del mundo;
conocido también con los siguientes nombres comunes: acacia, jazmin
francés, entre otros. Es una planta que resalta por sus multiples usos y
adaptacion a diferentes condiciones climaticas, constituyendo una opcion
para la alimentacién, sobre todo en los paises tropicales. La arbustiva
Moringa oleifera tiene una gran plasticidad ecologica, ya que es capaz de
adaptarse a las mas diversas condiciones de suelo y clima. Su valor
nutricional y los elevados rendimientos de biomasa, la hacen un recurso
filogenético de importancia en los sistemas de produccion. Ademas, es una
planta que se puede emplear como cerca viva, cortina rompevientos, abono
verde y para la produccion de etanol y goma, entre otros; de ahi que sea una

especie interesante para el tropico (Pérez et al., 2010). (20).

A. Antecedentes de la Moringa Oleifera

Desde la antigiiedad el uso de la moringa es muy notable, las primeras
escrituras sobre el uso de esta planta se remontan a 150 afios antes de
Cristo, los reyes y reinas de la antigiiedad la utilizaban en su dieta para el
estado de alerta mental y la piel sana. Las hojas, vainas, semillas, gomas,
cortezas y flores de Moringa se emplean en mas de 80 paises incluyendo
Pakistdn para diferentes fines (Mahmood et al., 2011). Los antiguos
escritores Sanscritos la conocian como una planta medicinal. Escritos
Hindles antiguos que datan de afios anteriores a 150 AC se refieren a la

planta Moringa y a sus usos. Los primeros romanos, griegos y egipcios
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apreciaban la Moringa por sus propiedades y también la utilizaban para
proteger la piel, purificar el agua para beber. La misma Biblia en el libro del
Exodos 15:22-27 se refiere a la planta como purificadora del agua del Mar
Rojo. En el siglo 19, plantaciones de Moringa en el Caribe exportaron el
aceite de la planta hacia Europa para perfumes y lubricantes para
maquinaria. La Moringa ha estado dando pasos agigantados en varias
sociedades por miles de afios. Sus remedios han pasado de generacién en
generacion en medicina casera. La Moringa es ciertamente uno de los
descubrimientos mas recientes de la ciencia moderna. Moringa oleifera en
América Latina y Centroamérica se incluyé y naturaliz6 en 1920 como un
arbol ornamental y fue utilizado como cerca viva y cortinas rompe vientos.
(21).

B. Taxonomia de Moringa Oleifera

Cuadro N° 1 Taxonomia de Moringa oleifera

Reino: Plantea

Sub-reino:  Tracheobionta

Suaper division:  Spermatophyta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dilleniidae

Orden: Capparales

Familia: Moringaceae
Género: Moringa
Especie: Oleifera
Origen: Naturalizada
Nombre comun: Moringa

Fuente: Alfaro, 2008
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Figura N° 1 Imagen de la especie Moringa oleifera

Imagen de Moringa oleifera en Coronel Portillo (Pucallpa)

Fuente: Los Investigadores 2019

C. Ubicacion geogréfica cultivo de Moringa oleifera

En la provincia de Coronel Portillo existe sembrios de Moringa donde se
sitla en parte Centro Oriental del Territorio Peruano sus suelos son sinuosos
y ondulados en algunas zonas, notoriedad al sur y al este, comprende parte
de cuencas del rio Ucayali y del rio Aguaytia. En una de las cuatro

localidades que conforman el Departamento de Ucayali.

D. Caracteristicas botanicas de Moringa oleifera

La especie Moringa oleifera es un arbusto grande o éarbol pequefio y
frondoso que rara vez sobrepasa los 10 metros de altura, de corteza
blanquecina, el tronco generalmente espeso e irregular en tamafio y forma y

la corona pequeia y densa.

Las hojas son compuestas, de unos 20 cm de largo, con hojuelas delgadas

oblongas u ovaladas de 1-2 cm de largo y de color verde claro. Las flores
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son de color crema fragante de 1-1,5 cm de largo, el fruto esta compuesto
por 3 ligulas triangular y lineal dando la apariencia de vaina de 20-45 cm de
largo y de 1-2 cm de espesor. Las semillas son carnosas cubiertas por una
cascara café. La raiz principal mide varios metros y es carnosa en forma de

rabano.

A pesar de que la Moringa es facil de reconocer, existe confusion acerca de
cual es su nombre cientifico correcto. A la planta que conocemos como
Moringa oleifera se le han denominado nombres como Guilandina moringa,
gue se remonta a Linio en el afio 1753, y también Hyperanthera moringa (L.)
aun es frecuente que algunos autores empleen el nombre Moringa
pterygosperma Gaertn. (p.ej. Morton, 1991), que es un nombre ilegitimo de
acuerdo con las reglas de nomenclatura botanica. Estas reglas también
mencionan que G. moringa y H. moringa carecen de validez, mientras

Moringa oleifera tiene prioridad y constituye el nombre valido.

E. Condiciones para el Cultivo de Moringa oleifera

Esta especie vegetal permite un amplio rango de condiciones climéticas y de
suelo, propia de tierras bajas y célidas con precipitaciones anuales de 250-
3000 mm de lluvia, a pesar de que se puede hallar también en tierras
soleadas de hasta 500 msnm. Se acomodan a suelos humedos, secos y
aridos e incluso en suelos pesados de hasta 1200 msnm, pero con un
desarrollo inferior a la de zonas mas bajas. El terreno donde se debe plantar

tiene que contener una humedad apropiada.

F. Componentes Fisicos quimicos de Moringa oleifera

Las hojas posees propiedades nutritivas destacadas, que se encuentra entre
las mas notables de todos los vegetales perennes. El contenido de proteina
es del 27% ademas tienen cantidades significativas de calcio, hierro y
fésforo, asi como vitamina A y C. Este valor nutricional es particularmente
importante en areas donde la seguridad alimentaria se puede ver

amenazada por periodos de sequia, pues las hojas de moringa pueden
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cosecharse durante las épocas secas, cuando no hay otros vegetales
frescos disponibles (Folkard y Sutherland, 1996). Se han realizados analisis
in vitro e in vivo descubriendo que los niveles de factores anti nutricionales,
como taninos y saponinas son minimos, practicamente despreciables y no
se han encontrado inhibidores de tripsina ni de lectina. En materia seca

contiene un 10% de azucares (Foidl, 2003).
Moringa como alimento humano. La Moringa oleifera posee propiedades
nutricionales sobresalientes y estd considerada como uno de los mejores

vegetales perennes.

Tabla N° 1 Composicion quimica de la especie Moringa oleifera.

N° Componentes de Moringa Valor Nutricional
1 Vitamina A 1130 mg

2 Vitamina C 220 mg

3 Calcio 440 mg

4 Potasio 259 mg

5 Proteinas 6700 ui

6 Magnesio 80 mg

Fuente: Los Investigadores de Moringa oleifera

G. Usos medicinales de Moringa Oleifera

Actualmente contintan los estudios sobre las propiedades farmacolégicas de
la Moringa oleifera, sin embargo, numerosos estudios con las plantas
autoctonas de la region evidenaciaron que posee propiedades
antimicrobianas frente a una amplia gama de patégenos como
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus por extractos acuosos
de las hojas fue demostrada por cientificos guatemaltecos (Caceres et al,
1991).Por otra parte, demostraron la actividad antifingica de aceites
esenciales de las hojas y de extractos alcohdlicos de las semillas y las hojas
contra dermatofitos como Trichophyton rubrum y Trichophyton
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mentagrophytes. Asi mismo, se consiguié identificar 44 componentes de los
aceites esenciales de las hojas que pueden ser utilizados en el desarrollo
futuro de farmacos para el tratamiento de enfermedades cutaneas tipicas de
las é&reas tropicales. Estudios bacterioldgicos demostraron la actividad
antimicrobiana de los extractos de semillas de moringa, los cuales floculan
bacterias Gram positivas y Gram negativas del mismo modo que lo hacen
con los coloides del agua. Su accion bacteriostatica consiste en la disrupcion
de la membrana celular por inhibicion de enzimas esenciales. El principal
ingrediente responsable de dicha actividad es el 4-(4-O-acetil-a-L-
ramnopiranosiloxi)-isotiocionato de bencilo, el cual tiene accidon bactericida
sobre varias especies patégenas, incluyendo aislados de Staphylococcus,
Streptococcus y Legionella resistentes a antibidticos. La potencia de los
isotiocianatos como antibidticos también qued6 demostrada en un estudio
con Helicobacter pylori, que es el causante de Ulceras gastricas y
duodenales. En una investigacion muy reciente realizada en Kenya se
demostré la actividad antimicrobiana de extractos de semillas de Moringa
oleifera sobre las bacterias Salmonella typhi, Vibrio cholerae y Escherichia
coli, causantes de la fiebre tifoidea, el collera y la gastroenteritis,
respectivamente. Los autores de la presente resefia consideran que ese
resultado puede tener un gran impacto, ya que se trata de agentes
antimicrobianos naturales que constituyen un método barato y sostenible
para el control de enfermedades y para mejorar la calidad de vida en
comunidades pobres. Debe tenerse en cuenta que, en muchas regiones
rurales de los paises subdesarrollados, debido al alto costo del cloro y otros
desinfectantes, no se les practica ningun tratamiento a las aguas, lo que

genera enfermedades provocadas por los microorganismos contaminantes.

H. Composicién Fitoguimica de Moringa Oleifera

Los estudios fitoquimicos han demostrado que la Moringa oleifera presenta
glucosinolatos, isotiocianatos, flavonoides, antocianinas, proantocianidinas y
cinamatos. Varios de los compuestos identificados pueden considerarse
nutracéuticos, ya que son utiles tanto en la nutricion como en la salud

humana. Por ejemplo, el 4-(4'-O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocianato
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de bencilo, el4-(a-Lramnopiranosiloxi)-isotiocianato de bencilo, el
isotiocianato de bencilo y el 4-(a-Lramnopiranosiloxi)-glucosinolato de
bencilo presentan actividad anticancerigena, hipotensora y antibacteriana. El
alto contenido de vitaminas, minerales y otros fitoquimicos como vainillina,
acidos grasos omega, carotenoides, ascorbatos, tocoferoles, B-sitosterol,
acido octacosanoico, moringina, moringinina y fitoestrégenos también es un

factor importante en los efectos terapéuticos de Moringa oleifera.

Figura N° 2 Estructura de los Flavonoides de Moringa oleifera
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Fuente: Martin et al., 2013

Las hojas también contienen quercetina-3-O-glucdésido y quercetina-3-O-(6-
malonilglucdsido), y cantidades inferiores de kaempferol-3-O-glucdsido y
kaempferol-3-O-(6-malonil-glucésido), acido 5-cafeoilquinico. Estudios
fitoquimicos de Moringa oleifera revelaron la presencia de importantes poli
fenoles, tales como glucosidos de quercetina, rutina, glucésidos kaempferol

y acidos clorogénicos en Moringa oleifera polvo por analisis de HPLC.

Faizi et al. (1995), aislaron seis nuevos glucésidos y tres sintéticamente,
conocidos a partir de las hojas de Moringa oleifera, empleando un método
de aislamiento bioensayo dirigido en el extracto etanolito. La mayoria de
estos compuestos, que llevan grupos tiocarbamato, carbamato o nitrilo, son
totalmente glucésidos acetilados, que son muy raros en la naturaleza. La
elucidacion de las estructuras se realizd utilizando métodos quimicos y
espectroscopicos, incluyendo técnicas de RMN 2D. Aislados glucésidos de
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nitrilo (niaziridin y niazirin) a partir de las hojas, vainas y la corteza de
Moringa oleifera por HPLC en fase inversa reportaron cuarenta cuatro
compuestos del aceite esencial aislado de las hojas de Moringa oleifera por
GC-MS andlisis.

2.2.2 Extractos
Los extractos son férmulas de consistencia liquida (extractos fluidos vy
tinturas) o semisélida (extractos blandos o densos), o sdlida (extractos
secos), producidos a partir de drogas vegetales o tejidos animales en estado

generalmente Seco.

Existen diversos tipos de extractos. Los extractos ajustados se encuentran
dentro de una tolerancia aceptable sobre el contenido de constituyentes con
conocida actividad terapéutica. Los extractos estandarizados se logran por

ajuste del extracto con sustancias inertes o mezclando lotes de extractos.

Los extractos cuantificados son ajustados a un definido rango de
constituyentes. Los ajustes se hacen mezclando lotes del extracto o
afadiendo material especifico. Otros extractos son esencialmente definidos
por su proceso de produccién (estado de la droga vegetal o tejido animal a
ser extraido, por el solvente, por las condiciones de extraccidn) y sus

especificaciones.

A. Preparacion de Extractos

Los extractos son preparados por métodos apropiados usando etanol u otro
solvente adecuado. Pueden ser mezclados diferentes lotes de droga vegetal
o tejido animal previo a la extraccion. La droga vegetal o tejido animal a ser
extraido debe someterse a un tratamiento preliminar, por ejemplo,
inactivacion de enzimas, molienda o trituracion. Ademas, las materias

indeseables deben ser eliminadas antes de la extraccion.
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Las drogas vegetales, tejido animal y solvente organico usado para la
preparacion de extractos cumplen con cualquiera de las farmacopeas. Para
los extractos densos y secos donde el solvente organico es eliminado por
evaporacion, puede usarse solvente recuperado o reciclado, siempre que el
procedimiento de recuperacién sea controlado y monitoreado para que el
solvente cumpla los patrones apropiados antes del reus6 o mezclado con

otros materiales aceptados. (25)

El agua usada para la preparacion de extractos debe ser de calidad
adecuada. Excepto para el ensayo de endotoxinas bacterianas, el agua
cumple con la seccion de agua purificada de la monografia. EI agua potable
puede ser usada si cumple con la especificacion definida para la produccion
de un determinado extracto.

Donde sea aplicable, la concentracion para lograr la consistencia se logra
utiizando métodos adecuados, como son la presion reducida y a una
temperatura a la cual el deterioro de los constituyentes es reducido al

minimo.

Los aceites esenciales que hayan sido separados durante el proceso pueden
ser repuestos al extracto en una etapa apropiada en el proceso de
manufactura. Los excipientes utilizados se pueden adicionar en diferentes
etapas convenientes del proceso de manufactura, por ejemplo, mejorar la
calidad tecnologica tal como la homogeneidad o consistencia. Los
estabilizadores y preservantes antimicrobianos también pueden ser

adicionados.

La extraccion con un solvente dado conduce a las proporciones tipicas de un
constituyente caracterizado en la materia extraible. No obstante, durante el
proceso de estandarizacion y cuantificacion, se pueden aplicar
procedimientos de purificacion para incrementar estas proporciones con

respecto al valor esperado, tales extractos se refieren como “refinados”.

31



B. Rotulado de Extractos

En la identificacion del producto obtenido de una droga vegetal o tejido
animal debe especificarse lo siguiente: Si el extracto es liquido, blando, seco

0 Si es una tintura.

Para extracto estandarizado: contenido de principios activos conocidos

Para extractos cuantificados: el contenido de constituyentes usados para la
cuantificacion, la proporcion de material de partida afiadido al extracto

original. El solvente o solventes usados para la extraccion.

Donde sea aplicable especificar que la droga vegetal o tejido animal utilizado
es fresco. Donde sea aplicable que el extracto es refinado. EI nhombre y la
cantidad de cualquier excipiente usado incluyendo los estabilizadores y
preservantes antimicrobianos. Donde proceda, especificar el porcentaje de

residuo seco.

2.2.3 Escherichia coli

Es una bacteria que se localiza normalmente en el tracto digestivo de los
seres vivos Yy tiene la funcion de producir vitamina B y K. “Debido a su
elevada presencia en el tracto gastrointestinal y en las heces, la E. coli se
utiliza como el indicador principal de contaminacion fecal en la evaluacion de

la inocuidad de los alimentos y el agua”.

Las cepas de E, coli se dividen en tipicas y atipicas, por la
presencia (tipicas) o ausencia (atipicas) de un plasmido de
virulencia llamado factor de adherencia de ECEP (EAF: EPEC

adherence factor)

32



Figura N° 3 Imagen de Escherichia coli

Fuente. Medical salud 2016

A. Aislamiento e identificacion de Escherichia coli patégena

Para el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de
Escherichia coli se aplican métodos tradicionales, métodos in vivo e in vitro y
de biologia molecular; a continuacién, se mencionaran los métodos

tradicionales y los de biologia molecular.(3)

El método tradicional es el aislamiento de la bacteria, tomada directamente
de materia fecal o con hisopo rectal. Después se siembra con la punta del
hisopo en la parte superior de una placa de agar Mac Conkey u otro medio
selectivo y, con un asa redonda de nicromel, se continda el aislamiento,
sembrando por estria cruzada; después se incuba a 37 C durante 18-24 h.
Posteriormente se seleccionan de 5 a 10 colonias tipicas de E. Coli lactosa

positivas.

En muestras provenientes de casos de diarrea con sangre se deben

seleccionar también cepas lactosa negativa.

La identificacién se hace mediante pruebas bioquimicas en tubo como TSI,
LIA, MIO, citrato, sorbitol, mucato, urea, rojo de metilo, Voges Proskauer,

malonato y caldo manitol-rojo de fenol. Estas pruebas se interpretan de
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acuerdo con el cuadro I. Simultaneamente se siembra la cepa en tubos de

agar base sangre (BAB), sin sangre para posteriormente hacer la serologia.

En los laboratorios y hospitales que cuentan con antisuero polivalente A, B o
C de EPEC se realiza la prueba de aglutinacién en nifios con diarrea con

MOCO Yy sangre, especialmente menores de un afo.

Cuando se sospecha la presencia de EHEC, en muestras provenientes de
diarrea con sangre, el diagnostico se hace empleando agar Mac Conkey con
1% de sorbitol (SMAC) en lugar de lactosa, se seleccionan de tres a 10
colonias sorbitol negativo que son incoloras y sospechosas de ser O157:H7.
Este agar se debe considerar s6lo como un medio de seleccion y nunca
como una forma definitiva de diagndstico ya que no todas las cepas sorbitol
negativo son E. coli O157:H7 y hay cuadros de SUH producidos por cepas

no-O157:H7 que son sorbitol positivo.

B. Efecto Antibacteriano

Las plantas son una gran fuente de metabolitos secundarios que tienen
como funcion de proteccidn contra bacterias e insectos. Que se puede dar el
uso de los metabolitos secundarios que contienen algunas plantas en forma
pura o de en forma de extractos, alimentos o en aplicaciones médicas.
Plantas tienen una accién casi ilimitada para sintetizar sustancias

arométicas, siendo la mayoria fenoles o sus derivados oxigeno- sustituidos.

En general los metabolitos secundarios (es decir que no tiene un papel
esencial en el metabolismo de las plantas) de los cuales por lo menos el
10% se han aislado. Segun nuestros antecedentes y colaboradores nos
indica que “en muchos casos estas sustancias sirven a la planta como
mecanismo de defensa contra el atague de microorganismos, insectos y
herbivoros” Los compuestos derivados de plantas que poseen actividad
antimicrobiana “son los fendlicos y polifenoles dentro de los cuales se

encuentran: quinonas, flavonoides, taninos y cumarinas. Otros son los
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terpenoides, aceites esenciales, los alcaloides, lecitinas y polipéptidos, entre

otros.

C. Bacterias

Las bacterias son células unicelulares procariota de pequefio tamafio y
estructura sencilla, cuyo material genético no se encuentra envuelto por la

membrana nuclear.

D. Estructura bacteriana

Elementos Obligados: Como se define obligados son aquellas que se
requieren que estén presentes en las bacterias de manera indispensable
para la vida propia del celular unicelular procariota.

- Pared celular

- Membrana Citoplasmética

- Citoplasma y Organelas

- Cromosoma Bacteriano

Elementos Facultativos: son aquellas que pueden estar o no presentes en
la bacteria.

- Capsula

- Flagelo/Pilis

- Esporas e Inclusiones citoplasméticas

2.2.4 Agar Muéller Hinton

Medio de cultivo recomendado universalmente para la realizacion de la

prueba de sensibilidad a los antimicrobianos.
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A. Fundamento del Agar Muéller Hinton

Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo
microbiano. Por su composicion, ha sido recomendado por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) antiguamente llamado National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), para ser utilizado en
forma rutinaria en la realizacion del antibiograma en medio soélido, debido a
que presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de
sensibilidad, su contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y
tetraciclina es bajo, la mayoria de los patdbgenos microbianos crece
satisfactoriamente una gran cantidad de datos adicionales que han sido

evaluados y avalados usando este medio de cultivo.

Cuando se suplementa con sangre de carnero al 5%, permite realizar las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos.
También, con el agregado de sangre puede utilizarse para el cultivo y

aislamiento de microorganismos nutricionalmente exigentes.

Cuadro N° 2 Composicién de Agar Muéller Hinton

Férmula(en gramos por litro) Cantidad
Infusion de carne 300.0
Peptona acida de caseina 17.5
Almiddn 1.5
Agar 15.0
Ph Final 7.3+0.1

Fuente. Laboratorios britanica 2016
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2.2.5 Jarabes

Son soluciones acuosas con alta concentracion de carbohidratos, de
consistencia viscosa, en la que se encuentra el o los principios activos y

aditivos.

A. Propiedades de los Jarabes

- Contienen alta concentracién de azucar (45- 85%)

- Densidad especificade 1.32a15°C

- Viscosidad de 100 cp

- Se presentan como liquidos homogéneos, transparentes, brillantes,

incoloros o coloreados, de sabor y olor agradable.

B. Ventajas del uso de jarabes

Pueden administrarse por via oral, a nifios o a adultos incapaces de deglutir
comprimidos o cépsulas, son muy eficaces para enmascarar el sabor de las

drogas amargas o saladas.

C. Frecuenciade uso de Jarabes.

Se consideran generalmente dos clases de jarabes, los aromaticos y los
medicinales.

Jarabes aromaticos. No contienen agentes terapéuticos de importancia y se
emplean como vehiculos. Contienen esencias 0 se preparan con zumos o
con extractos, que le confieren sabor agradable. Se administran como tales
o integrando pociones y las dosis son variables segun el jarabe de que se
trate y la edad del paciente. Generalmente se administran en cucharadas.
Los jarabes no oficiales pueden ser preparados por el farmacéutico

inspirdndose en formulas anélogas a las del producto no solicitado.
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D. Tipos de Jarabe

e Jarabe Simple. Es cuando solamente se utiliza agua purificada para

preparar la solucion de sacarosa.

e Jarabe Medicado. La preparacién acuosa contiene alguna sustancia

medicinal agregada.

e Jarabe Aromatizado. Es por lo general un jarabe no medicado, pero
que contienen diversas sustancias aromaticas o de sabor agradable y
suele utilizarse como vehiculo. Ejemplos: jarabe de goma arébiga,
cereza, cacao y naranja. Cuando es medicado, son los vehiculos de
eleccion para muchas drogas pediatricas, debido a que contienen baja

cantidad de alcohol.

E. Formulacién de Jarabes

Z
o

Composicion

Principio activo (1 o mas)
-Coadyuvantes

-Vehiculo

-Modificador de la solubilidad
-Modificador del pH
-Correctivos de sabor
-Correctivos de olor
-Correctivos de color

© 00 N o o &~ W N P

-Conservadores antimicrobianos

[
o

-Agentes Secuestrantes
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2.3 Formulacién de hipétesis

2.3.1 Hipotesis General

El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) tiene actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de

Escherichia coli

2.3.2 Hipotesis especificas

1. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa)
tiene metabolitos secundarios como posibles responsables de la
actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli

2. El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) tiene concentracion con mejor actividad antibacteriana frente a
cepas clinicas de Escherichia coli

3. Existe susceptibilidad antibacteriana significativa de las cepas clinicas de
Escherichia coli frente al jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Moringa oleifera (Moringa) respecto a la azitromicina
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2.4 Operalizacion de variables e indicadores

Tabla N° 2 Operalizacion de variables

] L Definicion i
Variables Definicion conceptual ) Indicadores
operacional
Metabolitos Flavonoides
Secundarios Alcaloides,
Compuestos
fendlicos
Cumarinas
) Los componentes activos Azucares
Independiente: )
presentes en la especie vegetal reductores,

Jarabe del Extracto
hidroalcohdlico de la
hojas de Moringa

Oleifera

presentaran propiedades
biolégicas muy variadas y suelen
aplicarse en terapia de diferentes
problemas de salud.

Prueba de
Solubilidad

entre otros.

Agua,
Acetona, N-
hexano,
Cloroformo,
Eter dietilico,
Metanol y

Etanol.

Dependiente:

Efecto Antibacteriano

Valoracion de la actividad
Inhibitoria de diferentes
componentes Quimicos que
sirven de sustento en la
investigacion para el empleo

correcto en muestra bacteriana.

Halo de Inhibicion

% de eficacia.

2.4.1. Variable independiente.

Jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera

2.4.2. Variables dependientes.

Efecto Antibacteriano frente a cepas de Escherichia coli
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2.5 Definicién de Términos Béasicos

a) Aerobios: Es aquel organismo capaz de sobrevivir y desarrollarse en

presencia de oxigeno

b) Agliconas: Molécula en la cual un glicido se enlaza a través de su

carbono anomérico a otro compuesto de diferente naturaleza quimica.

c) Anaerobios: Organismo que puede vivir o desarrollarse en ausencia de

oxigeno.

d) Cepas: En microbiologia significa poblacién de células de una sola especie

descendiente de una Unica célula.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacion.

El tipo de metodologia del estudio corresponde al caracter cuantitativo,

explicativo y aplicado.

3.2. Disefio de la investigacion.

De acuerdo a la posibilidad del manejo de la variable independiente, la

investigacion responde al disefio experimental, transversal y prospectivo.

3.3. Poblacion y muestra de la investigacion

e Poblacion: Dos kilos de las hojas de Moringa oleifera fueron recolectadas
en la localidad de Pucallpa provincia de Coronel Portillo, Departamento de
Ucayali, pais Perl, para su reconocimiento taxonémico se llevé al museo
boténico de la U.N.M.S.M.

e Muestra: 1 kilo de hojas de Moringa oleifera (moringa) para ser secados en
la estufa de la facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la

Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.

Para desarrollar el estudio fitoquimico del extracto de las hojas de Moringa
oleifera se hicieron mediante Pruebas de solubilidad, marcha fitoquimica,
para obtener el metabolito secundario responsable de la actividad

antibacteriana.
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Para evaluar la inhibicion del crecimiento de cepas de bacterias en cultivos
adecuados de Escherichia Coli, se realizé la medicibn en mm de los halos de

inhibicién del crecimiento microbiano para su cuantificacion correspondiente.
3.5 Instrumentos

Ficha ad doc. De recoleccion de datos para la actividad Microbiologica,
prueba de solubilidad, marcha fitoquimica en fichas de ad hoc elaborada por
los investigadores y validados por Docentes Investigadores de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la

Vega en Lima Peru.

3.6. Técnicas para el procesamiento de datos.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el sistema estadistico
SPSS, se analiza la media y el promedio de los datos para cada una de las
muestras, asi mismo, se emple6 ANOVA para determinar la contratacion de

hipétesis.
3.7. Procedimiento experimental

A. Materiales, reactivos y equipos para utilizar en la Investigacion.

v Implementos de bioseguridad
e Bata o0 guardapolvo
e Tapaboca o mascarilla quirargicas
e Gorro descartable
e Guantes quirurgicos
e Botas desechables

e Gafas
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v’ Materiales:

Frasco de vidrio ambar de 1 litro
Beaker de 100, 250 y 500mL.
Papel kraff

Probetas 100, 250 y 500mL.
Pipetas de 5y 10mL.
Propipetas

Baguetas

Tubos de ensayo 13x100
Gradillas

Cubas cromatografias
Embudos

Papel filtro

Recipientes de Vidrio
Espatulas

Pipetas Pasteur

Goteros

v' Equipos:

Balanza Analitica (modelo Quintix, marca Sartorius)
Balanza precision (modelo ES6600h, marca Rice like)
Estufa esterilizadora a calor seco (marca Binder)
Incubadora (marca Binder)

Alcoholimetro (marca S65)

Bafo Maria (marca Binder)

Autoclave (marca Binder)

Medios de cultivo
Agar Muéller Hinton BD
Caldo nutritivo BD

44



v’ Reactivos:

Tabla N° 3 Reactivos utilizados

N° | Reactivos

1 | Reactivo de Mayer

2 | Reactivo de Wagner

3 | Reactivo de Dragendorff

4 | Reactivo de acido Fosfowolframio o fosfotungstico “Scheibler
5 | Reactivo de Sonneschein
6

7

8

Reactivo de Reineckato

Reactivo de Shinoda (tiras de magnesio + acido clorhidrico
Reactivo de Cloruro férrico

9 | Reactivo de Gelatina al 1%

10 | Hidréxido de sodio al 5% (reaccion de Bortranger)

11 | Reactivo de Ninhidrina

12 | Reactivo de Lugol

13 | Reactivo de Fehling A

14 | Reactivo de Fehling B

15 | Agua destilada

16 | Metanol

17 | Etanol

18 | Acetato de etilo

19 | Cloroformo

20 | Reactivo de tricloruro férrico de aluminio al 2%

21 | Acetato de sodio 1M

22 | Reactivo metanol — agua (25-75)

23 | Reactivo de BAW: butanol — agua — acido acético glacial (4-3-1)
24 | Acido sulfarico 2N

25 | Hidréxido de sodio al 10%

B. Disefio experimental
Se emplearon 30 placas Petri con medio de cultivo agar Muéller Hinton
preparadas en forma estéril para su sembrado de Escherichia coli luego sera
incubados con una temperatura de 37 grados centigrados por 48 horas para
ser verificados y medidos con un vernier luego se registran los resultados
obtenidos y discutidos con los antecedentes, con las concentraciones de
nuestra investigacion del Jarabe del extracto hidroalcohdlico de hojas de

Moringa Oleifera.
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Cuadro N° 3 Disefio experimental

Sembrado Recoleccion de
Grupos bacteriano con Tratamiento datos por horas
Escherichia coli 24 48
Grupo 1 X X
Grupo 2 v X X
Grupo 3 v Jarabe del Extracto Hidroalcohdlico X X
de Moringa oleifera 20%

200 mg/kg

Grupo 4 v Extracto Hidroalcohdlico de X X
Moringa oleifera 40%

400mg/kg

Grupo 5 v Extracto Hidroalcohdlico de X X
Moringa oleifera
60%

600 mg/kg

Grupo 6 v Farmaco control azitromicina X X

tipo de Drogas.

En el procedimiento del grupo 1 sera el Blanco. No se administrara ningun

En todos los procedimientos del grupo 2 al grupo 6 seran sembradas la

bacteria Escherichia coli en medio de Cultivo Muéller Hinton sin ningun

tratamiento.

En los grupos 3,4,5 luego siembre bacteriana de Escherichia coli se

administrara el Jarabe del extracto hidroalcohélico de Moringa.

control, el farmaco azitromicina.

En el procedimiento del Grupo 6 se administr6 con el medicamento de

e Se recolectara los datos después de 24 y 48 horas para su discusion de

resultados.
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a.

Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Moringa oleifera

Para el desarrollo de la prueba de solubilidad se utilizé la técnica descrita por

Olga Lock Ugaz (1996), se empled el extracto Hidroalcohdlico de Moringa

oleifera (moringa) la cual fue sometida a solventes de diferentes polaridades

reportdndose que la muestra tiene una alta afinidad en solventes polares en

la ficha anexa.

b.

Marcha Fitoquimica

Para la marcha fitoquimica, se utilizé el método de Dominguez (1987) el cual

reconocié los metabolitos secundarios en el extracto Hidroalcohdlico de

Moringa oleifera (moringa) con los siguientes reactivos.

Reaccidon con Dragendorff se procede con 10 gotas de la muestra de
solucion de Moringa oleifera (moringa) mas 5 gotas de HCI 10% mas 3
gotas de Dragendorff por lo tanto si la reaccion es positiva presenta las
siguientes caracteristicas.

Precipitado de color naranja.

Reaccidén con Antrona se procede con 10 gotas de muestra de solucién
de Moringa oleifera (moringa) mas 3 gotas de reactivo de Antrona por lo
tanto si la reaccién es positiva presenta las siguientes caracteristicas.

Coloracion verde.

Reaccidn con Fehling Se procede con 10 gotas de muestra de solucién
de Moringa oleifera (moringa) mas 3 gotas de Fehling A mas 3 gotas de
Fehling B y luego calentar a bafio Maria por lo tanto si la reaccion es
Positiva presentara la siguiente caracteristica.

Coloracién rojo amarillo.

Reacciéon de Tricloruro Férrico Se procede con 10 gotas de muestra
de solucién de Moringa oleifera (moringa) mas 3 gotas Tricloruro Férrico
si la reaccion es Positiva presentara la siguiente caracteristica.
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Coloracion verde azul.

Reaccidon de Gelatina Se procede con 10 gotas de muestra de solucién
de Moringa oleifera (moringa) mas 3 gotas de gelatina si la reaccion es
Positiva presentara la siguiente caracteristica.

Precipitado denso blanco.

Reacciéon con Shinoda Se procede con 10 gotas de muestra de
solucion de Moringa oleifera (moringa) mas 1-2 virutas de Magnesio
Metalico mas 3 gotas HCI concentrado. si la reaccién es Positiva
presentara las siguientes caracteristicas en flavonas y flavonoides.

Amarillo a rojo.

Reaccion con Rosenheim Se procede con 10 gotas de muestra de
solucion de Moringa oleifera (moringa) 3 mas de Rosenheim si la
reaccion es Positiva presentara las siguientes caracteristicas.

Coloracion rojo oscuro.

Reaccion de Ninhidrina Se procede con 10 gotas de muestra de
solucion de Moringa oleifera (moringa) mas 3 gotas de Ninhidrina. luego
calentar de 8 a 10 minutos si la reaccion es Positiva presentara las
siguientes caracteristicas.

Coloracion violacea.

Reaccidén con Molish Se procede con 10 gotas de muestra de solucién
de Moringa oleifera (moringa) mas 3 gotas Molish y 3 gotas de H,SO, si
la reaccion es Positiva presentara las siguientes caracteristicas.

Anillo violeta. Anexo N° 4 Reportada en la tabla N°4
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C. Preparacion del jarabe antibacteriano.
Preparacion del jarabe que contiene extracto hidroalcohélico de las hojas de

Moringa oleifera (moringa).

El Extracto hidroalcohdlico hojas de Moringa oleifera (moringa) estuvo en
refrigeracion hasta el momento de su uso, para la administraciéon en la
investigacion se procedio a realizar Diluciones con Agua Destilada para su

correcta homogenizacion.

Se Prepararon 03 muestras del extracto de las hojas.

v Al 20% se prepar6 8 ml de jarabe base mas 2 ml de Extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa).

v Al 40% se prepar6 6 ml de jarabe base mas 4 ml de Extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa).

v Al 60% se prepar6 4 ml de jarabe base mas 6 ml de Extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa).

D. Preparacion del Inéculo

Preparamos de acuerdo al tubo N° 0,5 de la escala de Mac Farland. Se
obtiene al tocar con un hisopo estéril la superficie de una o varias colonias
de cepas bacterianas. Se utiliz6 cepas clinicas Escherichia coli

La muestra biolégica de cepas clinicas de Escherichia coli para transferirlos
a los tubos que contienen 5 ml de Caldo Nutritivo, previa agitacién para un
mejor homogenizado, hasta obtener la turbidez de la escala 0.5 de Mac.
Farland por comparacion visual con dicho patrén, cabe mencionar que se
uso6 una luz apropiada y se pudo observar los tubos contra un fondo blanco
con lineas negras como contraste. La suspension del inéculo con turbidez
comparable al tubo de la escala de Mac. Farland contiene aproximadamente
1,5 x 108 ufc/mL; para el ensayo la suspension bacteriana se preparo

agregando 0,1 mL del tubo de caldo Nutritivo (que contiene las bacterias de
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estudio) en 9.9 ml de caldo nutritivo obteniéndose un total de 10 ml con una
concentracion bacteriana para su siembra correspondiente en las placas de

medio de cultivo de Muéller Hinton.

E. Estandar de turbidez

Se prepar6 este estandar afiadiendo 0.5 ml1l de BaCL2. 2H20 (1.175°/0) a
99.5 m1 de H2S04 0.36N. Mezclar perfectamente y distribuir en tubos tapa
rosca 13 x 100 en cantidad de 6-8 ml.; sellar herméticamente y almacenarlos
en un lugar oscuro a temperatura ambiente. Preparar nuevo estandar. Para
hacer la comparacion con el cultivo, se debe agitar el estandar
preferiblemente.

Sumergir un aplicador de algodén estéril, dentro de la suspension del

microorganismo en estudio. No usar cultivos sin diluir.

Colocar el aplicador por encima del nivel del contenido del tubo y rotarlO

contra las paredes del mismo para remover el exceso del inéculo.

Sembrar el inocul6 uniformemente sobre la superficie del medio Agar Muéller
Hinton con un hisopo estéril. Hacer esta siembra en tres direcciones. Evitar

in6culos muy concentrados o muy diluidos.

Permitir que la superficie del medio sembrado se sumerge durante 5-20

minutos, manteniendo la caja con la tapa cerrada.

Se Colocé los discos sobre la superficie del agar con pinzas estériles; con
éstas, presionar los discos ligeramente sobre el agar preparado de Muéller
Hinton para asegurar un contacto uniforme sobre el sembrado de la bacteria

en investigacion.

Se hizo una marcacion la superficie externa de las placas del medio de
cultivo Muéller Hinton, Se afiadio 2 discos en la periferia y 1 en el centro
dejando entre disco y disco un espacio uniforme (aproximadamente de 3
cm.); para evitar que las zonas de inhibicion queden imbricadas. Colocamos
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los antibidticos que difunden bien en la parte externa y aquellos que
producen halos de mayor inhibicion (tales como la azitromicina y nuestro

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa).

F. Actividad antibacteriana

Método: Difusiéon de disco.

Técnica: Siembra en superficie

G. Obtencion de los microorganismos

Se adquiri6 en centro IBACLIN MEDICA, se realiz6 el trabajo de
Investigacion con una cepa de bacteria estandar de Escherichia coli de
Marca MICROBIOLOGICS Producto disefiado solo para propdsito de estudio

en investigaciones in vitro.

H. Discos de sensibilidad

El disco estandar se prepar6é con papel filtro Watman N°10 de 6 mm de
diametro y posteriormente se procedié a esterilizar. Su almacenamiento fue
a temperatura ambiente antes de colocar sobre la superficie de agar
preparado de Muéller Hinton cuidadosamente con una pinza estéril
presionando suavemente con la punta de la pinza para asegurar un contacto
uniforme con el agar preparado de Muéller Hinton, con la seguridad de no

moverlos una vez colocados en los medios de cultivos.

Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con la ayuda de una
pinza estéril que se nos ayudd a presionar suavemente sobre cada disco
para asegurar un contacto completo con la superficie del agar, Se colocaron
los discos uniformemente, de modo que estén a una distancia minima de 25
mm uno del otro. Los discos no fueron removidos una vez que tomd contacto
con la superficie del agar debido a que difunden rapidamente en la

superficie.
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I. Preparacién de los medios de cultivo

El agar Muéller Hinton se disolvi6 con agua destilada de acuerdo a la
férmula de reconstitucién que indica el laboratorio fabricante del medio de
cultivo, luego se procede a fundir, el agar requiere una temperatura 121°C y
15 Ib/pg durante 15 minutos. Luego de este proceso de esterilizacion y
fundicion dejar enfriar en Bafio Maria a 50 - 55°C. Alcanzado esta
temperatura verter el preparado fresco y tibio a las placas Petri estériles del
laboratorio Biologix, para dar un fondo uniforme de aproximadamente 4 mm.
Esto corresponde a 20 ml para placas de 100 mm de diametro. El medio de
cultivo se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Considerando el pH de cada
medio de cultivo de agar Muéller Hinton tiene un pH entre 7,2 - 7,4, este
proceso se realizé con pH metro de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioguimica de la UIGV.

J. Sembrado bacteriano de cepas clinicas de Escherichia coli

Método de Kirby-Bauer. (Método disco-placa-cultivo) segun
(Udayakumar&Hazzena, 2002). Se utilizo el agar Miuller Hinton, dado que se
considera el mejor medio dirigido para estos tipos de pruebas de sensibilidad
de rutina y se preparé como indica el laboratorio fabricante, las cuales fueron
adquiridas en Laboratorio de microbioldgico Ibaclin Medica. Este método,
que sufrié diferentes modificaciones hasta que fue estandarizado por Kirby-
Bauer en los Estados Unidos en 1966, representa la prueba de
susceptibilidad mas ampliamente utilizada en bacteriologia clinica porque
permite obtener resultados bastante exactos mediante un método
cuantitativo, semicuantitativo o cualitativo, este ultimo es el mas utilizado.
Segun el acuerdo 62 EI Comité de Expertos de la Organizacion Mundial de
la Salud OMS (NCCLS en su documento M7-T) publicé las “Normas” para
efectuar algunas modificaciones al descrito por Bauer, de manera que los
resultados sean comparables y medidos en todas partes del mundo con

fines de brindar resultados razonables.
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K. Medicién de los halos de inhibicién

Medir la zona de inhibicién de cada disco contra una superficie oscura bajo
luz reflejada. Medir el didmetro de la zona incluyendo los 6 mm del disco,
con una regla sobre el respaldo de la caja de Petri sin remover la tapa. Una
lectura de 6 mm indica que no hay zona de inhibicién. Si se ha usado agar
Muéller Hinton para la prueba, la medicion de la zona de inhibiciébn debe
hacerse sobre la superficie removiendo la tapa de la caja. El punto final de
inhibicion completa del crecimiento se estima a simple vista, crecimiento en
la zona de inhibicion, sin embargo, la zona de inhibicion esta usualmente
bien delimitada y este tipo de crecimiento invasivo, debe ser ignorado. Si se
necesita un resultado muy rapido, el diametro de la zona de inhibicion puede
leerse después de 6-8 horas de incubacién, pero estas lecturas deben
confirmarse posteriormente, al término del periodo de incubacién de 24

horas.

L. Interpretacion de Resultados

Luego de 24 horas de incubacion, cada placa es examinada. Los halos de
Inhibicibn obtenidos deben ser uniformemente circulares en una capa
homogénea de crecimiento bacteriano. Los diametros de la zona de
inhibicion completa son medidos en milimetros pasando por el centro del
disco. La medicion se realiza con una regla segun antecedente de Kirby-
Bauer Biomédica Volumen 04. Los resultados de las mediciones por
triplicado deben promediarse y compararse con las medidas de los halos de
inhibicion producidos por el antibidtico de Azitromicina segun disefio de la

Investigacion.
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados
4.1.1. Prueba de solubilidad

Segun la prueba de solubilidad realizada al extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Moringa oleifera (moringa) presenta mayor solubilidad en Agua

destilada.

Tabla N° 4 Prueba de Solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las
bojas de Moringa oleifera (moringa).

N° SOLVENTE RESULTADOS
1 N-Hexano +

2 Acetato de Etilo +

3 Metanol +

4 N-Butanol -

5 Agua destilada +++

6 Etanol +

Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:
= No soluble o insoluble (-)

= Poco soluble (+)
= Mediana o moderadamente soluble (++)

= Completamente soluble (+++)

Los resultados en la Tabla No 1 pertenecen a la prueba de solubilidad que
se realizd al extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(moringa), donde se emplearon diferentes solventes que tienen distintos
ordenes de polaridad, donde se muestran que el resultado del extracto es
soluble completamente al agua destilada (3+), y poco soluble a los demas
solventes usados para el ensayo (1+).
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4.1.2. Tamizaje fitoquimico

Segun el tamizaje fitoquimico realizado el extracto hidroalcohdlico presenta
algunos compuestos metabdlicos tales como alcaloides, quinonas,

carbohidratos, compuestos fendlicos, taninos y flavonoides.

Tabla N° 5 Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las bojas

de Moringa oleifera (moringa).

o
N METABOLITOS REACTIVO) POSITIVA RESULTADO
1 Alcaloides Mayer Precipitado blanco +
2 Dragendroff Precipitado rojo-naranja +
3  Lactonas Baljet Coloracién rojo oscuro -
4 Quinonas Bortranger Coloracion roja +
5 Antrona Coloracién verde -
Carbohidratos
6 Fehling Ay B Precipitado rojo ladrillo +
7 Molish Anillo violeta -
8  Compuestos Tricloruro Férrico Coloracion verde o azul +
fenodlicos
9  Taninos Gelatina Turbidez blanquecina +
10 Flavonoides y Shinoda Coloracion amarillo a rojo 4+
flavonas
11 Antocianinas y Rosenheim Coloracién rojo oscuro -
flavonoides
12 Esteresy terpenos Liberman- Esteroides: verde-azul -
Burchard Triterpenoides: rojo-naranja
13  Aminoécidos libres Ninhidrina Coloracion violacea -
14  Saponinas Espuma Formacion de 0,5cm de espuma -

persistente de 5 a 30min.

Fuente: Elaboracién propia.

Leyenda

Presencia de coloracién o precipitado total (+++)
Presencia de coloracién o precipitado moderado (++)
Presencia de coloracion o precipitado leve (+)
Ausencia de coloracion o precipitado (-)

55




Los resultados de la Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Moringa oleifera (moringa), presentes en la muestra se evidencian
en reacciones como: cambio de color o precipitacion, de acuerdo al tipo de
metabolitos primarios y secundarios contenidos. En el cuadro se observan
una mayor cantidad de metabolitos secundarios de Flavonoides y flavonas
(+++), para los demas compuestos como: Alcaloides, Quinonas,

Compuestos fendlico y Taninos solo se encontraron en baja cantidad (+).

4.1.3. Halos de inhibicién.

Tabla N° 6 Resultados de las mediciones de los halos de inhibicién

(mm)
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
METODO DE KIRBY BAUER
CONCENTRACION (%) Hidroalcohdlico de CONTROLES
las hojas de Moringa oleifera (moringa)  Azitromicina CONTROL(-)
€ N°DE Resultados de las mediciones de los halos de inhibicién (mm)
NPLACAS
. 20% 40% 60% Control (+) Control (-)
PLACA 1 9.40 10.41 13.98 16.82 6.0
PLACA 2 9.30 10.36 13.50 16.61 6.0
PLACA 3 9.44 10.32 13.45 16.40 6.0
PLACA 4 9.42 10.40 13.46 16.40 6.0
PLACA S 9.00 10.42 13.60 16.43 6.0
PLACA 6 9.39 10.30 13.50 16.59 6.0

laboracién propia

Leyenda:
e (-) Nula: Diametro (< 8 mm)
e (+) Sensible: Diametro (8 - 14 mm)
e (++) Muy sensible: Diametro (14 - 20 mm)
e (+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

En la tabla se muestran las lecturas de los halos de inhibicién (mm) del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa) y la
interpretacién de resultados para evaluar su efecto antibacteriano del jarabe
frente a cepas clinicas de Escherichia coli. La concentracion usada al 60%,

muestran mayor halo de inhibicién segun la escala de Duraffourd y Lapraz.
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Figura N°4: Media de medidas de los halos de inhibicion (mm)

15,00

12,50

10,00

Media de Medidas de los halos de inhibicion (mm)

Concentracién Concentracién Concentracion Azitromicina Contral {-)
0% 40% 50% (control +)

Grupos de estudio

4.2 Procesamiento de datos

Los datos fueron procesados mediante el paquete estadistico Stata (version
20), con el que se efectud los siguientes procedimientos estadisticos de

analisis:

e Prueba de normalidad

e Estadistico Descriptivo

e Prueba de homogeneidad de varianzas
¢ ANOVA de un factor

e Prueba de Post Hoc (tukey)

4.2.1 Contrastacion de Hipotesis

La Técnica estadistica es un disefio completamente aleatorio con efectos
fijos, donde se analiza la varianza de una via o de un factor (Anova).

Nuestro objetivo fue determinar el tamafio de los halos de inhibicion (mm) en
los diferentes grupos experimentales, contrastar la hipétesis general y las
hipotesis especificas. de todos los valores del factor o concentraciones, Para
esto, es de suponer que los errores experimentales muestran variables

aleatorias independientes o dependientes.
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4.2.2 Hipotesis general:

Ho: El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) No tiene actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de
Escherichia coli

Hai: El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) tiene actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de

Escherichia coli

Nivel de confianza: 95%, Nivel de significancia: 5%
Variable respuesta: Medicion del tamafo del diametro de los halos de

inhibicion en mm, con un tiempo de incubacion de 24 horas a 37 °C.

4.2.3Hipotesis especificos

4.2.3.1. Hipotesis especifica N°1

HO: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa)
No tiene metabolitos secundarios como posibles responsables de la

actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli

H1: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (Moringa)
tiene metabolitos secundarios como posibles responsables de la actividad

antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli

Para la contratacion de la Hipétesis especifica Nol, se llevdé a cabo la
Marcha Fitoquimica, con el fin de observar cualitativamente la presencia de
metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera (moringa), en la Tabla No 1 que corresponde a la Marcha
Fitoquimica nos indica que la muestra vegetal presenta mayor cantidad de
metabolitos secundarios positivo para Flavonoides y flavonas con una

intensidad de 3+, ademas de ello se encontraron: Alcaloides, Quinonas,
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Compuestos fendlico y Taninos en baja cantidad (+). Los metabolitos
secundarios presentes estarian relacionados con el efecto antibacteriano
del jarabe del extracto hidroalcoholico extraido de las hojas de Moringa

oleifera (moringa).

Por lo tanto, de acepta la Hipétesis H1, donde el extracto hidroalcoholico
extraido de las hojas de Moringa oleifera (moringa) si posee metabolitos

secundarios.

Para determinar que método estadistico debemos usar para contrastar de
la hipotesis se requiere de una Prueba de Normalidad. La prueba de
normalidad requerida para esta investigacion fue el test de Shapiro-Wilk,
para grupos con menos de 30 individuos tal como se muestra en la tabla
No7.

La prueba estadistica del test de Shapiro-Wilk evidencié que las diferentes
concentraciones usadas para evaluar el efecto antibacteriano del jarabe a
base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(moringa) tratadas en cada grupo de estudio presentaron una distribucion

Normal.

Tabla N° 7 Prueba de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos de estudio Estadistico Gl Sig. Estadistico gl Sig.
Concentraciéon 20% ,319 6 ,057 , 729 6 ,012
Concentracién 40% ,237 6 ,200* ,899 6 ,369
Concentracion 60% ,323 6 ,049 , 706 6 ,007
Azitromicina (control +) ,250 6 ,200* ,859 6 ,185
Control (-) . 6 . . 6

Nivel de significancia: a 0.05
Fuente: Elaboracién propia

Decision estadistica: Al tener un tamania de muestra menor de 30 datos,

se elige la prueba de Shapiro-Wilk. La Significancia 6 p-valor resulté ser
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0.012, 0.369, 0.007 y 0,185 en la mayoria de los grupos, estos resultados

son mayores que a 0.05.

Por lo tanto, se concluye que los resultados obtenidos de las lecturas de los
halos de inhibiciébn de la actividad antibacteriana del jarabe a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa)

presentan distribucién Normal.

En ese sentido, se aplica la prueba Paramétrica: Analisis de Varianza
(ANOVA).

4.2.3.2. Hipotesis especifica N° 2:

Ho: El jarabe del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) No tiene concentracion con mejor actividad antibacteriana frente
a cepas clinicas de Escherichia coli

Hai: El jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) tiene concentracion con mejor actividad antibacteriana frente a

cepas clinicas de Escherichia coli

Para la contrastacion de la segunda hipétesis especifica, se realizo el
efecto antibacteriano por el método de Kirby-Bauer a diferentes
concentraciones para determinar el mayor efecto inhibitorio frente a cepas
de Escherichia coli.
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Tabla N° 8 Estadistica Descriptiva

Descriptivos

Medidas de los halos de inhibicién (mm)

95% del intervalo de

confianza para la media

Desv. Desv. Limite Limite Minim  Maxim
GI’UpOS N Media Desviacion Error inferior superior 0 0
Concentracion 20% 6 9,3250 ,16634 ,06791 9,1504 9,4996 9,00 9,44
Concentracion 40% 6 10,3683 ,04997 ,02040 10,3159 10,4208 10,30 10,42
Concentracion 60% 6 14,0317 ,20223 ,08256 13,3694 14,2939 13,45 13,98
Azitromicina (control 6 16,5417 ,16558 ,06760 16,3679 16,7154 16,40 16,82
+)
Control (-) 6 6,0000 ,00000 ,00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00
Total 30 11,1633 3,68206 ,67225 9,7884 12,5382 6,00 16,82

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla No 8 de estadisticos descriptivos se muestra la media, Limite
superior e inferior con un 95% del intervalo de confianza de las diferentes
concentraciones utilizadas para evaluar el mayor efecto inhibitorio del
jarabe a base del extracto hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera
(moringa) frente a cepas clinicas de Escherichia coli.

La concentracion que tuvo mayor halo de inhibicién (mm), corresponde a la
concentracion de 60% con un halo de inhibicion promedio de 14,0317mm,
segun la escala de Duraffourd y Lapraz, (++) como muy sensible: Diametro
(14 - 20 mm). Las concentraciones al 40% 10,368mm, y al 20% 9,3250mm,
ambas con una sensibilidad de 1+.

Decisién estadistica: Se concluye, que, al realizar el método de difusién
en agar de Kirby Bauer, con estos datos rechazamos la hipétesis nula (Ho)
y aceptamos la hipétesis alterna (H1), por lo tanto, el jarabe a base del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera, si presenta
mayor efecto inhibitorio a una concentracion de 60% frente a cepas de

Escherichia coli.

Para garantizar el desarrollo del procedimiento experimental se agregaron

los controles positivos que corresponde al medicamento sintético
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Azitromicina con un promedio de 16,5417mm. (sensibilidad alta +++) y con
respecto al control negativo que no contiene ninguna sustancia, su

promedio es 6,00 mm.(sensibilidad nulo).

Tabla N° 9 Estadistica Anova

ANOVA
Medidas de los halos de inhibicion (mm)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 392 678 4 58,169 4584 234 000
Dentro de grupos 482 26 020
Total 393170 29

Fuente: Elaboracion propia

Ho: Uzooc = Haoec = Heooc (P <0.05)

Hi: Uz00c # Haooc # Meococ (P>0.05)
0=0.05

Decision estadistica: Como el p_valor obtenido entre los grupos de estudio
tenemos un Sig de 0.000, es decir que es menor que el nivel de significancia
(< 0.05), se rechaza la Hipétesis nula (Ho), por lo tanto, se acepta la
hipétesis alterna (H1), donde si existe una concentracion con mayor efecto
inhibitorio en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera

(moringa) que corresponde al 60%.

4.2.3.3 Hipotesis especifica N° 3
Ho: No Existe susceptibilidad antibacteriana significativa de las cepas

clinicas de Escherichia coli frente al jarabe del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Moringa oleifera (Moringa) respecto a la azitromicina
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Hai: Existe susceptibilidad antibacteriana significativa de las cepas clinicas
de Escherichia coli frente al jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Moringa oleifera (Moringa) respecto a la azitromicina

Tabla N°10 Homogeneidad de las medias entre los Grupos de estudio.

Subconjuntos homogeneos

Medidas de los halos de inhibicion (mm)
Subconjunto para alfa=0.05

Grupos de estudio I+ 1 2 3 4

[ ]

Duncan®  Contral (-)

6,0000
Concentracion 20% 49,3250

]
G
Concentracidn 40% ] 10,3683
]
]

Concentracion 60% 13,5817
Azitromicina (control +) 16,5417
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos,

En la tabla de homogeneidad de sub conjuntos entre los diferentes grupos
de estudio se muestra los resultados de los halos de inhibicidbn segun la
concentraciéon usada al 20% (9,3250), 40%(10,3683) y 60%(13,5817),
ademas de ello se utilizaron controles positivos como la Azitromicina con un
promedio de 16,5417mm, con un mayor halo de inhibicién con relacion a los
demds grupos. La azitromicina se utiliz6 como un control de calidad en el
procedimiento experimental donde se evalla la actividad antibacteriana del
jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
(moringa),

Se observan que las Medias de las concentraciones son diferentes en cada
una de ellas con una significancia de 0.05.

Decision estadistica: se rechaza la Hipétesis nula (Ho), por lo tanto, se
acepta la hipotesis alterna (Hi), donde si existe susceptibilidad
antibacteriana del jarabe del extracto comparados con azitromicina sobre de
cepas clinicas de Escherichia coli.
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Prueba de post hoc (Turkey)

Tabla N° 11 Comparaciones multiples de las diferencias de los halos de inhibicion

Comparaciones multiples

\Variable dependiente: Medidas de los halos de inhibicion (mm)

Intervalo de confianza al

95%

(J) Grupos de Diferencia de Desv. Limite
(I) Grupos de estudio estudio medias (I-J) Error Sig. Limite inferior  superior
T Concentracion 20% Concentracion 40% -1,04333°  ,08103 ,000 -1,2102 -,8765
u Concentracion 60% -4,25667  ,08103 ,000 -4,4235 -4,0898
K Azitromicina (control -7,21667* ,08103 ,000 -7,3835 -7,0498
El +)
Y Control (-) 3,32500° ,08103 ,000 3,1581 3,4919
Concentracion 40% Concentracion 20% 1,04333 ,08103  ,000 ,8765 1,2102
Concentracion 60% -3,21333" ,08103  ,000 -3,3802 -3,0465
Azitromicina (control -6,17333" ,08103 ,000 -6,3402 -6,0065
+)
Control (-) 4,36833* ,08103  ,000 4,2015 4,5352
Concentracién 60% Concentracion 20% 4,25667* ,08103 ,000 4,0898 4,4235
Concentracion 40% 3,21333°  ,08103 ,000 3,0465 3,3802
Azitromicina (control -2,96000 ,08103 ,000 -3,1269 -2,7931
+)
Control (-) 758167 ,08103  ,000 7,4148 7,7485
Azitromicina (control +)  Concentracién 20% 7,21667 ,08103 ,000 7,0498 7,3835
Concentracion 40% 6,17333* ,08103  ,000 6,0065 6,3402
Concentracion 60% 2,96000* ,08103  ,000 2,7931 3,1269
Control (-) 10,54167  ,08103 ,000 10,3748 10,7085

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla No 7, La prueba de Tukey nos permite realizar comparaciones

multiples de los grupos de estudio, Podemos observar que los valores de

significancia son de 0.000 (p < 0.05), con un intervalo de confianza al 95%.

Por lo tanto, se acepta la hipétesis alterna Hi,

Se concluye que si existe efecto antibacteriano en el jarabe del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera (moringa), frente a cepas

clinicas de Escherichia coli.
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4.3 Discusion de resultados

Salcedo M. (2017) en su investigacion “Efecto inhibitorio del extracto
hidroalcoholico de Moringa (Moringa oleifera) en concentraciones de 25 %,
50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans. estudio in vitro”. Se empled
el método Kirby Bauer (método de difusion en agar) para la evaluacion
antimicrobiana, en el estudio se utilizd una cepa estandarizada de
Streptococcus mutans ATCC 25175. La cepa fue sembrada en 15 cajas Petri
en medio de cultivo Agar Mueller Hinton suplementado con sangre de
cordero al 5%; como control positivo se emple6 clorhexidina al 0.12% vy
suero fisiolégico como control negativo; éstas fueron incubadas a 35+2°C, al
5% de CO2. Como resultado se obtuvo que las concentraciones al 75 y
100% mostraron efecto inhibitorio in vitro frente a Streptococcus mutans. Sin
embargo, la clorhexidina al 0.12% mostré mayor efecto inhibitorio in vitro que
las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa oleifera
en los grupos de estudio evaluados.

En nuestra tesis de investigacién “Elaboracién de un jarabe del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera (moringa) para evaluar su
actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli”, se
prepar0 jarabes a diferentes concentraciones (al 20% ,40% y 60%) para
evaluar la actividad antibacteriana. Al realizar la medicion de los halos de
inhibiciébn bacteriana se encontr6 que el jarabe preparado con la
concentracion de 60% del extracto hidroalcohdlico favorece la actividad
antibacteriana frente a las cepas clinicas de Escherichia coli,
aproximandose al control de la Azitromicina con 16.541 frente a la medida
del jarabe 13.581 mm lo que indica que el microorganismo presenta un gran
area de inhibicibn causada por los compuestos bioactivos presentes
(flavonoides) en dicha especie comparado con el farmaco Azitromicina,
demostrandose el efecto antibacteriano del jarabe con extracto

hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

v' El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa Oleifera (moringa)
contiene  compuestos fitoquimicos como alcaloides, quinonas,

carbohidratos, compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y flavonas.

v' Se determind el efecto antibacteriano del jarabe elaborado del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa) frente a cepas
clinicas de Escherichia coli, el jarabe con la concentracion al 60% presenta

mejor actividad antibacteriana con similitud a las del farmaco Azitromicina.

v' Se evalu6 la susceptibilidad antibacteriana del jarabe elaborado con el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera (moringa)
comparado con la Azitromicina, lo cual indica que la concentracién al 60%

del extracto produce susceptibilidad frente a Escherichia coli.
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5.2 Recomendaciones.

v/ Se sugiere continuar con investigaciones similares a ésta, con la finalidad
de afianzar mejores resultados, de modo que, es importante encontrar

puntos que ajusten concentraciones en forma de dosis.

v' Se recomienda realizar la prueba con distintas concentraciones en varios
grupos con la finalidad de obtener un principio activo con el cual se podria

desarrollar la fabricacién de alguna forma farmacéutica.

v' A causa de la presencia de flavonoides cuya propiedad es antioxidante,
consigue ser de importancia y apoyo para la aplicacion y/o estudios
posteriores para la formulacién de productos antioxidantes o productos con

fines de industrializacion o innovacion tecnoldgica.
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Matriz de consistencia.

Titulo: ELABORACION DE UN JARABE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Moringa oleifera (moringa) PARA EVALUAR SU ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA FRENTE A CEPAS CLINICAS DE Escherichia coli.

Problema General Objetivo General Hipotesis General Variable Indicadores Método de
Independiente Investigacién
¢La elaboracion del jarabe del | Elaborar un jarabe que contiene el | El uso del jarabe que contiene | Jarabe del a. Marcha Nivel:
extracto  hidroalcohdlico de las | extracto hidroalcohdlico de las hojas | extracto hidroalcohdlico de las hojas | Extracto fitoquimica Experimental.
hojas de Moringa presentara de Moringa oleifera (moringa) para | de Moringa oleifera (moringa) | hidroalcohdlico | b. Solubilidad Enfoque:
. . . evaluar la actividad antibacteriana | favorece la actividad antibacteriana | de las hojas de | concentracion Cuantitativo
actividad antibacteriana frente a Longitudinal

- o ] frente a cepas clinicas de Escherichia | frente a cepas clinicas de Escherichia | Moringa del extracto
cepas clinicas Escherichia Coli? _ _ .
coli. coli. oleifera
(moringa)
Problemas especificos Objetivos especificos Hipétesis Especificos Variable Indicadores

Dependiente

,Qué tipo de metabolitos | Determinar cuales son los | El extracto  hidroalcoholico

secundarios poseera el extracto | tipos de metabolitos | extraido de las hojas de | Actvidad a. Halo de

. . . . . i . antibacteriana. | inhibicion
hidroalcohdlico las hojas de | secundarios presentes en el | Moringa Oleifera  (moringa)
Moringa Oleifera (moringa)? extracto hidroalcohdlico de las | posee metabolitos secundarios b. Tiempo

hojas de Moringa Oleifera
(moringa).

Determinar a qué
concentracion el jarabe que
contiene extracto
hidroalcohélico de las hojas de

Moringa

El jarabe que contiene extracto
hidroalcoholico de las hojas de
Moringa  Oleifera  (moringa)
posee efecto inhibitorio a mayor
concentracion frente a cepas

clinicas de Escherichia coli

Disefio Especifico:
Experimental
Ensayo pre-clinico

Temporalidad:
Prospectivo.

Propésito:
Aplicativo

Instrumento:
Ficha de recoleccién
de datos

Poblacion y
muestra:
30 placas de medio
de cultivo de Agar
MuellerHinton.
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¢, Qué concentraciéon del jarabe
con extracto hidroalcohélico de
las hojas de Moringa Oleifera
(moringa)? presentara mayor
efecto inhibitorio frente a cepas

clinicas de Escherichia coli

¢Cual sera la susceptibilidad
antibacteriana de las cepas
clinicas Escherichia coli frente
al  jarabe con extracto
hidroalcohélico de las hojas de
Moringa Oleifera (moringa) en

comparacion con azitromicina?

Oleifera(moringa)presentara
mayor efecto inhibitorio frente
a cepas clinicas de

Escherichia coli.

Evaluar susceptibilidad
antibacteriana de las cepas
clinicas de escherichia coli
frente al jarabe que contiene
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Moringa Oleifera
(moringa). comparados con

azitromicina

La susceptibilidad
antibacteriana de las cepas
clinicas de Escherichia coli
frente a las distintas
concentraciones del jarabe del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Moringa Oleifera
(moringa). posee mejor
porcentaje de inhibicién

comparados con azitromicina.
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Matriz de Operacionalizacién de variables.

Variables

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicadores

Independiente:
Jarabe  del Extracto
hidroalcoholico de Ia
hojas Moringa oleifera

(moringa)

Los componentes activos
presentes en la especie
vegetal presentaran
propiedades bioldgicas muy
variadas y suelen aplicarse
en terapia de diferentes

problemas de salud.

Metabolitos Secundarios

Prueba de Solubilidad

Flavonoides,
Alcaloides,
Compuestos
fendlicos,
Cumarinas,
Azucares
reductores,

entre otros.

Agua,
Acetona, N-
hexano,
Cloroformo,
Eter dietilico,
Metanol y
Etanol.

Dependiente:

Actividad Antibacteriana

Valoracion de la actividad
Inhibitoria de diferentes
componentes quimicos que
sirven de sustento en la
investigacion para el empleo
correcto en muestra

bacteriana.

Halo de Inhibicién

% de eficacia.
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CERTIFICACION MEDIO DE CULTIVO
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Liofilchem

Certificate of Analysis Page 1 of 1
Product Batch Expiralion date
Mueller Hinton Il Agar Q71817504 20201031
Ref. 610627 — E20627 — 6106275
Physical quality control 5pecification Resulis
Expected pH-value (25%C) 73202 73
Appearance of powder Fine, dry, homogeneous, free of exdranecus material  Conforms
Colour of powder Beige Conforms
Appearance of prepared medium Slightly opalescent Conforms
Colour of prepared medium Amber Conforms

Microbiological Pedformance

Tested according to CLS1 M22-A3, EM 150 11133, current CLS1 andior FUCAST methodology

Anlimicrobial Susceplibility Testing, Method of conlrol: Disc Diffusion

Conirol strains Antimicrobial agent Expected resulis Resulis
Lone range (mim)
Staphylococcus atirews Amoxicillin-clavulanic acid AUG 30 (20100 pg 1836 Conforms
ATCC® 15513 Ampicillin-sulbactam AMS 20 (104100 pg 1937 Conforms
et B e 2430 . Conboms
Staphylococcus atirews Erythromycin ERY 15 pg 1329 Conforms
ATCC® 29213 Rifampicin RD'5 pg 30-36 Conforms
oot Trimethopeim-cubamethoazole SXT25 (125287508 ... 2832 .. Conboms
Ezcherichiza coli Amoxicillin-clavulanic acid AUG 30 (20100 pg 18-24 Conforms
ATCC® 15522 Ampicillin AMP 10 pg 16-22 Conforms
Centamicin CN 10 pg 19-26 Conforms
Tetracycline TE 30 pg 18-25 Conforms
emenmren e Trimethoprim culamethoxazole SXTZS (1252379 pg ... 5 ... Confoms
Pseudomonas Ceftazidime CAZ 30 pg 1229 Conforms
aeruginosa Centamicin CM 10 pg 17-21" Conforms
ATCC® 7853
Ticarcillin-davulanic acid TTC 85 (754100 pg M-28 Conforms
oo nen e B T 2% .. Conboms
Enterococcus fascalis Trimethoprim-Sulfamethoxazole SXT 25 (1.25+23.75) pug 26-34 Conforms
ATCC®* X2

*Adjusied to meet both CL51 and FUCAST requirements

Batch Release
Approved
Deate 2407 2017 S.'w-.jun_- QUa]il:ndnl:rd
(D Vitagliano)
The itz obwined at the time of ral - 'I'l-l g.
rasults reponed wan a me of ralezze h ; J

Bliofilchem® :rl. Via Scozia - Zona Industriale 64026, Roseto degli Abruzzi (TE) Italy - Tel +39 0858930745 - Fax +39 08585930330

CoA Ref 610627 — 620627 — 6106275 Row. 4 of 20102015



CERTIFICACION DE PLACAS

BIOL@GT

GROUP LIMITED

1

= 2) The products listed below are EO sterilized. The products are sterile if
package ntegrity is not compramised,
66-1501 Petd  dishes 90 x 3mm Petri Dish with vented [id,
Sterile SUpicees/case

Sterile, 300picces/case

Cert fication Dare :2017-5-6

Certificate of Conformity

This is to cartify that,

Biologix Is the manufacturer of the followiag preduct:

66-1501 Petri dishes 90 x I5mm Petri Dish with vented [lid,

Our guality System has been found to conform to the Quality Systom

Standard ISO - 9001:2008

Lo#  JI0YT4£1550

Authorized Signarrz

Tel: +86531-67802668 Fax: +86.321 67802768 www.BislogixGroup.com

78



Fotos

79



80



81



82



83



Certificacion Bacterioldgica

84



Fotos Validacion Juicio de Expertos




86












90















