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RESUMEN

Moringa pertenece a la familia Moringaceae, un arbol originario de
determinadas regiones de Asia y Africa; este género comprende 13 especies,
las cuales son arboles de climas tropicales y subtropicales siendo la especie
mas popular Moringa oleifera. Las diferentes estructuras de la planta recogen
numerosos efectos saludables; tales como, antioxidantes, antiinflamatorios,
bactericidas, entre otros. El objetivo de esta investigacion fue; Evaluar la
actividad antibacteriana y ensayo fitoquimico de los extractos obtenidos en
tallos y hojas de Moringa oleifera en cepas de referencia internacional. Los
extractos de tallos y hojas fueron obtenidos mediante la técnica de
maceracion con disolventes organicos como hexano, diclorometano y etanol;
en una concentracion de 10.000ppm, posteriormente su composicién quimica
preliminar fue analizada cualitativamente mediante el ensayo fitoquimico,
logrando la identificacion de: esterol y compuestos fendlicos; derivados del
pirocatecol. La actividad antibacteriana se determiné mediante el método de
difusion en agar por disco (Kirby-Bauer) donde se demostré que todos los
extractos fueron activos frente a: Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, sin embargo,
Escherichia coli no presento actividad alguna.

Palabras claves: Moringa oleifera, actividad antibacteriana, ensayo
fitoquimico.
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INTRODUCCION

En el antiguo Egipto Moringa oleifera, era considerada como un producto
exotico, de lujo que se regalaba a reyes para incluirlo en sus tesoros que han
de llevar en las tumbas funerarias para la otra vida. Sin embargo, para el afio
1746 fue nombrado en un fragmento anénimo del Jardin Botanico de Madrid.
Durante gran parte del siglo XX ha sido conocida en Europa y Norte América
por la buena calidad de su aceite como lubricante industrial, ignorandose sus
propiedades alimenticias y curativas. No obstante, en 1946 aparecio en la
revista cientifica Nature el hallazgo y aislamiento de las raices de una
molécula de caracter antibidtico (Lopez, 2016).

Moringa, es un arbol caducifolio, de crecimiento rapido, con raices
tuberosas y gruesas, hojas verdes claro, de floracion abundante, con frutos
en capsulas colgantes que contienen semillas oscuras. Es originario de la
India, perteneciente a la familia: Moringaceae, el gran reconocimiento que ha
adquirido este arbol se debe a su caracter medicinal, ornamental, a sus
utilidades dentro de la naturaleza y a su extraordinaria facilidad de cultivo.
Esta arraigado en la cultura popular debido a sus propiedades curativas que
se le atribuyen para el tratamiento de diferentes afecciones (Doménech,
Durango y Ros, 2017).

Por esta razén, los productos naturales han sido aliados de la medicina
desde tiempos inmemoriales. Siendo la naturaleza una pieza clave para la
creaciéon de nuevos tratamientos, para ayudar a promover, mantener y
garantizar la vida y el bienestar de las personas. Por ello, la quimica permite
aislar el principio activo del compuesto y mejorar sus aplicaciones. En la
actualidad, la mayoria de los farmacos originados a partir de las plantas
siguen teniendo una posicion destacada pese a los avances que se han
producido en la materia, como en el desarrollo de la sintesis, la quimica
combinatoria o los procesos biotecnoldgicos de fermentacién microbiana

(Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia IPNA, 2019).



En tal sentido, los extractos de Moringa podrian ayudar a tratar trastornos
estomacales, prevenir y tratar el cancer, luchar contra enfermedades
bacterianas, proteger el sistema cardiovascular, entre otras enfermedades.
Sus propiedades antibidticas y antibacterianas ayudan a inhibir el crecimiento
de varios patdégenos y contribuir con la salud publica. Este panorama impulsa
al hombre para la busqueda y descubrimiento de nuevas drogas con eficacia
terapéutica (Cadman, 2020).

Este trabajo esta estructurado siguiendo las normas APA, a través de
cinco capitulos, el capitulo | esta titulado como El Problema, subtitulado,
Planteamiento del Problema, Justificacion e Importancia de la Investigacion,
Objetivos de la Investigacion, Alcances y Limitaciones de la Investigacion. El
capitulo Il esta titulado como, Marco Tedrico y subtitulado por, los Trabajos
Previos, Antecedentes Historicos, Bases Tedricas, Definicion Operacional de
Términos, Operacionalizacion de las Variables e Hipdtesis. El capitulo I
titulado, Marco Metodolégico y subtitulado, Tipo de Investigacion, Disefio de
Investigacion, Poblacién y Muestra, Sistema de Variables, Instrumento de
Recoleccion de Datos, Procedimiento o Metodologia de la Investigacion y
Disefio de Andlisis. El capitulo IV esta titulado como Resultados y
Discusiones, y el capitulo V esta titulado y compuesto por, Conclusiones y
Recomendaciones.

Finalmente, esta investigacién tiene como objetivo general: Evaluar la
actividad antibacteriana y ensayo fitoquimico de los extractos obtenidos en
tallos y hojas de Moringa oleifera en cepas de referencia internacional, con el
fin de proporcionar un aporte cientifico para el uso de la especie en la

prevencion y tratamiento de enfermedades.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La resistencia a los antibioticos es una de las mayores amenazas para la
salud, la seguridad alimentaria y el desarrollo. Los antibiéticos son
medicamentos utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas; sin
embargo, su resistencia ha ido aumentando dia tras dia, y propagandose en
todo el planeta, afectando a cualquier persona, independientemente de la
edad, sexo, o distribucion geografica (Organizacion Mundial de la Salud,
2020). En tal sentido, debemos iniciar por adquirir métodos alternativos que
no perjudiquen de manera radical al ser humanao.

El uso de M. oleifera para el control de diversas infecciones provocadas
por microorganismos es bien conocido, y en afios recientes se han generado
resultados cientificos que confirman su efectividad. Estudios in vitro han
comprobado la actividad de diferentes partes de la planta sobre los
microorganismos patodgenos. La acumulacion de radicales libres esta
asociada a la patogénesis de muchas enfermedades humanas. Ademas, los
antioxidantes son sustancias capaces de retardar o prevenir la formacion de
radicales libres, y su uso es estudiado de forma intensiva, particularmente
como tratamiento para accidentes cerebro vasculares, enfermedades
neurodegenerativas, asi como la prevencion del cancer y la cardiopatia
isquémica (Walter y Espinoza, 2011).

Los antimicrobianos son sustancias naturales o sintéticas capaces de
detener el crecimiento o directamente matar microorganismos. Una mezcla

de componentes antimicrobianos esta formada por la aparicion de diversos



niveles de resistencias bacterianas. Esto dio lugar a una competencia entre
los microorganismos, generando resistencias y seleccionandose en pro de
éstas y el hombre. Por su parte, imaginando, disefiando, en la basqueda de
nuevos compuestos mas eficaces y mas seguros para la lucha
antimicrobiana (Erracalde, 1996).

De tal forma, el arbol de Moringa es una buena fuente de proteinas,
grasas, Vvitaminas, minerales, que ayudan a combatir una serie
enfermedades; siendo comprobado su poco efecto de toxicidad. Por ello, la
investigacion cientifica ha demostrado que los extractos de Moringa ejercen
un amplio espectro de actividad protectora contra microorganismos
patdogenos. Asimismo, ayuda a controlar los niveles de azucar en sangre,
proteger la salud ocular, reforzar el sistema cardiovascular y favorecer el
bienestar de los huesos (Gowrishankar, 2010).

De manera que, la especie M. oleifera se utiliz6 como objeto de estudio
para evaluar si sus extractos poseen actividad antibacteriana que luchen con
bacterias grampositivas y gramnegativas, y ayuden a afrontar la inminente
amenaza que representa la resistencia bacteriana. Una vez descrita la
situacion actual del problema; el autor de la investigacion formula el siguiente
enunciado holopréxico:

¢,Cual es la relacibn que existe entre la composicion quimica de los
extractos en tallos y hojas de la especie M. oleifera y la actividad

antibacteriana frente a cepas de referencia internacional?



Justificacion de la Investigacion

En los dltimos afios se ha impulsado el interés en terapias alternativas y el
uso terapéutico de productos naturales, los cuales requieren de estudios
para comprobar su efectividad y establecer su toxicidad, dando de base
cientifica el uso terapéutico de las plantas medicinales; ya que los
antibioticos tradicionales se estan volviendo ineficaces, ya sea por; la
existencia de cepas multirresistentes, el abuso y uso incorrecto de farmacos
sintéticos, y la aparicion de nuevas enfermedades. En conjunto, esto lleva a
la necesidad de aumentar el conocimiento de los productos naturales, a fin
de conocer las propiedades de cada planta medicinal ampliando su uso y
logrando un mejor aprovechamiento de estos recursos naturales. (Flores,
2014).

Sin embargo, se estima que globalmente, la mitad de los medicamentos
se prescriben, se dispensan y se consumen de forma inadecuada. Por lo que
Su uso tiene importantes consecuencias adversas tanto para la salud de los
individuos como para la economia de sus familiares y los servicios de salud.
En tal sentido, otro factor que impulsa el desarrollo de investigaciones se
encuentra el hecho de que un gran porcentaje de la poblacion mundial no
tiene acceso a tratamientos farmacolégicos. (Flores, 2014).

Por lo tanto, la evaluacién de la actividad antibacteriana y la composicion
guimica de los extractos de M. oleifera generaron una respuesta a dicha

resistencia bacteria, ofreciendo asi un método alternativo.



Objetivos de la Investigacién

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana y ensayo fitoquimico de los extractos
obtenidos en tallos y hojas de Moringa oleifera en cepas de referencia

internacional.

Objetivos Especificos

e Obtener los diferentes extractos de los tallos y hojas de la especie M.
oleifera, mediante el método de maceracion utilizando disolventes en
orden de polaridad creciente.

e Determinar la composicion quimica de los diferentes extractos en
tallos y hojas de la especie M. oleifera mediante pruebas cualitativas
del ensayo fitoquimico.

e Comprobar la actividad antibacteriana de los extractos en tallos y
hojas de la especie M. oleifera mediante el método de difusién en agar

con discos (Kirby-Bauer) en cepas de referencia internacional.



Alcances y Limitaciones de la Investigacién

Alcances de la Investigacion

Se encuentra relacionado con la profundidad que se adquirirhd sobre la
problematica de estudio, durante el proceso de investigacion. Ademas, es un
evento de estudio que se puede investigar desde varios grados de
elaboracion, tales como; exploratorio, descriptivo, analitico, comparativo,
explicativo, predictivo, proyectivo, interactivo, confirmatorio y evaluativo
(Hurtado, 2010). En este sentido, la investigacion tiene como alcance evaluar
la accién antibacteriana de los diferentes extractos obtenidos de tallos y
hojas de la especie M. oleifera frente a cepas de referencia internacional
para promover estrategias terapéuticas de origen vegetal como alternativa al

creciente problema de resistencia bacteriana.

Limitaciones de la Investigacién

Para desarrollar este proyecto de investigacion se presentaron como
limitante la evaluacion sistematica relacionadas con aspectos teoricos,
técnicos y econdmicos. Por esta razén, una de las limitaciones que se
presentaron fue la dificultad de acceder a la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis; consecuencia a la pandemia del Covid-19, ademas, la carencia
de algunos servicios basicos como el servicio eléctrico, el agua, el gas, e
internet; que impidié la continuidad aplicada al desarrollo del estudio. Sin
dejar atras las limitaciones economicas donde hubo déficit para la obtencion
de materiales de laboratorio, papeleria, y algunos reactivos necesarios para

la realizacion de la parte experimental y presentacion del trabajo



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

La Rosa y Zarate (2021), en su trabajo de investigacion: Elaboracion de
un jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de M. oleifera para evaluar
su actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Escherichia coli,
tuvieron como objetivo principal: determinar la actividad antibacteriana del
jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de M. oleifera frente a cepas
clinicas de Escherichia coli. EI método que utilizaron fue: la preparacion del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de M. oleifera, realizaron el tamizaje
fitoquimico para comprobar la presencia de metabolitos secundarios; a través
de la técnica de maceracion. Para el ensayo microbiologico, emplearon el
método de difusion en disco, para evaluar el efecto inhibitorio mediante la
medida de los halos de inhibicibn generada por el jarabe del extracto
hidroalcohdlico, donde el control positivo fue la Azitromicina. Obtuvieron
como resultados; que el jarabe del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
M. oleifera presenta efecto antibacteriano frente a las cepas de E. coli con
aproximacion cercana al control positivo del farmaco Azitromicina, sometidos
a una concentracion de 10.000 ppm. Asimismo, observaron la presencia de
metabolitos bioactivos flavonoides, alcaloides y compuestos fendlicos
quienes tienen relacion con el efecto antibacteriano frente a E. coli. Llegaron
a la conclusion; donde comprobaron que el jarabe del extracto
hidroalcoholico de las hojas de M. oleifera tiene efecto antibacteriano frente a

cepas clinicas de E. coli.



Con respecto a, Zamata y Milagro (2020), en su trabajo de investigacion
titulado: Avances en el conocimiento del efecto terapéutico de la Moringa
oleifera, obtuvieron como objetivo principal: investigar el avance del efecto
terapéutico de la planta M. oleifera; donde, para su desarrollo llevaron a cabo
una recopilacion y revision de varias publicaciones cientificas. De los
estudios revisados; confirmaron, que distintas partes de la planta; hoja,
semilla, flor y raiz presentaban componentes fitoquimico como flavonoides,
fenoles, alcaloides, taninos, saponinas, oxalatos, proteinas y vitaminas;
posibles responsables de su accion terapéutica, dependiendo ademas, su
eficacia en los tratamientos. De esta manera, actualmente los resultados de
los estudios revisados in vitro, demostraron que los flavonoides de las hojas
de M. oleifera tienen efecto antiinflamatorio, hepatoprotector, antioxidante,
antidiabético, neuroprotector. Por otra parte, afirman que la cantidad que se
obtiene de los principios activos varian de acuerdo a los factores climaticos y
métodos empleados de extraccion.

En otro estudio realizado por Borjas y Sarasti (2018), titulado: Evaluacion
de la actividad antimicrobiana mediante la extraccion de la fraccién activa
presente en las hojas de la especie Moringa oleifera frente a
microorganismos patégenos. En este estudio, obtuvieron extractos etanolicos
por el método de Soxhlet a partir de las hojas frescas y hojas secas de la
especie vegetal; con una concentracion de 90,24 mg Quercetina/mL. Por otro
lado, evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto total y de la fraccion
activa mediante el método del pozo en agar frente a microorganismos
patdogenos, donde obtuvieron como resultado que el extracto total y la
fraccibn extraida, exhiben patrones de sensibilidad eficaces frente a
enterobacterias (Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae) debido a que los
halos de inhibicion obtenidos son = 23 mm, superando los valores de
referencia, un patrén de sensibilidad aceptable para Staphylococcus aureus
ya que los halos de inhibicién obtenidos son = 14 mm, por lo tanto, lograron

determinar que estas cepas son sensibles a los extractos obtenidos, y una



susceptibilidad antimicrobiana intermedia frente a Pseudomonas aeruginosa
ya que el patrén de sensibilidad es = 21 mm, por lo tanto, con los halos
de inhibicién experimentales obtenidos pudieron deducir que esta cepa no es
totalmente sensible a este tipo de extracto, ya que sus valores son menores
que los de referencia.

Por otra parte, Arévalo (2017), efectud el trabajo: Efecto antibacteriano y
citotoxico de los extractos metandlicos a base de Moringa oleifera y
Azadirachta indica sobre cepas de Enterococcus faecalis; cuyo objetivo fue:
Evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotoxico de dos extractos
metandlicos Moringa oleifera y Azadirachta indica sobre cepas de
Enterococcus faecalis, el método utilizado para la preparacion de los
extractos metandlicos fue in vitro a través de la técnica de maceracion; y 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 concentracion minima inhibitoria (CMI) la determino
por el método de microdilucion y la citotoxicidad usando la linea celular
MDCK a bajas concentraciones de 0 a 100 pg/mL. De esta manera, el
resultado que logro obtener fue el siguiente; el extracto metandlico que
obtuvo mayor efecto antibacteriano en 24 y 48 horas frente a Enterococcus
faecalis fue la M. oleifera obteniendo un halo de 35.5 + 1.05. En definitiva,
logro demostrar que los extractos metandlicos de Moringa oleifera y
Azadirachta indica tienen efecto antibacteriano contra cepas de
Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas, y manifestd, que ninguno de los
dos extractos resultd ser téxico sobre lineas celulares a bajas

concentraciones.
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Antecedentes Histoéricos

El uso de los agentes antimicrobianos en la terapia de las enfermedades
infecciosas, ha constituido un acontecimiento sin precedentes, porque la
curacién y control de las infecciones permiti6 modificar favorablemente el
panorama de la morbilidad y mortalidad del adulto. La llamada “Edad de Oro”
de los antibioticos comienza en 1941 con la produccion de la Penicilina a
gran escala y su utilizacion con buenos resultados en ensayos clinicos. Sin
embargo, se calcula que la mayoria de los pacientes hospitalizados reciben
tratamiento antimicrobiano, por lo que en las Ultimas décadas se han
obtenido numerosos compuestos de esta indole. Por esta razon, su amplio
uso fomenta el aumento de la resistencia de las bacterias, lo que cree una
gran necesidad para la elaboracién de nuevos tratamientos (Sande, 1982).

En tal sentido, fue a mediados del siglo XX que los extractos se volvieron
populares como método para mejorar la salud. Este movimiento tomo mucha
fuerza por dos razones principales: la popularidad de los tratamientos
naturales provenientes de la medicina alternativa y por las nuevas
tecnologias: la refrigeracién y el desarrollo de los extractores. EI hombre, ha
usado los productos naturales desde tiempos inmemorables, no solo para
satisfacer su hambre, sino con el fin de sanar sus enfermedades y cicatrizar
sus heridas. Por tal motivo, Hipdcrates considerado el padre de la medicina,
otorga extrema importancia a la medicina preventiva. Durante la edad media,
el estudio de las plantas medicinales estaba en manos de los monjes;
quienes experimentaban sus conocimientos para emplear tratamientos
contra una serie de enfermedades (Batei, 2007).

Posteriormente, desde su origen, el hombre ha mantenido una estrecha
relacion con los recursos naturales; de éstos, las plantas han sido para el ser
humano una de las mas importantes y utilizadas principalmente por su
disponibilidad. A la fecha, se han reportado alrededor de 50.000 especies de

plantas con algun uso medicinal. Aunque su uso nunca ha dejado de ser
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vigente, el avance de la ciencia y la tecnologia ayudo a que los principios
activos contenidos en estas plantas sean sintetizados quimicamente,
haciéndolos disponibles en dosis adecuadas para cada tratamiento (Mufioz,
2000).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 1979; una
planta medicinal fue definida como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos. Por ello, estas plantas también tienen importantes aplicaciones en
la medicina moderna. Entre otras, son fuente directa de agentes
terapéuticos, ya que se emplean como materia prima para la fabricacién de
medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus
principios activos pueden servir de modelo para la elaboracion de drogas
sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos

en la bausqueda de nuevos medicamentos (Oliveira y Velazquez, 2005).

Bases Teodricas

Familia Moringaceae

Las Moringaceae son una familia de arboles de hojas caediza y corteza
gomosa, hojas compuestas alternas, doble o triplemente pinnadas; con
foliolos opuestos y sin estipulas. Este tipo de familia, es un pequefio grupo
dentro del orden de las Brassicales, donde se encuentran especies como el
rabano y las alcaparras. La Moringa es el Unico género dentro de
Moringaceae. Este género comprende 13 especies, todas las cuales son
arboles de climas tropicales y subtropicales. (Berendsonhn y Monterrosa,
2012).

El area de distribucién geografica, corresponde al continente Africano y

parte de Asia, incluyendo la Peninsula de Arabiga y la India. Diferentes
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estudios han demostrado la presencia de compuestos quimicos tales como;
glucosinolatos, isotiocianatos, flavonoides, y antocianinas. (Berendsonhn y
Monterrosa, 2012).

Tabla 1. Descripcion taxondémica de la familia Moringaceae

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Moringaceae
Género Moringa
Especie Moringa oleifera

Tomado y modificado de Berendsonhn 'y
Monterrosa, 2012.

Género Moringa

El género Moringa, se valora principalmente por ser rico en proteinas,
minerales, beta-caroteno, tiamina, riboflavina, y otras vitaminas. Es un
género de arbustos y arboles con multiples usos: sus hojas, raices y vainas
no maduradas se consumen como hortaliza. Este arbol caducifolio suele
medir entre 5 y 10 metros de altura, con una copa por lo general en forma de
cono y unas flores de color blanco y pétalos alargados. Ademas, de ser rico
en proteinas, vitaminas y minerales; sus semillas han permitido la purificacion
del agua, actuando como elementos bioabsorbentes y con capacidad
antimicrobiana, asi como coagulante en la potabilizacibn de aguas crudas
(Castillero, 2019). Entre las especies mas reconocidas a nivel industrial y de
uso tradicional que conforman el género Moringa se encuentran las

siguientes (Colmeiro, 1995):
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e Moringa oleifera

¢ Moringa ovalifolia

e Moringa peregrina

e Moringa arbérea

e Moringa borziana

e Moringa concanensis
e Moringa drouhardii

e Moringa longituba

e Moringa pygmaea

e Moringa rivae

e Moringa ruspoliana
¢ Moringa stenopelata

e Moringa hildebrandtii

Moringa oleifera

La Moringa es un arbol que proviene del sur de Himalaya, que se ha
extendido a otras partes de India, Bangladesh, Afganistan, Pakistan, Sudeste
Asiatico, El Caribe, Centroamérica y gran parte de Suramérica. Se cree que
fue trasladada de la India a Africa por los ingleses para luego ser introducida
al Caribe por los franceses y de alli fue llevada a Centroamérica. Prospera
preferiblemente en zonas tropicales con temperaturas por encima de 15 °C,
con una precipitacion menor a los 1000 mm. Detallando un poco mas las
condiciones agrondémicas se conoce que la M. oleifera se ha extendido
desde su zona natural, un estado silvestre, como una planta cultivada a lo
largo de la franja tropical, tanto hacia el pacifico como hacia Africa y América
(Agudelo y Alvarez, 2020).

Evidentemente, crece hasta 12 metros de altura y sus especies se

caracterizan por tener hojas pinnadas grandes, y cada hoja dividida en
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muchos foliolos, que se disponen sobre un armazon al cual llaman raquis.
Los frutos forman una capsula larga y lefiosa que al alcanzar la madurez se
abre en 3 valvas que son separadas la una de la otra por su longitud,
guedando unidas solo en la base. En la mayoria de las especies, las semillas
tienen 3 alas longitudinales. En la Figura 1, se especifican las partes de la
planta y la forma de sus frutos y semillas (Agudelo y Alvarez, 2020).

Figura 1. Partes de la moringa
A. Corresponde a toda la planta B. Fruto cerrado C. Fruto abierto
D. Semilla. Tomado y modificado de Olso y Fahey, 2011.

Por una parte, la Moringa es un arbol de alta plasticidad biolégica y su
area de cultivo puede extenderse fuera de sus limites naturales, tolerando
casi todo tipo de suelos. Ademas, su pH varia entre 4.5 y 8, se puede plantar
en zonas marginales y puede llegar a crecer en suelos ligeramente salinos,
sueltos, arenosos y cerca de cauces de agua. Sin embargo, no resiste a los
suelos arcillosos. Dentro de las condiciones de temperatura se adapta al
calor del tropico, himedo y seco. Por esta razén, su temperatura éptima es
de 25 a 35 °C. En temperaturas menores a 14 °C no florece y no resiste a
temperaturas por debajo de 8 °C durante varios dias consecutivos. Su
crecimiento es rapido, y las podas se hacen necesarias para aumentar el

namero de ramas y hojas, la moringa, en condiciones 6ptimas fructifica dos
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veces al afio y en cuanto a su longevidad vive durante 20 aflos como tiempo
méaximo (Agudelo y Alvarez, 2020).

Se conoce por diferentes nombres vernaculos, tales como: Acacia, Arbol
de las Perlas, Arango, Caragua, Flor de Jacinto, Palo Jeringa, Paraiso
Blanco, Perla de la India, Murunga, Murinna, Moringo, Arbol de la Vida. Este
altimo nombre es una medida de la importancia de esta planta para
solucionar problemas de salud que, de otra manera, podrian considerarse
incurables. Desde hace milenios, practicamente todas las partes de M.
oleifera han sido utilizadas por el hombre. Las hojas, las flores, los frutos y
las raices son apreciados por su valor nutritivo y pueden ser usados tanto en
la alimentaciéon humana como en la animal (Gonzalez, 2013).

Moringa oleifera es rica en sacarosa (Figura 2), ramnosa (Figura 3),
glucosinolatos (Figura 4), B-sitosterol (Figura 5), bencil isotiocianato (Figura
6). A continuacién se detalla la composicion quimica presente en las

diferentes partes de la especie (Tabla 2) (Pérez, Jaramillo y Marquez, 2013).

CH,OH

0 CH,OH

OH HO
OH © CH,OH
OH OH

Figura 2. Estructura quimica de la sacarosa

OH O OH
CHj

OH OH

Figura 3. Estructura quimica de la Ramnosa
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Figura 4. Estructura quimica de los
Glucosinolatos

Figura 5. Estructura quimica del 3-sitosterol
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@N S5

Figura 6. Estructura quimica del Bencil isotiocianato
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Tabla

2. Composicion quimica de la Moringa

Organo Empleado Composicién quimica

Raices Contienen alcaloides, triterpenos y esteroles,

azucares reductores, mucilagos y compuestos
fendlicos

Tallo Se han encontrado dos alcaloides: moringina y
moringinina. Por otro lado, se han aislado [3-
sitosterol y 3-sitostenona

Hojas Contienen flavonoides, compuestos fendlicos y
carotenoides

Flores Sacarosa, D-glucosa, trazas de alcaloides, cera,
guercetina, y flavonoides.

Semillas Bencilcarbamato, bencil isotiocianato,

niazimicina, B-sitosterol.

Nota: tomado y modificado de Pérez, Jaramillo, y Marquez, (2017).

Ent

re los usos mas frecuentes de la Moringa se puede mencionar:
Alimentacion humana y animal, obteniendo buenos resultados en la
produccion avicola, porcina, ovina, y caprina.

Se emplea para la purificacion del agua al reducir su turbidez y la
contaminacion por bacterias.

Como fertilizante, agente de limpieza, pesticida, la pulpa se utiliza para
hacer papel de prensa y papel celofan.

La flor es una importante fuente de polen y néctar para las abejas.

De la corteza se obtienen fibras con las que se elaboran cuerdas y
sogas.

Extraccion de taninos aptos para el curtido de pieles.

La Moringa evita la erosion del suelo por lo que se recomienda para
zonas aridas y semiaridas.

Es una planta con gran cantidad de propiedades nutritivas y
terapéuticas.
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e Se puede considerar como uno de los alimentos que contribuyen a

lograr bienestar y prevenir enfermedades debido a sus efectos

antioxidantes (Bonal, Rivera y Bolivar, 2012).

La M. oleifera ha formado parte de la alimentaciéon y medicina tradicional

por miles de afos, pero su auge reciente en el mundo se debe a dos

descubrimientos; uno de ellos fue, la administracion de polvo de hoja seca de

Moringa a madres en

lactancia en situacion de inanicibn extrema,

aumentando la produccion de leche. El segundo descubrimiento se realizo en

laboratorio confirmando sus propiedades anticancerigenas en animales (Olso

y Cardenas, 2016). En la tabla 3, se puede reflejar una recopilacién de los

usos medicinales que estan asociados a la Moringa.

Tabla 3. Usos medicinales de la Moringa

Organo Empleado

Uso Medicinal

Raices Abortivo, analgésico, antiinflamatorio,
antituberculosa, asma, fertilidad, laxante,
lumbalgia, odontalgias, picadura de serpiente

Tallo Antipirético, abortivo, antihelmintico, antifingico,
antipaludico, antituberculoso, antitumoral,
confusibn mental, enfermedades oculares,
hepatitis.

Hojas Antigripal, antidiabético, antihipertensivo,
ansiolitico, bronquitis, cataratas, conjuntivitis,
disfuncién sexual, diurético, faringitis,
hemorroides, hinchazones glandulares, VIH.

Flores Abortivo, afrodisiaco, antiinflamatorio,
antipsicotico, antitumoral, esplenomegalias,
mialgias.

Semillas Antipirético, antituberculoso, antitumoral,
enfermedades venéreas, histeria,

hepatoprotector, purgante.

Nota: Tomado y modificado de Lopez, (2016).
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Metabolismo secundario de las Plantas

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las
células de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de
otras mas simples, o para degradar las complejas y obtener las simples. Las
plantas, organismos autétrofos, ademéas del metabolismo primario presente
en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite
producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos
compuestos derivados del metabolismo secundario, se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan propiedades
bioldgicas, muchos desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por
sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas,
herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Ademas, reciben también la
denominacion de productos naturales (Bruneton, 2001).

Estos productos naturales pueden clasificarse de distintas maneras:

1. Segun su biosintesis: la mayoria de ellos provienen de reacciones
enzimaticas, utilizando la glucosa como fuente de carbono; la cual es
fotosintetizada en las plantas verdes y obtenidas a partir del entorno
en los organismos heter6trofos. Hoy dia, existen tres rutas principales
para la formacion de metabolitos secundarios:

¢ Ruta del acido mevalénico: a partir de €l se forman enlaces de
prenilo que tras uniones sucesivas conducen a isoprenoides
(terpenoides, carotenoides, esteroides).

¢ Ruta del acetato-malonato: a partir del malonato y acetato se
forman los policétidos y acidos grasos

e Ruta del acido shikimico: a partir de él se forman los
aminoacidos y desde ellos los otros compuestos aromaticos

mas complejos (flavonoides y alcaloides).
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2. Segun su actividad fisiolégica: esta clasificacion es independiente de
su estructura 'y biosintesis ocasionalmente se encuentra
correlacionados entre su aspecto y actividad.

3. Segun su estructura quimica: se trata de una clasificaciéon formal
basada en el tipo de esqueleto molecular:

e Compuestos grasos o alifaticos de cadenas abiertas como los
acidos grasos, azUcares y gran cantidad de aminoacidos.

e Compuestos ciclo alifaticos como terpenoides, esteroides y
algunos alcaloides.

e Compuestos aromaticos o benzoicos como fenoles, quinonas.

e Compuestos heterociclicos como alcaloides, flavonoides, bases
de &cidos nucleidos (Carey, 2003).

Alcaloides: son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios
gue tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al
menos un atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biologica.
La mayoria son heterociclicos aunque algunos son compuestos nitrogenados
alifaticos (no ciclicos). Los alcaloides se pueden dividir en los siguientes
grupos: alcaloides isoquinoléicos, alcaloides quinolizidinicos, alcaloides
pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides inddlicos (Figura 7). En
humanos, los alcaloides generan respuestas fisiol6gicas y psicoldgicas la
mayoria de ellas consecuencia de su interaccidbn con neurotransmisores. A
dosis altas, casi todos los alcaloides son muy téxicos. Sin embargo, a dosis
bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante muscular, tranquilizante
y analgésico. Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina y
triptéfano, aunque algunos como la nicotina y compuestos relacionados

derivan de la ornitina (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 7. Estructura quimica del indol

Saponinas: se encuentra como glucosidos esteroideos, o bien glucosidos
triterpenos. Son por tanto triterpenoides o esteroides que contienen una o
mas moléculas de azlUcar en su estructura. Se pueden presentar como
agliconas, es decir, sin el azucar (el terpeno sin el azucar), en cuyo caso se
denomina sapogenina. Las saponinas (Figura 8) ofrecen una alta actividad
superficial debido a la combinacién estructurada de un grupo polar (azlcar) y
uno no polar (esteroide o triterpeno), propiedad que permite su uso como un
detergente natural, agente estabilizante, emulsificador en productos de

limpieza y cosméticos (Avalos y Pérez, 2009).

RO

Figura 8. Estructura quimica de la Saponina

Terpenos: constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios.
La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos
primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Suelen ser insolubles en agua y derivan de la
union de unidades de isoprenos; (5 atomos de Carbono) (Figura 9). En las
plantas, los isoprenos basicos para la sintesis de los terpenos son el
isopentenil pirofosfato (IPP) o su isémero dimentilalil pirofosfato (DMAPP).
Los sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se producen en el citosol y en

el reticulo endoplasmico; mientras que los monoterpenos, diterpenos,
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tetraterpenos y algunas quinonas preniladas se originan en los plasmidos.
Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso, como
aromas y fragancias, en alimentacion y cosmeética o por su importancia en la
calidad de productos agricolas. Ademas, tienen importancia medicinal por
sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales,

antimicrobianas (Avalos y Pérez, 2009).

A

Figura 9. Estructura quimica del Isopreno

Flavonoides: su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en
dos anillos aroméaticos unidos por un puente de tres carbonos (Figura 10). Se
clasifican en funcién del grado de oxidacién del puente de tres carbonos,
siendo las principales antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles, e
isoflavonas. En las plantas, algunos flavonoides confieren resistencia contra
la fotooxidacion de la luz ultravioleta del sol. Asimismo, la resistencia a las

infecciones fungicas y virales (Avalos y Pérez, 2009).

L

Figura 10. Estructura quimica de Flavonoides

Fenoles: las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios
gue contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de
compuestos fenolicos, polifenoles, o fenilpropanoides y todas ellas derivan
del fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (Figura 11). Desde el
punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que

comprende desde moléculas sencillas como los &cidos fendlicos hasta
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polimeros complejos como los taninos y la lignina. Poseen caracteristicas
asépticas y citotoxicas; ya que aquellos que son clorados pueden atravesar

la membrana celular (Avalos y Pérez, 2009).

OH

Figura 11. Estructura quimica del Fenol

Taninos: son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizdndolas. EI nombre de tanino procede de la antigua practica de
utilizar extractos vegetales para convertir la piel animal en cuero. Comprende
dos clasificaciones estructurales: taninos condensados (Figura 12); los
cuales son polimeros de unidades de flavonoides unidas por enlaces C-C, no
pueden ser hidrolizados pero si oxidados por un acido fuerte, y los taninos
hidrolizables; los cuales son polimeros heterogéneos que contienen acidos
fendlicos, sobre todo acido gélico y azucares simples; son mas pequefios

que los condensados y se hidrolizan mas facilmente (Avalos y Pérez, 2009).

HO

Figura 12. Estructura quimica de los taninos condensados
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Triterpenos: entre los triterpenos se encuentran los esteroles derivados del
escualeno, una molécula de cadena lineal de 30 carbonos de la que derivan
todos los triterpenos ciclicos. Los esteroles que contienen un grupo alcohol,
el cual es el caso de casi todos los esteroles vegetales, se denomina
esteroles. Los mas abundantes en las plantas son el estigmasterol (Figura
13) y el sitosterol. De esta manera, los esteroles poseen propiedades
terapéuticas como: antivirales, analgésicos, anticonceptivos vy
antiinflamatorios. Ademas, poseen importancia farmacologica ya que
comprenden sustancias como: hormonas sexuales, vitamina D, y antibidticos
(Avalos y Pérez, 20009).

HO
Figura 13. Estructura quimica del Estigmasterol

Extractos

Un extracto de plantas, son preparados a base del resultado de la
maceracion de la planta escogida junto a un disolvente. Pueden presentarse
como extractos liquidos: obtenidos sin la eliminacion del solvente o
eliminandolo de forma parcial y extractos secos: obtenidos con la eliminacion
del solvente. Es una solucion alcohdlica que extrae las propiedades de las
plantas; y se realiza para obtener un concentrado de principios activos
(Jawetz, 2012).

25



Métodos de Extraccion

La extraccion puede realizarse a partir de plantas frescas, secas, semi-
secas o0 fermentadas; consiste en separar las sustancias obteniendo dos
componentes: el extracto en si y el residuo (llamado bagazo).

e Maceracion: es un proceso de extraccion sélido-liquido, donde la
materia prima posee una serie de compuestos solubles en el liquido
de extraccidon que son los que se pretende extraer. El proceso de
maceracion genera dos productos que puede ser empleados
dependiendo de las necesidades de uso, el solido ausente de
esencias o el propio extracto. Es el procedimiento de extraccion mas
simple, al conjunto de droga més solvente se le protege de la luz, para
evitar posibles reacciones y debe agitarse continuamente; el tiempo
de maceracion es diverso, las distintas Farmacopeas prescriben
tiempos que oscilan entre cuatro y diez dias (Carrién y Garcia, 2010).

e Lixiviacion: el material vegetal pulverizado se coloca en un
percolador, haciendo pasar continuamente el solvente. Al atravesar
sucesivamente las capas del material, impelido por su propio peso y
por la presion de la columna liquida, dicho solvente se satura de los
principios solubles (Carrion y Garcia, 2010).

e Digestion: consiste en el aumento progresivo de la temperatura
consiguiendo un mayor rendimiento de la extraccion, disminuyendo la
viscosidad del solvente lo que hace éste pueda ingresar mas
rapidamente al interior de las células y asi extraer los principios
activos (Carrion y Garcia, 2010).

e Infusién: proceso mediante el cual se somete a la droga previamente
humedecida al contacto con el solvente a una temperatura igual a la
de ebullicién del agua por cinco minutos, se deja enfriar a temperatura

ambiente y se prepara al 5 % (Carrion y Garcia, 2010).
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e Decoccion: consiste en llevar a la mezcla de droga mas disolvente a
la temperatura de ebullicion del agua, manteniendo esta temperatura
durante un periodo de tiempo que oscila entre 15 a 20 minutos
(Carrién y Garcia, 2010).

Ensayo Fitoquimico

El ensayo fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli,
orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento
de los grupos de mayor interés. El estudio fitoquimico consiste en la
extraccion de la planta con solventes apropiados, tales como: agua, acetona,
alcohol, cloroformo, hexano y éter. Otro solvente, el diclorometano, se usa
especificamente para la extraccion de terpenoides. Posterior a la extraccion,
se llevan a cabo reacciones de coloracion y precipitacion. Permitiendo una
evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo
(Palacios, 2008).

De esta manera, los resultados del estudio fitoquimico constituyen
Unicamente una orientacién la cual debera ser interpretada en conjunto con
los resultados del screening farmacolégico. Asi cuando una planta revela
accion sobre el sistema nervioso central durante el tamizaje farmacoldgico y
presencia de alcaloides en el screening fitoquimico, es bastante probable
que la accion farmacoldgica se deba a la fraccién alcaloidal. Por otro lado, el
hecho de evidenciarse accion antiinflamatoria en el tamizaje farmacologico y
la presencia de flavonoides en el ensayo fitoquimico, puede dar lugar a
procesos de aislamiento y sometiendo a pruebas mas especificas de estos
compuestos (Palacios, 2008). Entre las distintas pruebas quimicas de

identificacion tenemos:
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Determinacion de Alcaloides; mediante la prueba de Wagner; Mayer y
Dragendorff; se fundamenta en la capacidad que tienen los alcaloides
en estado de sal de combinarse con el yodo y metales pesados
formando precipitados (Dominguez, 1979).

Determinacion de Saponinas; mediante la prueba de Altura de la
Espuma; se basa en la presencia de un nucleo esteroidal o
triterpénico; esta caracteristica les confiere un caracter anfétero que
les permite actuar como tensoactivos (Carvajal, Hata, Sierra y Rueda,
2009).

Determinacién de Flavonoides; mediante la prueba de Shinoda; se
fundamenta en la reaccion del magnesio con el HCL conc, y el
hidrogeno generado produce la reduccion del ion flavilio al color rojo
escarlata (Dominguez, 1979).

Determinacién de Fenoles; mediante la prueba de Tricloruro Férrico;
esta respuesta se debe al ataque producido por el ion cloruro al
hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la
union del grupo fendxido al hierro, provocando una precipitacion
(Dominguez, 1979).

Determinacion de Triterpenos; mediante la prueba de Lieberman-
Burchard, la presencia de color es debido al grupo hidroxilo (-OH) del
colesterol lo que genera un aumento en la conjugacion de la
instauracion del anillo, fusién adyacente (Dominguez, 1979).
Determinacion de Taninos: mediante la prueba de la gelatina al 1 %,
son polifenoles que tienen la propiedad de unirse a las proteinas y
precipitarlas; la presencia de taninos se observa mediante un
precipitado blanco (Carvajal, Hata, Sierra y Rueda, 2009).
Determinacion de Quinonas: mediante la prueba de H,SO,; las
guinonas son dicetonas insaturadas, que por reduccion se convierten

en polifenoles los que facilmente las regenera por oxidacion. Esta
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reaccion da como resultado una coloracibn de amarilla a roja
(Dominguez, 1979).

8. Determinacion de Cumarinas: mediante la prueba de NH4OH
(Hidréxido de amonio concentrado), se basa en la apertura y
solubilizacion en medio basico, se caracteriza por su intensa absorcion
en la region ultravioleta del espectro, las cuales al ser examinadas a la
luz ultravioleta presentan una coloracién en presencia de amoniaco
(Dominguez, 1979).

Generalidades de las Bacterias

Las bacterias son organismos procariotas unicelulares, se reproducen por
fision binaria siendo la mayoria de ellas de vida libre, y se encuentran en casi
todas las partes de la Tierra. Son vitales para los ecosistemas del planeta.
Algunas especies pueden vivir en condiciones realmente extremas de
temperatura y presion. Por ello, el cuerpo humano esta lleno de bacterias, de
hecho se estima que contiene mas bacterias que células humanas. La
mayoria de estas que se encuentran en el organismo no producen ningun
dafio, al contrario, algunas son beneficiosas. No obstante, una cantidad
relativamente pequefa de especies son las que causan enfermedades (Pirez
y Mota, 2006).

Como caracteristica principal, las procariotas no poseen compartimientos
intracelulares delimitados por membranas, por lo que carecen de membrana
nuclear. Ademas, es importante destacar que su ADN es circular y cerrado,
posee una pared celular compuesta por peptidoglicano, asi como, la
presencia de fimbrias; logrando tener flagelos para impulsar la célula
bacteriana. Por esta razon, la clasificacion mas sencilla de las bacterias se
deben a las caracteristicas de su pared celular, sus propiedades genotipicas

y fenotipicas (Pirez y Mota, 2006). De esta manera, se dividen en:
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Distincion macroscopica

Se realiza en funcion de las caracteristicas de crecimiento en distintos
medios de cultivo selectivos con diferentes nutrientes. Por esta razon,
mediante el uso de los medios de cultivo adecuados se puede determinar
también la capacidad de resistir frente a determinados antibioticos, de
fermentar azucares especificos, de lisar los eritrocitos o de hidrolizar los
lipidos. Las bacterias crecen en colonias, y pueden ser definidas por la suma
de sus caracteristicas, como su olor, color, tamafio y forma (Murray,
Rosenthal y Pfaller, 2009).

Distincion microscopica

Este aspecto incluye el tamafio, la forma y la configuracion de las bacterias
(cocos, bacilos, curvos, espirales), y la capacidad de captar el colorante
Gram (grampositivos o gramnegativos) es el modo mas frecuente de

distinguir las bacterias (Murray y cols., 2009).

Tincion de Gram

Es una prueba rapida, potente y sencilla que permite reunir las bacterias
en dos grandes grupos principales; de esta manera, permite establecer un
diagnéstico inicial y asi, iniciar un tratamiento adecuado, basandose en las
diferencias que presentan las bacterias. Estas bacterias son fijadas con
calor, o se dejan secar sobre el portaobjeto, se tifien con violeta cristal, que
es un colorante que se precipita con yodo, luego se elimina el exceso de
colorante, después se lava portaobjeto con un decolorante cuya base es la
acetona y en seguida, se lava con agua. Mas adelante, se afiade un
contraste, la safranina, para tefir las células decoloradas; cabe destacar, que

todo el proceso se realiza en menos de 10 minutos (Murray y cols., 2009).
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De este modo, las bacterias grampositivas se tifien de color morado
porque el colorante queda atrapado en una gruesa capa de peptidoglicano
en forma de malla entrelazada, que rodea a la célula. Mientras las bacterias
gramnegativas tienen una capa de peptidoglicano mas delgada, que no
retiene el violeta cristal, ocasionando que las células se tifian con la safranina

y se observen de color rojo o fucsia (Murray y cols., 2009).

Bacterias Grampositivas

La pared celular bacteriana de las grampositivas, es mas gruesa y de
estructura mas sencilla, que de las gramnegativas, estan constituidas por un
60 % aproximadamente de peptidoglicano y un porcentaje relativamente bajo

de &cidos teicoico y teicuronicos (Figura 14) (Barrios, 1996).

Bacterias Gramnegativas

Estructuralmente son mas complejas que las grampositivas. Se
encuentran formadas por una capa fina de peptidoglicano por un espacio
periplasmico o zona intermedia, la membrana externa se basa en una doble
capa de fosfolipidos y lipopolisacaridos. Ademas, poseen paredes celulares
mas complejas, desde el punto de vista estructural, la pared celular contiene
dos capas situadas en el exterior de la membrana citoplasmatica y por fuera
de esta membrana se encuentra una delgada capa de peptidoglicano que
representa tan solo un 5 % al 10 % del peso de la pared celular (Figura 14)
(Barrios, 1996).
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Figura 14. Pared celular de las bacterias grampositivas y gramnegativas.
Tomado y modificado de Sanchez, 2006.

Microorganismos patégenos

Staphylococcus aureus: es un microorganismo que se encuentra en la piel
y fosas nasales de las personas sanas. Sin embargo, causa gran variedad de
infecciones, desde pequefias en la piel, como ampollas, foranculos, vejigas y
abscesos cutaneos; hasta enfermedades como neumonia, meningitis,
endocarditis, sindrome del shock téxico y sepsis. Es un coco inmévil, de 0,8 a
1 micrémetro de didmetro, que se divide en tres planos para formar racimos
de uvas, respondiendo positivamente a la tincibn de Gram, es un aerobio y
anaerobio facultativo por lo que puede crecer tanto en una atmosfera con o
sin oxigeno, no presenta movilidad ni forma capsula. Por ello, es capaz de
crecer hasta en un 10 % de sal comun y logrando asi un crecimiento en el

agua del mar (Morcillon, 2005).

Enterococcus faecalis: es un tipo de bacteria anaerobia conocido como
cocos, que puede ocurrir singularmente, en parejas o en pequefias cadenas.
Es grampositiva en su estructura bioquimica, el E. faecalis ha ganado
notoriedad por ser una de las principales causas de infecciones

nosocomiales (infecciones adquiridas en el hospital), que se caracterizan por
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fiebre y confusion. No obstante, los tipos mas comunes son las infecciones
del tracto urinario, que pueden estar acompafadas de sintomas; como dolor

y sangrado al orinar (Ryan, 2004).

Klebsiella pneumoniae: es un microorganismo bacteriano responsable de
causar neumonia, sepsis e infeccion del tracto urinario. Este microorganismo
vive en el tracto respiratorio superior y gastrointestinal de los individuos
sanos. Son bacterias gramnegativas, la asimilacion y fermentacion de la
lactosa se puede observar en el agar MacConkey donde las colonias son de
color rosado y en el medio Kligler (Garity, 2004).

Escherichia coli: es el microorganismo procariota mas estudiado por el ser
humano. Se trata de una enterobacteria que se encuentra generalmente en
los intestinos animales y por ende en las aguas negras, pero se le puede
encontrar en diversos ambientes, dado que es un organismo cosmopolita.
Esta y otras bacterias son necesarias para el funcionamiento correcto del
proceso digestivo, ademas de producir las vitaminas B y K. Es un bacilo que
reacciona negativamente a la tincion del Gram, es anaerobio facultativo,
movil por flagelos peritricos (que rodean su cuerpo), no forman esporas y es

capaz de fermentar la glucosa y la lactosa (Rivas y Callejo, 1999).

Pseudomonas aeruginosa: es una bacteria flagelada con forma de
bastoncillo, gramnegativas que produce pigmentos fluorescentes de colores
gue pueden variar desde el rojo hasta el negro. Es un microorganismo muy
extendido y puede encontrarse en el agua, la tierra, animales y plantas. En
cambio, en los seres humanos suele encontrarse en las zonas mas humedas
del cuerpo, como son las axilas, los oidos y la zona alrededor del ano. De
esta manera, las infecciones por P. aeruginosa son graves, especialmente en
pacientes con enfermedades de base, larga estancia hospitalaria y uso

previo de antibidticos (Murray, 2006).
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Antibiéticos

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con

diferentes comportamientos farmacocinética y farmacodinamico, ejercen una

accion especifica sobre alguna estructura o funcién del microorganismo,

tienen elevada potencia bioldégica actuando a bajas concentraciones y la

toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las células de nuestro

organismo. El objetivo de la antibioticoterapia es controlar y disminuir el

namero de microorganismos viables, de modo que el sistema inmunoldgico

sea capaz de eliminar la totalidad de los mismos. Los mecanismos por el cual

un antibidtico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una célula

bacteriana, se divide en (Taroco, Seija y Vignoli, 2008):

Inhibicion de la sintesis de la pared celular: inhibiendo la sintesis
del peptidoglicano, los pB-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemos, y monobactamicos) actian a nivel de las PBP, los
glucopéptidos interfieren en la sintesis del peptidoglicano, y la
bacitracina que actlta en la sintesis y transporte de los precursores del
peptidoglicano (Tacoro y cols., 2008).

Inhibicion de la sintesis de proteinas: la estructura de las bacterias
esta conformada por diversas proteinas, que al no sintetizarse su
estructura se debilita ocasionando muerte de la bacteria, este proceso
es llevado a cabo por un gran grupo de antibiéticos; los
aminoglucoésidos, tetraciclinas, cloranfenicoles, macrolidos,
clindamicina, oxazolidinonas y streptograminas (Taroco y cols., 2008).
Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: las rifamicinas actuan
a nivel de las ARN polimerasas y las quinolonas a nivel de las ADN
topoizomerasa (Taroco y cols., 2008).

Inhibicion de la membrana externa: polimixinas, como la colistina

alteran la permeabilidad de la membrana, produciendo la perdida de
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componentes esenciales y por lo tanto la muerte de la bacteria
(Taroco y cols., 2008).

Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana se define por la capacidad que poseen los

antibiéticos de inhibir el crecimiento de determinadas bacterias en un medio

de cultivo frente a un antibiético especifico, caracterizados por la sensibilidad

o resistencia ante los mismos (Betés, Duran, Mestres y Nogués, 2008).

Por esta razon, existen distintas pruebas de sensibilidad las cuales son

sumamente importantes, ya que se pueden obtener distintos beneficios,

como establecer una terapia alternativa para combatir las bacterias, y estas

deben provenir de pacientes aislados o de cepas de la American Type
Culture Collection (ATCC) (Castillo, Garcia y Sanchez, 2016). Los métodos

mas utilizados para evaluar la sensibilidad antibacteriana son los siguientes:

Método de difusién en agar por disco (Kirby-Bauer): es un método
cualitativo, caracterizado por su facil estandarizacion, indicado para
microorganismos no exigentes de rapido crecimiento. Se basa en la
inhibicion del crecimiento de la bacteria alrededor de un disco cargado
con un antimicrobiano que difunde en un medio sélido. Esta técnica
consiste en la siembra de la bacteria en una superficie de placa con
un medio de cultivo, sobre el que se deposita unos discos de papel
cargados con una cantidad de antibiético, que se difunde
instantaneamente a través del agar, formandose un gradiente de
concentracion del mismo, alrededor del disco. Posteriormente se lleva
a incubar a 37 °C durante 18 horas (Prats, 2012).

Método modificado de pozos de agar: se deposita el inoculo y se
siembra sobre las superficies del agar selectivo estipulado para este
método; seguido de ello se hacen los pozos sobre la superficie del

agar con el apoyo de un sacabocados estéril de 6 mm de didmetro y
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en cada uno de ellos se deposita de 10 a 25 pL de los extractos a
evaluar, estdndares (control positivo y control negativo) y blanco por
triplicado, se deja reposar por espacio de 30 minutos (para evaporar el
liquido), finalmente se incuba con la caja invertida a 35 £ 2 °C por 24
horas para bacterias y a 29 + 2 °C por 48 horas en caso de levaduras,
posteriormente se miden los halos de inhibicion (Rios, Recio y Villar,
1988).

El antibiograma esta indicado en las siguientes situaciones:

Aislamiento de una bacteria patdégena sin predecir su sensibilidad

En estudios epidemiologicos, aunque no se hallan descrito
mecanismos de resistencia para dicho organismo

Cuando al conocer la sensibilidad del microorganismo a drogas
altamente efectivas, el paciente no pueda recibir dicha medicacion
(hipersensibilidad frente a algunos antibiéticos como la penicilina)

En el estudio de nuevos antibibticos (Taroco y cols, 2008).
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Definicién Operacional de Términos

Taxonomia: se trata de la ciencia de la clasificacion que se aplica en
la biologia para la ordenacion sistematica y jerarquizada de los grupos
de animales y vegetales (Rodriguez, 2011).

Caducifolio: se refiere a los arboles y arbustos cuyas hojas se
desprenden durante la época del afio mas critica (Trevifio, 2007).
Resistencia bacteriana: la resistencia bacteriana a los antibioticos es
un aspecto particular de su evolucién natural, seleccionada bajo la
presiobn de los productos antibacterianos, tanto si se trata de
antibioticos como de antisépticos o desinfectantes. Este fendmeno
mundial incluye todos los gérmenes patdégenos para el ser humano y
las diversas clases de antibioticos (Oromi, 2000).

Espectro de acciodn: es el espectro de cada sustancia antimicrobiana
tipicamente activa frente a los microorganismos. Los espectros se
superponen, pero en general son caracteristicos para cada clase
amplia de antimicrobianos (Ryan y Ray, 2010).

Sustancias de amplio espectro: inhiben un amplio rango de
bacterias tanto grampositivas como gramnegativas (Ryan y Ray,
2010).

Sustancia de reducido espectro: son conocidas porque tienen
actividad antibacteriana contra un grupo selecto y reducido de

bacterias (Ryan y Ray, 2010).
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Operacionalizacion de las Variables

Las variables son una caracteristica, cualidad o medida que puede sufrir
cambios y que es objeto de analisis, medicion o control en una investigacion.
De esta manera, pueden clasificarse segun su funcion en; dependiente e
independiente. La variable dependiente (Tabla 4), son aquellas que se
modifican por accion de la variable independiente, constituyen los efectos o
consecuencias que se miden y que dan origen a los resultados de una
investigacién. Mientras que la variable independiente (Tabla 5), son las
causas que generan y explican los cambios de la variable dependiente
(Arias, 2004).
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Tabla 4. Operacionalizacidon de la Variable Dependiente.

1.Variable

2.Tipo

3.Definicion conceptual

¢, Qué es?

Actividad antibacteriana de
los extractos de la especie

M. oleifera.

Dependiente

Se define por la capacidad que
poseen algunas sustancias de
inhibir el  crecimiento  de
determinadas bacterias en un
medio de cultivo frente a un
antibiético especifico (Betés y
cols., 2008).

4.Definicién Operacional

,Coémo se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

La actividad antibacteriana
se mide por la técnica del
Método de difusion en agar
por disco (Kirby-Bauer).

Bacterias
grampositivas:

e S, aureus
e E. faecalis
Bacterias

gramnegativas:

¢ K. pneumoniae
e E.coli
e P. aeruginosa

Presencia o ausencia del halo
de inhibicion (en mm) frente a
cepas grampositivas y

gramnegativas

Fuente: Fernandez y Hernandez, (2022).
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Tabla 5. Operacionalizaciéon de la Variable Independiente.

1.Variable

2.Tipo

3.Definicion conceptual
,Qué es?

Composicién quimica de los
extractos de tallos y hojas de
M. oleifera.

Independiente

Cualitativa

Los metabolitos secundarios
son compuestos de bajo peso
molecular que se sintetizan y
acumulan por las plantas, como
parte de la defensa quimica
contra dafios en los tejidos vy el
atague de microorganismos
patégenos (Sepulveda, Porta y
Rocha, 2003).

4.Definicién Operacional
,Coémo se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

Mediante pruebas quimicas
cualitativas, reacciones de

coloracién, y precipitacion.

Alcaloides

Saponinas

Flavonoides

Fenoles

Taninos

polifenoles

e Esteroles
triterpenos

e Quinonas

e Antraquinonas

e Prueba de Wagner,
Mayer y Dragendorff:
presencia de
precipitado.

e Prueba de altura de la
espuma: espuma que
perdura en tiempo vy
tamano.

e Prueba de Shinoda:
presencia de color

e Prueba de Tricloruro
Férrico: cambio de
color.

e Prueba de la gelatina 1
%: precipitado blanco

e Prueba de Lieberman-
Burchard: cambio de
color

e Prueba de H,SO,:
coloracion de amarillo a
rojo

e Prueba Hidréxido de
amonio: presencia de
un color rosado

Fuente: Fernandez y Hernandez, (2022)
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Hipotesis

Desde la antigiedad la especie Moringa oleifera ha sido utilizada de
manera medicinal para tratar una serie de enfermedades, en consideracion,
a los diferentes reportes sobre los metabolitos secundarios presentes,
incluso en distintas partes de la planta; es de esperar que los metabolitos
secundarios encontrados en los tallos y hojas de la especie M. oleifera en
estudio presenten actividad antibacteriana frente a las diferentes cepas

bacterianas grampositivas y gramnegativas.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2010), los tipos de investigacién estan relacionados con
el logro esperado durante el proceso de investigacion. De esta manera,
orienta el proposito general de estudio y la forma de recolectar los datos
necesarios. En tal sentido, un tipo de investigacion confirmatoria requiere de
una explicacién previa o una serie de supuestos o hipétesis. Su objetivo es
verificar una o mas hipétesis derivadas de una teoria, a partir de la
experiencia directa. Por lo tanto, esta investigacion es de tipo confirmatoria,
ya que desea confirmar la actividad antibacteriana y el ensayo fitoquimico de
los extractos obtenidos en tallos y hojas de M. oleifera, en cepas bacterianas

de referencia internacional.

Disefio de la Investigacion

El disefio de una investigacion se debe determinar a través de las
estrategias que se implementan para recolectar la informacion en una fuente
determinada, en un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud asociada
a lo que se quiere saber. En tal sentido, el disefio de esta investigacion es
experimental, de campo y de laboratorio; ya que las muestras se recolectaron
en un ambiente natural del municipio Fernandez Feo del estado Tachira, las
cuales fueron procesadas en el laboratorio del Instituto de Investigacion de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Respecto al tiempo de recoleccion de los datos, este estudio fue
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contempordneo ya que, la recoleccion sucedié durante el desarrollo de la
investigacion y transversal; porque la muestra se tomara en un solo momento
(Hurtado, 2010).

Poblacién y muestra

Unidad de investigaciéon

La unidad de investigacién o poblacion objetivo, es un conjunto finito o
infinito de elementos con caracteristicas comunes para los cuales seran
extensivas las conclusiones de la investigacion (Arias, 2004). La unidad de
estudio de esta investigacion estuvo representada por las hojas y tallos de la
especie Moringa oleifera, situada en el municipio Fernandez Feo, parroquia

Alberto Adriani, capital Naranjales del estado T&chira.

Seleccion del tamafio de la muestra

La muestra es, un subgrupo de la poblacién, un subconjunto de
elementos representativo y finito que se extrae de la poblacion accesible
(Arias, 2004). Por esta razon, y en este orden de ideas; la investigacion se
fundamento en el estudio de los tallos (184 g) y hojas (233 g) de la especie

Moringa oleifera.

Sistema de Variables

Arias (2004) define las variables como una caracteristica o cualidad;
magnitud o cantidad, que pueden sufrir cambios, y que es objeto de analisis,
medicién, manipulacién o control de una investigacion. Estas a su vez se
clasifican en variables dependientes e independientes. En un estudio

experimental; la variable dependiente es la caracteristica que se investiga y
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gue siempre debe ser evaluada: mientras que, la variable independiente es la
caracteristica que se puede medir por separado y que puede ser causa de la
variable dependiente. Asimismo, las variables que tienen relacion con el
objetivo de la investigacibn son las siguientes: Variable dependiente:
Actividad antibacteriana de los extractos de la especie M. oleifera. Variable
independiente: Ensayo fitoquimico de los extractos en tallos y hojas de M.

oleifera.

Instrumento de Recoleccion de Datos

En relacion con Arias (2004); un instrumento de recoleccion de datos es
cualquier recurso, dispositivo o formato; que se utiliza para obtener, registrar
o almacenar informacién. En efecto, en este proyecto de investigacion es
empleada la observacion estructurada como técnica, donde su propdsito es
observar la presencia o ausencia de los diferentes compuestos quimicos
presentes en los extractos de la planta; a través de reacciones quimicas
cualitativas. Ademas, de describir la presencia o ausencia de los halos de

inhibicion frente a las concentraciones de los extractos de Moringa oleifera.

Procedimiento de la Investigacion

1. Recoleccion del material vegetal: se recolectaron 450 gramos entre
tallos y hojas de la planta en el sector Naranjales, capital del municipio
Fernandez Feo del estado Tachira.

2. Obtencion de los extractos de la especie vegetal: los tallos y hojas
seleccionados se llevaron a estufa donde se secaron a 40 °C y
posteriormente se molieron por separado; obteniendo 65 gramos en
tallos y 73 gramos en hojas; para la elaboracién de los extractos se
colocé el material vegetal a macerar por 48 horas, cabe destacar que

este procedimiento se realizo tres veces con cada solvente (hexano,
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diclorometano y etanol). Después de las 48 horas cada uno de los
extractos que se encontraban macerando se filtraron con papel filtro,
para luego llevar a cabo la concentracion en el rotavaporador (Figura
15) a presion reducida y temperatura controlada no mayor a 45 °C.
Finalmente, los extractos se colocaron en frascos color &mbar y se
llevaron a secar en la estufa por 40 °C.

%

oy

Figura 15. Concentracion del extracto en rotavaporador IKA RV10.

Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en

los extractos de Moringa oleifera
Una vez obtenidos los extractos se realiza el respectivo ensayo

fitoquimico cualitativo para determinar los metabolitos secundarios presentes

en la planta; en el cual utilizamos diferentes técnicas, tales como (Tabla 6):
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Tabla 6. Ensayo fitoquimico para la determinacion de metabolitos

secundarios del extracto de tallos y hojas de M. oleifera.

Metabolitos Prueba Procedimiento Referencia

secundarios

Alcaloides Wagner, Se tomO una porcion del extracto | Dominguez
Mayer & etandlico, y se adiciono 5 mL del (1979).
HCI al 10 %, se calenté en bafio de
Dragendorff

maria por 10 min, se dejé enfriar y
luego se filtré. Luego, se toma un
alicuota de filtrado para cada
ensayo con los reactivos para
alcaloides: Wagner, Mayer &
Dragendorff.

e Se considera como positiva
las pruebas que formen un
precipitado de naranja a
rojo (Wagner), precipitado
de blanco a naranja (Mayer
& Dragendorff).

Saponinas Altura de la | Una porcidn del extracto se agrega | Dominguez
a un tubo de ensayo y se disuelve (1979).
agregando agua caliente, se deja
reposar durante 15 min y se agita
por 2 min.
e La formacion de espuma
con apariencia de panal de

abejas se considera
positivo.

espuma
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Tabla 6. Ensayo fitoquimico para

la determinaciobn de metabolitos

secundarios del extracto de tallos y hojas de M. oleifera. (Continuacion).

Metabolitos Prueba Procedimiento Referencia
secundarios
Flavonoides Shinoda Se mezclaron birutas de magnesio, | Dominguez
HCI concentrado y el extracto de la (1979).
planta
e La formacibn de una
coloracién naranja a rojo
indica la presencia de
flavonas, si es rojo
flavonoles y si es magenta
flavononas.
Fenoles FeCl; Se disolvié la muestra (1-2 mg) en | Dominguez
1 mL de disolvente afadiendo
- (1979).
unas gotas de cloruro férrico al 5
%.
e La coloracion verde oscura
0 negra indica la positividad
de la prueba
Taninos y | Gelatina 1% | Se disuelven 100 mg del extracto, | Dominguez
polifenoles se filtra y se toma alicuota de; 1 _njL (1979).
y se mezclan 4 gotas de diluciéon
acuosa de gelatina al 1 %.
e Se considera positiva la
aparicion de un precipitado
Esteroles vy | Lieberman- | Se agregé 2 mL de anhidrido | Dominguez
triterpenos Burchard acético y 2 mL de cloroformo junto (1979).

al extracto de la planta. La mezcla
se enfrio6 y se le afadi6 H,SO,
concentrado.
e El color verde, azul, violeta
0 rosa indica la presencia
de esteroles.
e Color rojo o pardo indica la
presencia de triterpenos.
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Determinacion de la Actividad Antibacteriana de los extractos en tallos
y hojas de Moringa oleifera.

La actividad antibacteriana se llevo a cabo por el método de difusion en
agar con discos, de acuerdo a la metodologia descrita por Velasco y cols
(2007). Cada inoculo se disemino con un hisopo estéril en la superficie de las
placas que contenian Agar Mueller-Hinton, luego se colocé un disco de papel
filtro, impregnado con 10 uL del extracto, ademas de colocar los disco de
control positivo y el disco de control negativo (DMSO) segun el
microorganismo en estudio. Las placas se dejaron 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La actividad

antibacteriana se evidencia por halos de inhibicién alrededor del disco.

Bacterias de ensayo: se seleccionaron cinco cepas de la Coleccion Tipo
Americano (ATCC); de las cuales dos de ellas fueron cepas bacterianas
grampositivas y tres especies bacterianas gramnegativas; estas bacterias
fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes (Tabla 7).

Tabla 7. Cepas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).

Bacterias Grampositivas (ATCC)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias Gramnegativas (ATCC)

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Nota: CLSI, 2020.
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Preparaciéon de pre-indculos bacterianos: las cepas a ensayar se
incubaron en agar Mueller-Hinton a 37 °C por 16 a 18 horas antes de realizar
el ensayo microbiano, ya que es en ese tiempo que las bacterias adquieren
los nutrientes necesarios para su crecimiento, especificamente cuando
alcanzan su fase exponencial o de multiplicacién en la curva de crecimiento
bacteriano (Anon, 2003).

Preparacion del in6éculo bacteriano: una vez que se obtuvieron las cepas
bacterianas frescas y purificadas se prepar6 el in6culo bacteriano con la
ayuda de una asa en aro estéril, tomandose una pequefia cantidad de
colonias para preparar una suspension en solucién salina fisiologica esteril
(0,85 %) hasta obtener una turbidez visualmente comparable al patron Mc
Farland N° 0,5 (1,6x10% UFC/mL) (Anon, 2003).

Preparacion de las placas: a cada placa se le coloco 20 mL de Mueller-
Hinton previamente preparado y esterilizado a una temperatura no superior a
los 40 °C, luego de esto, se deja solidificar a temperatura ambiente (Anon,
2003).

Preparacion de los discos: se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N°
1 de 6 mm de didmetro para realizar la actividad antibacteriana, los cuales se
esterilizaron con luz ultravioleta (LUV) durante toda la noche. Previo a la
preparacién del inéculo se impregnaron los discos de papel con 10 uL de la
muestra en estudio en una concentracion comprendida en 10.000 ppm. Por
consiguiente, se utilizaron discos de antibiéticos comerciales (Eritromicina,
Ampicilina, Piperacilina) como control positivo con la finalidad de medir la
sensibilidad de los microorganismos a estudiar, y como control negativo
discos impregnados con 10 pL del solvente dimetilsulfoxido (DMSQO) (Anon,
2003).
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Disefio de Andlisis

Los enfoques que se utilizaron para el analisis de los datos fueron
cuantitativos y cualitativos. El enfoque cuantitativo utiliza la recoleccion y el
andlisis de datos para contestar preguntas de investigacibn y probar
hipotesis establecidas previamente; en el presente estudio este tipo de datos
esta dado por la actividad antibacteriana, en cuanto, a la medicion, y a la
ausencia y presencia de los halos de inhibicion. Sin embargo, en el analisis
de los datos de la investigacién no se utilizaron métodos estadisticos, estos
datos obtenidos en las pruebas preliminares seran recopilados de manera
cualitativa. Por otro lado, el enfoque cualitativo se basa en métodos de
recoleccion de datos sin medicion numérica, sin conteo, utiliza las
descripciones y observaciones; este enfoque esta dado por el ensayo
fitoquimico y sus diferentes pruebas. En efecto, se utiliza para descubrir y
refinar preguntas de investigacion. En ciertas ocasiones se plantean
hipétesis que surgen como parte del proceso de investigacion siendo flexible
entre los eventos, su interpretacion y entre las respuestas y desarrollo de la

teoria.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Los tallos y hojas de Moringa oleifera fueron sometidas a un proceso de
maceracion con tres solventes organicos: hexano, diclorometano y etanol,
por separado obteniéndose seis extractos (Tabla 8). Los extractos de los
tallos presentaron un color verde claro, olor caracteristico y aspecto
condensado; mientras que los extractos de las hojas presentaron un color

verde oscuro.

Tabla 8. Peso de las partes de la planta, junto al peso de los extractos, para

obtener el porcentaje de rendimiento de cada extracto.

Partes de la Peso Peso del Extracto Rendimiento de
Planta los Extractos

Extracto Hexano: 17 g 26,15 %

Tallos Molidos 659 Extracto
Diclorometano: 10 g 15,38 %
Extracto Etanol: 11 g 17,38 %
Extracto Hexano: 12 g 16,56 %

Hojas Molidas 739 Extracto
Diclorometano: 11 g 15,47 %
Extracto Etanol: 12 g 16,43 %

Nota: Elaborado por Fernandez (2022).
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Ensayo fitoquimico preliminar

Todos los extractos de Moringa oleifera fueron sometidos a las pruebas
quimicas preestablecidas para conocer el grupo de metabolitos secundarios
presentes en la muestra; siendo de forma cualitativa la revelacion de cada
uno de los componentes por fendmenos quimicos de reaccién como: viraje
de color, precipitados, turbidez del medio, produccion de espuma vy
florescencia por exposicion a la luz ultravioleta (UV). Estos fendmenos fueron
los indicativos primordiales para la presencia de los metabolitos presentes en

la especie (Tabla 9).

Tabla 9. Reporte de los resultados del ensayo fitoquimico de los extractos de

tallos y hojas de M. oleifera.

Metabolitos EHT EHH EDT EDH EET EEH
y prueba

Alcaloides
Wagner - - - - - -
Mayer - - - - - -

Dragendorff - - - - - -

Saponinas

Altura de la - - - - - .
espuma

Flavonoides

Shinoda - - - - - -
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Tabla 9. Reporte de los resultados del ensayo fitoquimico de los extractos de

tallos y hojas de M. oleifera (Continuacion).

Metabolitos EHT EHH EDT EDH EET EEH
y prueba
+ +
Fenoles Verde Verde
intenso intenso
Tricloruro - - - | Compuestos | - | Compuestos
férrico fendlicos fendlicos
Esteroles y + + +
Triterpenos | Interface | Interface interface
azul azul - azul - -
Lieberman- | Esterol | Esterol Esterol
Burchard

Leyenda: (+): Positivo, (++): Moderado, (+++): Abundante, (-): Ausente

EHT: Extracto Hexano Tallo, EHH: Extracto Hexano Hojas, EDT: Extracto
Diclorometano Tallo, EDH: Extracto Diclorometano Hojas, EET: Extracto
Etanol Tallo, EEH: Extracto Etanol Hojas.
Nota: Elaborado por Fernandez (2022).
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Tabla 10. Reporte ilustrado de los resultados positivos del ensayo fitoquimico

de los extractos en tallos y hojas de Moringa oleifera.

Prueba Reporte

Prueba: Tricloruro Férrico (FeCls)
Metabolito determinado:
Compuestos fendlicos.

Reporte: Positivo, formacion de
coloracion verde intenso.

Tubo: Hojas de Diclorometano y

Etanol.

Prueba: Lieberman Burchard
Metabolito determinado: Esterol.
Reporte: Positivo, -~ formacion
interface azul

Tubo: Tallo y Hojas de Hexano

Tubo: Hojas de Diclorometano

Nota: Elaborado por Fernandez (2022).

Evaluacion de la Actividad Antibacteriana

Se determind a través del método de difusiéon en disco en agar (Kirby-
Bauer), en cuatro extractos de tallos y hojas comprendidos con
Diclorometano y Etanol, en concentraciones madres de 10.000 ppm, frente a
las diferentes cepas bacterianas ATCC: dos especies grampositivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212),
dos especies gramnegativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 23357,
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Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Los
resultados de esta actividad antibacteriana se muestran en la Tabla 12 (ver
anexos 1,2y 3).

Tabla 11. Resultados obtenidos en la determinacion de la Actividad

Antibacteriana de los extractos de los tallos y hojas de Moringa oleifera.

Muestras S. E. K. E. coli P.
ensayadas [ ] | aureus | faecali | pneumoniae | ATCC | aeruginosa
10.000ppm ATCC S ATCC 23357 | 25922 ATCC
25923 | ATCC 27853
29212
EDT * o* 8* 0* 8*
EDH 7* 7 7* o* 7*
EET 7* 7* 7* o* 7*
EEH 8* 11* * 0* 8*
Controles
Positivos
Eritromicina
(E) 32* - - - -
Ampicilina
(AMP) - 32* - - -
Piperacilina
(PIP) - - 27* 27* 27*

Leyenda: EDT: Extracto Diclorometano Tallo, EDH: Extracto Diclorometano
Hojas, EET: Extracto Etanol Tallo, EEH: Extracto Etanol Hojas, *: Halos de
inhibicién en mm.

Nota: Elaborado por: Cordero (2022).
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Discusiones

En la presente investigacion se obtuvieron por maceracion extractos de
hexano, diclorometano y etanol de los tallos y hojas de Moringa oleifera;
dichos extractos evidenciaron a traves de las pruebas quimicas cualitativas
la presencia de algunos metabolitos secundarios como: fenoles para las
hojas y esteroles para los tallos y hojas (Tabla 9). Al comparar los resultados
obtenidos con los estudios anteriores con respecto a la caracterizacion
fitoquimica de los extractos de la especie, recolectadas de diferentes paises;
se demuestra que esta investigacion reflejo tener una composicién quimica
similar.

El estudio realizado por La Rosa y Zarate (2021), demostré que el
extracto de las hojas de M. oleifera contiene la presencia de metabolitos
bioactivos como flavonoides, alcaloides y compuestos fendlicos. Asimismo,
nuestra investigacion refleja la presencia de compuestos fendlicos; derivados
del pirocatecol, en el extracto de las hojas de diclorometano y etanol,
observandose una coloracion verde intenso y afirmando asi la positividad del
compuesto.

Por otra parte, Zamata y Milagro (2020), confirmaron la presencia de
compuestos quimicos, tales como: flavonoides, fenoles, alcaloides, taninos,
saponinas, oxalatos y vitaminas, en diferentes partes de la planta, posibles
responsables de la accidn terapéutica. Esto conlleva a una relacion estrecha
con nuestra investigacion, ya que se logré identificar compuestos fendlicos y
esterol en los extractos obtenidos de los tallos y hojas. Ademas, estos
autores afirmaron que la presencia de flavonoides en las hojas de M. oleifera
(el cual no se evidenciaron en esta investigacion), tienen un efecto
antiinflamatorio, hepatoprotector, antioxidante, antidiabético y neuroprotector.

Sin  embargo, Borjas y Sarasti (2018), Evaluaron la actividad
antimicrobiana presente en las hojas de la especie M. oleifera frente a

microorganismos patdégenos; donde obtuvieron como resultado patrones de
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sensibilidad eficaces respecto a Enterobacterias como E. coli y K.
pneumoniae, una sensibilidad aceptable frente a S. aureus y una
susceptibilidad antimicrobiana intermedia frente a P. aeruginosa; logrando
deducir que los halos de inhibicibn no son totalmente sensibles al extracto
etandlico, ya que sus valores fueron menores que los de referencia. Por otro
lado, nuestra actividad antibacteriana arrojo cierta sensibilidad en los
diferentes extractos ensayados contra a los microorganismos patdgenos;
siendo el extracto de las hojas de etanol con mayor sensibilidad (11 mm de
diametro) especificamente en el microorganismo de E. faecalis.

No obstante, este mismo microorganismo fue resistente al extracto de los
tallos de diclorometano, presentando un halo de inhibicion de 0 mm de
diametro para E. faecalis. Asimismo, Arévalo (2017) demostr6 en su
investigacion que los extractos metanolicos de M. oleifera tienen un efecto
antibacteriano contra cepas de E. faecalis. De esta manera, ratificamos la
sensibilidad que ocasiona este patdgeno; y lograr obtener opcion terapéutica

frente a este tipo de microorganismos.
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CAPITULO V

CONSLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La composicion quimica preliminar de los extractos fue analizada
cualitativamente mediante el ensayo fitoquimico logrando la
identificacion de compuestos fendlicos, derivados del pirocatecol en
las hojas de diclorometano.

En el extracto hexano de los tallos y hojas se identificaron el
compuesto esterol. De igual forma, en el extracto diclorometano,
especificamente en las hojas se demostré nuevamente este
compuesto.

En los extractos de las hojas de etanol y diclorometano se presentaron
actividad antibacteriana contra las cepas de S. aureus, E. faecalis, P.
aeruginosa, K. pneumoniae con halos de inhibicién que varian entre 7-
11 mm de didmetro a una concentracion de 10.000 ppm.

En los extractos de los tallos de etanol y diclorometano arrojaron
actividad antibacteriana frente a las cepas estudiadas con halos de
inhibicion de 7-8 mm de didmetro, con una concentraciéon de 10.000
ppm. Sin embargo, el extracto de los tallos de diclorometano en la
cepa de E. faecalis, no presentaron actividad alguna.

. Con respecto a la cepa de E. coli, no hubo crecimiento en ninguno de
los extractos de la especie. Por lo tanto, no se logré6 demostrar la

actividad antibacteriana frente a este microorganismo patdgeno.
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Recomendaciones

Realizar estudios antibacterianos frente a otras cepas patdgenas
Utilizar técnicas cromatograficas para separar los metabolitos
secundarios presentes en los extractos de los tallos y hojas de la
especie M. oleifera

Realizar estudios antimicrobianos frente a otros microorganismos
como parasitos y hongos.

Analizar si los extractos de los tallos y hojas de M. oleifera presentan

otro tipo de actividad biolégica como antifingica o antioxidante.
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ANEXOS

Tabla 12. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana
de los extractos de tallos y hojas de Moringa oleifera.

Prueba Reporte

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:

Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Reporte:

EEH: sensible

EDH: sensible

EET: sensible

EDT: sensible

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:

Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Reporte:

EEH: sensible

EDH: sensible

EET: sensible

EDT: resistente

Leyenda: EEH: Extracto de Etanol de las Hojas, EDH: Extracto de
Diclorometano de las Hojas, EET: Extracto de Etanol de los Tallos, EDT:

Extracto de Diclorometano de los Tallos
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Tabla 12. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana

de los extractos de tallos y hojas de Moringa oleifera. (Continuacion).

Prueba Reporte

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357.
Reporte:

EEH: sensible

EDH: sensible

EET: sensible

EDT: sensible

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:

Escherichia coli ATCC 25922.
Reporte:

En ninguno de los extractos hubo
crecimiento bacteriano, por lo tanto
no se logré determinar su actividad

antibacteriana.

Leyenda: EEH: Extracto de Etanol de las Hojas, EDH: Extracto de
Diclorometano de las Hojas, EET: Extracto de Etanol de los Tallos, EDT:

Extracto de Diclorometano de los Tallos
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Tabla 12. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana

de los extractos de tallos y hojas de Moringa oleifera. (Continuacion).

Prueba Reporte

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Reporte:

EEH: sensible

EDH: sensible

EET: sensible

EDT: sensible

Leyenda: EEH: Extracto de Etanol de las Hojas, EDH: Extracto de
Diclorometano de las Hojas, EET: Extracto de Etanol de los Tallos, EDT:

Extracto de Diclorometano de los Tallos
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