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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad del efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) frente a la cepa de

Staphylococcus aureus.

Métodos: El disefio de investigacion fue experimental, muestreo aleatorio simple,
nivel analitico, descriptivo, enfoque cuantitativo y transversal. Se us6 cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, se formd 6 grupos experimentales: grupo I:
blanco con agua destilada; grupo IlI: etanol 70 %; grupo llI: extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Moringa oleifera Lam (EHHMO) 25 %; grupo IV: EHHMO 50 %;
grupo V: EHHMO 75 %y grupo VI: Ciprofloxacino 5 pg. Se realiz6 analisis varianza

y se trabajo con 95 % de confianza.

Resultados: EIl EHHMO fue muy soluble en etanol 70 %, en metanol y soluble en
agua destilada, se identific6 presencia de alcaloides, taninos, flavonoides
compuestos fendlicos, antocianinas, esteroides y/o triterpenoides. El efecto
antibacteriano del EHHMO fue a dosis dependiente, en concentraciones de 25 %,
50 % y 75 %. Se obtuvo efecto antibacteriano de 51 %, 62 % y 70 %
respectivamente, el efecto de ciprofloxacino fue 73 % frente a cepas de

Staphylococcus aureus.

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam
(moringa) presento efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa de Staphylococcus

aureus a dosis dependiente.

Palabras claves: Moringa oleifera, antibacteriano, Staphylococcus aureus,

extracto hidroalcoholico.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the activity of the antibacterial effect in vitro of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Moringa oleifera Lam (moringa) against the

strain of Staphylococcus aureus.

Methods: The research design was experimental, simple random sampling,
analytical, descriptive, quantitative, and cross-sectional approach. Staphylococcus
aureus ATCC 25923 strains were used, 6 experimental groups were formed: group
I: blank with distilled water; group II: ethanol 70 %; group llI: hydroalcoholic extract
of the leaves of Moringa oleifera Lam (EHHMO) 25 %; group 1V: EHHMO 50 %;
group V: EHHMO 75 % and group VI: Ciprofloxacin. Variance analysis was carried

out and it was worked with 95 % confidence.

Results: EHHMO was very soluble in 70 % ethanol, in methanol and soluble in
distilled water, the presence of alkaloids, tannins, flavonoids, phenolic compounds,
anthocyanins, steroids and / or triterpenoids was identified. The antibacterial effect
of EHHMO was dose dependent, at concentrations of 25 %, 50 % and 75 %. An
antibacterial effect of 51 %, 63 % and 70 % was obtained respectively, the effect of

ciprofloxacin was 73 % against Staphylococcus aureus strains.

Conclusion: The hydroalcoholic extract of the leaves of Moringa oleifera Lam
(moringa) showed an antibacterial effect in vitro against the Staphylococcus aureus

strain at a dependent dose.

Key words. Moringa oleifera, antibacterial, Staphylococcus aureus, hydroalcoholic

extract.
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l. INTRODUCCION

Las infecciones de piel y tejidos a nivel de epidermis es la causa mas frecuente de
infecciones por Staphylococcus aureus, originando un 90-96 % de infectados
producidas por esta bacteria 12 aconteciendo que es la causa mas comun de
patologia ocasionada por cepas resistentes a la meticilina obtenida en la poblacion

mundial 3.

El organismo internacional especializada en salud publica de las Américas también
conocida como OPS indica los mas perjudicados por Staphylococcus aureus son
0,03 % en habitantes que generalmente manifiestan mortalidad, un 4 % en la

poblacién infantil y adultos mayores; siendo el 10 % que necesita ayuda galénica “.

Son 3 nosocomios limefios donde se separaron a 276 cepas de Staphylococcus
aureus, lo cual dio como resultado a 170 cepas que se resisten a la accion de la
meticilina, son cepas que derivan de cultivos en sangre, lesiones dérmicas y
epitelios epidérmicos en enfermos ambulatorios y enfermos internados en cama de

hospital °.

El nosocomio Belén en la region Lambayeque, obtuvieron pruebas nasofaringeas
en setenta personas del area médica; obteniendo una situacién alarmante, debido
gue hallaron colonias de Staphylococcus aureus y Staphylococcus pneumoniae

resistentes a los betalactamicos ocasionadas por estos microorganismos °.

Los antibioticos son medicamentos que se manejan para tratar infecciones con
bacterias. Ciertos microorganismos poseen la funcién de transformarse utilizando
dichos farmacos, ocasionando farmaco-resistencia, causando que las infecciones
alcancen niveles complejos de manejar, produciéndose un incremento en los
precios de los farmacos y alargando el internamiento hospitalario y acrecentando

el peligro de deceso 8.

Staphylococcus aureus pertenece a los seis microorganismos mas frecuentes en el
trabajo sanitario habitual, ocasionando mdultiples patologias, iniciando en
condiciones muy simples hasta mas complejas, asi sea por un acto inmediato o

mediante sus toxinas. Es una bacteria con una elevada capacidad de producir



enfermedad, invadir dermis, fosas nasales, zona inguinal, axilar, zona del periné y

faringeo °.

Nuestro pais cuenta con una extensa flora y fauna que es continuamente explotada
por profesionales para descubrir propiedades terapéuticas en sus innumerables
recursos. Las diferentes regiones del pais Costa, Sierra y Selva, cuentan en sus
entrafias con especies vegetales las cuales aun no se han desarrollado en estudios

de medicamentos 19,

Los antibiéticos son farmacos que al ser administrados a diferentes
concentraciones van a inhibir o destruir a los gérmenes causantes de
enfermedades. Sin embargo, el uso indiscriminado de antibidticos genera
problemas relacionados con los medicamentos, y resistencia bacteriana, es una
situacion que nos conlleva a indagar nuevas opciones y adquirir un beneficio natural

para el tratamiento de estas enfermedades %12,

La Moringa oleifera Lam (moringa), corresponde a la clase moringaceae son la
familia del género Moringa muy buscada. Esta planta originaria en el sur del
Himalaya, al noreste en la India, Afganistan, Pakistan y Bangladesh. Es sembrado
a nivel mundial; es conocido con numerosos nombres comunes: arbol de la vida,
palo jeringa, acacia y jazmin franceés, etc. Es un arbol que resalta por sus variadas
utilizaciones y se adecua a diferentes medios climaticos, siendo una alternativa
para la nutricion, especialmente en paises de zonas célidas 134, Las poblaciones
del Peru y del mundo reporta que la Moringa oleifera Lam (moringa) es utilizada de
forma tradicional para numerosos padecimientos, puede usarse como antianémico,
antiinflamatorio, diurético; sin embargo, la actividad antibacteriana es poco
estudiada con esta planta y los reportes para el estudio son favorables referente a



Figura 1. Moringa oleifera Lam (moringa).
Fuente. Pérez et al., 2010

Staphylococcus aureus forma parte de la familia Staphylococcaceae. Es
grampositivo, aun cuando sean cepas antiguas o los microorganismos que se
fagocitan se colorean como Gram negativo. Posee aspecto de racimos y aparece
en pares, en cadenas o cocos. La dimension varia desde 0,8 a 1,5 micras de
didmetro, esté inactivo y ciertas cepas generan una capsula externa mucoide que

incrementa su potencia de infeccién 819,

Entre los antecedentes al desarrollo del trabajo de investigacion se dispone de los
siguientes:

Chero V. (2018), compar6 la actividad antibacteriana “in vitro” en el extracto
hidroetandlico acuoso de las hojas de Moringa oleifera contra Streptococcus
mutans ATCC 35668. Al hacer frente a la bacteria y los extractos hidroetandlicos,
consiguié aureolas estandares de inhibicion 17,96 y 15,27 mm en densidades 76
mg/mL y 38 mg/mL; por lo tanto, estos extractos acuosos ninguno mostrd aureolas
de inhibicion. Concluyé que estos extractos hidroetanolicos de 76 mg/mL y 38
mg/mL adquieren actividad antibacteriana frente a S. mutans ATCC 35668 2.

Céaceres R. (2018), determiné la actividad antibacteriana en el extracto etandlico
de las hojas de Moringa oleifera “moringa” que comprobé con ciprofloxacino 5 ug,
con colonias de Escherichia coli ATCC 25922. Utilizaron 4 disoluciones (25 %, 50
%, 75 % y 100 %), otro registro efectivo con ciprofloxacino (5 pg), y otro registro
neutral con DMSO. Obteniendo del extracto etandlico de las hojas Moringa oleifera
se observa halos de inhibicion desde la disolucién del 75 % es 13,90 mm, y el 100

3



% con halo de inhibicion obtuvo 17,70 mm, no obstante, las medidas ninguno
traspasa el halo de inhibicién de ese farmaco: ciprofloxacino 29,70 mm. Concluyo
con el extracto etandlico de las hojas de Moringa oleifera que posee actividad
antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC 25922 2%,

Arévalo O. (2017), desarroll6 una investigacion donde evidencio la actividad
antimicrobiana y citotdxica en un par de extractos metandlicos hecho con
Azadirachta indica (neem) y Moringa oleifera (moringa) con colonias de
Enterococcus faecalis. Usé la técnica de difusién en agar para el sembrado de los
extractos y se empled la concentracion minima inhibitoria (CMI) donde se pudo
observar con el extracto de Moringa oleifera una gran capacidad antimicrobiana
para Enterococcus faecalis, consiguiendo un halo de 34,5 mmy 45,83 mm. La CMI
para el par de extractos obtuvo 75 pg/mL. La actividad antimicrobiana con el
extracto de Azadirachta indica (neem) obtuvo un concentrado al 25 pg/mL vy el

extracto de Moringa oleifera ha sido 75 pg/mL 22.

Jarrin J. (2018), concluyo el efecto antimicético con el extracto hidroalcohélico de
las hojas de Moringa oleifera en distintos valores para la cepa de Candida albicans
ATCC 10231. La concentracion conseguida con agua purificada ha sido 6,00 mm,
continuando el 25 % Moringa en un promedio 10,67 mm, 50 % Moringa en un
promedio 16,17 mm, 75 % Moringa en un promedio 19,0 mm, 100 % Moringa en un
promedio 22,25 mm y con la Nistatina 100.000 Ul/mL un promedio 31,5 mm.
Concluyo las colonias de Candida albicans ATCC 10231 muestra susceptibilidad
con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera en dos dias de
incubarse no obstante la Nistatina sobrepasa el efecto antimicético en distintos

concentrados del extracto en evaluacion 23.

Lema A. (2018), evalué el efecto antimicrobiano “in vitro” del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Mellisa officinalis (Toronjil) en Proteus spp, usando
el método de difusidn en discos (Kirby-Bauer) contra Proteus spp. Opté Mellisa
officinalis por obtener un alto indicador de 35,7 %. La marcha fitoquimica dio
positivo para: saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides, chalconas, auronas,
alcaloides, y quinonas que forman metabolitos con efecto antibacteriano a
diferentes concentraciones, el extracto presentd efecto antibacteriano contra a

Proteus spp. Se concluye que es una planta medicinal usada para tratar ciertas
4



infecciones, la misma que presenta actividad antimicrobiana “in vitro” frente a

Proteus spp 4.

Salcedo M. (2017), determind la capacidad inhibitoria con el extracto
hidroalcohdlico de Moringa (Moringa oleifera) frente Streptococcus mutans. Estudio
“in vitro”. Demostraron actividad inhibitoria “in vitro” contra Streptococcus mutans
con concentraciones al 75 % y 100 %. No obstante, 0,12 % clorhexidina manifesté
una alta actividad inhibitoria “in vitro” que los concentrados del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera en las agrupaciones de estudio

investigados 2°,

Por lo tanto, esta investigacion se justifica puesto que cada dia se reportan mayores
casos de resistencia bacteriana la cual no puede ser controlada con los antibi6ticos
existentes, ademas de encontrar nuevas alternativas con propiedades
antibacterianas ya que nuestro pais no tiene un buen suministro de medicamentos
en consecuencia la cobertura de salud es deficiente, lo que puede ocasionar que
los pacientes con infecciones pueden ver complicada su tratamiento por falta de

estos medicamentos, por consiguiente, deben contar con un tratamiento habitual

26,27

El presente estudio busca brindar una alternativa fitoterapéutica que no genere
resistencia bacteriana a través de un extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa
oleifera Lam (moringa) demostrando su efecto sobre Staphylococcus aureus 28.

El objetivo general del estudio fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) frente a la

cepa de Staphylococcus aureus.
La hipotesis general del estudio fue:

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) presenta

efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa de Staphylococcus aureus.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: Cuantitativa, porque se realiz6 medicion numérica de los elementos

que conformaron la muestra 2°.

Experimental: Porque se manipulé la variable independiente con la finalidad
de observar variacion en la variable dependiente, asimismo, se trabajé con

grupos controles 2°.

Analitico: Porque nos permiti6 analizar la actividad de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto vegetal sobre la cepa bacteriana

investigada .

Descriptivo: Porque nos permitié detallar los resultados obtenidos durante la

fase de ensayos experimentales ejecutados .

Transversal: Porque el estudio se ejecutard en un periodo establecido, la

medicién sera en una Unica oportunidad 3.
2.2 Poblacion, muestray muestreo

La poblacién vegetal estuvo conformada por 6 kg de hojas de Moringa oleifera
Lam (moringa) recolectados en Pampa de Villacuri del distrito de Salas,
provincia y departamento de Ica a una altura de 405 m.s.n.m. Para la
recoleccion se usO elementos de proteccion de bioseguridad vistiendo la
indumentaria correcta, las hojas recolectadas fueron colocadas sobre papel
Kraft y acondicionados en cajas de cartdn, luego fueron embaladas y
transportadas a la ciudad de Lima, asimismo se recolectd muestras de
diferentes partes de la planta para la identificacion botanica de la especie en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM).

Después se realizo la seleccion de las hojas en el Laboratorio de Microbiologia
de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, se eliminaron las hojas que

presentaron signos de deterioro y en aparente estado de descomposicion o
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tuvieran contusiones propias del traslado, también los que presentaron signos
de picaduras de insectos o contaminacion. Luego se realizo el lavado con agua
destilada, seguidamente fueron deshidratados en estufa de aire circulante a
unos 40 °C durante 5 dias.

La muestra deshidratada se procedi6 a la trituracion de las hojas secas con
molino eléctrico de cuchilla de acero inoxidable, a continuacion, se envaso en
frascos ambar boca ancha de 1 litro. Las hojas pulverizadas se maceraron en
etanol 70 % en proporcion 1 en 10 (1:10) durante 7 dias protegido de la luz y
oscuridad con agitacion diaria dos veces por dia (cada 12 horas) a temperatura
ambiente. Finalizada el proceso de maceracion, la muestra se filtré primero con
gasa estéril y luego con papel de filtro N.° 40 hasta obtener un filtrado uniforme,
el filtrado fue colocado en fuentes de pyrex, inmediatamente se colocé en estufa
a 40 °C hasta obtencion del extracto seco, finalmente el extracto obtenido se

acondiciono en frasco color ambar y se refrigeré hasta su uso.

El muestreo del material vegetal fue aleatorizado, se consider6 la zona de

recoleccion.

2.3 Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera Lam (moringa).

Definicién conceptual: Los extractos vegetales con las concentraciones al 25

%, 50 % y 75 % Moringa oleifera Lam (moringa) se obtienen por técnicas muy
variadas, la maceracion es uno de los mayormente empleados, los metabolitos
secundarios se obtienen dependiendo del solvente usado, si el solvente es
polar se obtiene metabolitos polares, a los metabolitos secundarios de las
plantas se le atribuyen propiedades terapéuticas beneficiosas para la salud de
las personas, los metabolitos pueden ser identificados y cuantificados mediante
técnicas de analisis quimico e instrumental.

Definicion operacional: A partir del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Moringa oleifera Lam (moringa) obtenida por maceracion con etanol 70 % se
prepararon concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %. Se realizd prueba de
solubilidad y tamizaje fitoquimico del extracto obtenido.



Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a la cepa de

Staphylococcus aureus.

Definicidn conceptual: Los ensayos pre clinicos in vitro son ampliamente

usados para investigaciones de actividad antibacteriana de diferentes
moléculas, una de las técnicas es observar el radio del halo de inhibicion de las
muestras problemas y comparados con grupos controles, mediante analisis
estadisticos se acepta o rechaza la actividad frente a un determinado agente

infeccioso.

Definicion operacional: El efecto antibacteriano se calculé con la ayuda del

método de difusiébn en pozo y se midio el halo de inhibiciébn del crecimiento
bacteriano formado por el extracto frente a Staphylococcus aureus.

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica empleada en la investigacion fue la de observacion directa, el
instrumento de recolecciones de datos fue una ficha de observacion en donde
se registro los resultados observados de la marcha de solubilidad, tamizaje

fitoquimico y el ensayo microbioldgico.
2.5 Proceso de recoleccion de datos
2.5.1 Andlisis previo del extracto hidroalcohdlico

a) Indice afrosimétrico: Se verti6 0,5 g del extracto seco en un tubo de
ensayo Y luego se trasvaso 5 mL de agua destilada después se agito por 3
minutos para verificar la presencia de saponinas.

b) Determinacion de pH a 25°C: Se adicion6 0,5 g de extracto seco en un
tubo de ensayo con 5 mL de etanol al 70 % y se disolvié en permanente
agitacion a 25 °C. La medicion del pH fue con el equipo potenciémetro de
marca ISOLAB.

c) Prueba de solubilidad: En diferentes tubos de ensayo se colocé 0,5 g de
extracto seco y se agrego en cada tubo 2 mL de un solvente de diferente
polaridad como: etanol al 70 %, cloroformo, éter de petréleo, butanol,

metanol, agua destilada, hexano y acetona.



2.5.2 Marcha fitoquimica

Se realiz6 marcha fitoquimica para reconocer los metabolitos secundarios
presentes en las plantas, mediante respuestas de pigmentacién y/o
precipitaciones segun el método de Olga Lock %2,

En un beacker de 50 mL se agreg6 0,05 g de extracto seco y 20 mL de etanol
al 70 %, luego se homogenizo, posteriormente se adicioné 1 mL en diferentes
tubos de ensayo, finalmente se afiadi6 en cada tubo 5 gotas de reactivo
especifico para identificar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios

32,33

El reconocimiento de los metabolitos secundarios se realizd con los siguientes
reactivos: Molish (azucares reductores), Ninhidrina (aminoéacidos libres),
Dragendorff-Bertrand-Sonnenschein-Mayer(alcaloides), Shinoda (flavonoides),
Tricloruro férrico (compuestos fendlicos), Gelatina (taninos), Rosenheim
(antocianinas), Lieberman-Burchard (esteroides y/o triterpenoides), y prueba de

la espuma (saponinas).

2.5.3 Actividad antibacteriana método Kirby Bauer o antibiograma

a) Preparacion del extracto a ensayar: La preparacion de las concentraciones
del extracto hidroalcoholico de hojas secas de Moringa oleifera Lam (moringa)
fue a partir del extracto hidroalcohdlico, se preparé 5 mL de cada concentracién

como se indica:

Tabla 1. Preparacion de concentraciones del extracto hidroalcohdlico de

Moringa oleifera Lam para el ensayo experimental in vitro.

_ Volumen de etanol
Porcentaje Peso extracto (g) Volumen total (mL)
70 % (mL)
25 % 1,25 3,75 5,00
50 % 2,50 2,50 5,00
75 % 3,75 1,25 5,00

Fuente. Elaboracion propia




b) Activacion de la cepa: La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
obtenida y conservada fue activado segun las exigencias técnicas que figuran

en la hoja de adquisicién 34. (ver anexo)

c) Preparacion del inéculo: Teniendo en cuenta la turbidez del patron de la
escala de 0,5 McFarland (1,0 x 108 UFC/mL), ya preparado, se hizo el caldo
nutritivo con la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, verificando con
el patrén anteriormente mencionado se constato la semejanza de turbidez de
ambas suspensiones con una luz apropiada en un fondo blanco con lineas

negras 3% 3637,

d) Preparacion de los medios de cultivo: Se prepar6 el agar Mueller Hinton
de acuerdo a las indicaciones del laboratorio y después vertemos 20 mL de la
solucion en cada una de las placas de 100 mm de diametro y lo dejamos

solidificar a temperatura ambiente 38. (ver anexo)

e) Inoculacién de las placas: Se cogio un hisopo estéril y se empapoé con la
muestra del tubo que contiene el indculo, se presiona en los bordes del tubo
para descartar el exceso de liquido y se sembré de manera uniforme sobre el
Agar Mueller Hinton de inmediato se procedié a incubar a 37 °C por 24 horas
hasta obtener el incremento de bacterias. Se empleo el método de Kirby-Bauer
modificado en pozos, con un sacabocado se realiz0 5 pozos de 6 mm de
didmetro respectivamente, en donde se aplic6 a cada pozo 0,1 mL de las
diferentes concentraciones del extracto, un blanco (agua destilada), un control
negativo (etanol 70 %) y el control positivo (ciprofloxacino 5 pg) en cada placa
para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos de

la planta Moringa oleifera Lam (moringa) 39 40,

f) Grupos a ensayar:
Los grupos de ensayos fueron:

Grupo I: Blanco (agua destilada)
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2.6

2.7.

Grupo II: Etanol al 70 %

Grupo llI: Disolucion al 25 % del extracto hidroalcohdlico de la moringa
Grupo IV: Disolucién al 50 % del extracto hidroalcohdlico de la moringa
Grupo V: Disolucion al 75 % del extracto hidroalcohdlico de la moringa

Grupo VI: Disco con Ciprofloxacino 5 ug

Se realiz6 seis repeticiones para cada grupo experimental.

g) Interpretacién de los resultados: Los halos de inhibicion de cada placa
fueron medidos con una regla digital (vernier) y fueron expresados en

milimetros (mm) 4142,

Métodos de analisis estadisticos

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se empled el paquete
programa SPSS version 24. Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA), las
diferencias estadisticas fueron calculados por la prueba de Tukey, se trabajo
con nivel de significancia de 95 % (p < 0,05). Los datos se presentaron en tablas

y gréaficas 2018 3.

Aspectos éticos

En el estudio se utilizé cuidados especificos en bioseguridad e indumentaria
que corresponde a lo largo de toda la indagacion haciendo presente el uso de
la cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus, sobre placas con Agar Mueller
Hinton. Al final se respet6 los resultados obtenidos durante el proceso de esta
investigacion siguiendo el Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la
Organizacién Mundial de la Salud 44. Asimismo, se tuvo presente aspectos
éticos de no maleficencia porque los datos seran usados con fines académicos
y en el futuro puedan ser replicados o sirven de modelo para futuras

investigaciones 44.
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lll. RESULTADOS

3.1 De las pruebas de solubilidad

Tabla 2. Solubilidad del extracto hidroalcohdlico desecado de las hojas de

Moringa oleifera Lam (moringa).

N SOLVENTES RESULTADOS
1 Etanol 70 % +++

2 Metanol +++

3 Agua destilada ++

4 Butanol +

5 Acetona -

6 Eter de petréleo -

7 Cloroformo -

8 N-hexano -

Fuente. Elaboracion propia

Leyenda:

() Insoluble (+) Poco soluble (++) Soluble (+++) Muy soluble

En la tabla 2, se puede apreciar que el extracto hidroalcohodlico desecado de las
hojas de Moringa oleifera Lam (moringa), resulté ser muy soluble en etanol 70 %y
en metanol, soluble en agua, poco soluble en butanol e insoluble en acetona, éter

de petroleo, cloroformo y n-hexano.
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3.2 De la marcha fitoquimica

Tabla 3. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohélico desecado de las

hojas de Moringa oleifera Lam (moringa).

Reactivo Constituyente fitoquimico Resultado
Dragendorff Alcaloides ++
Bertrand Alcaloides +
Sonnenschein Alcaloides +
Mayer Alcaloides ++
Rosenheim Antocianinas ++
Molisch AzUcares reductores ++
Tricloruro férrico Compuestos fenolicos +++
Lieberman Burchard Esteroides y/o triterpenoides +
Shinoda Flavonoides ++
Ninhidrina Grupo amino libre -
Espuma Saponinas -
Gelatina Taninos ++

Fuente. Elaboracion propia

Leyenda:

(-) Ausencia (+) Leve (++) Moderado (+++) Abundante

En la tabla 3, se puede apreciar que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa

oleifera Lam (moringa),

se detectd presencia moderada de alcaloides,

antocianinas, azucares reductores, flavonoides y taninos, presencia abundante de

compuestos fendlicos, presencia leve de esteroides y/o triterpenoides, asimismo,

hubo ausencia de grupo amino libre y saponinas.
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3.3 Del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohélico

Tabla 4. Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera Lam frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

- ’ Halos de inhibicion o o e
. Umero de o de efecto
Grupos Tratamiento placas antibacteriano
: Desviacion
EEIES tipica

I Blanco (agua destilada) 6 0,00 0,0 0

Il Etanol 70 % 6 6,02 0,4 0

1l EHHMO 25 % 6 12,25* 0,9 51 %

\% EHHMO 50 % 6 15,73* 0,7 62 %

\% EHHMO 75 % 6 19,98* 0,8 70 %

\i Ciprofloxacino 5 pg 6 22,38* 1,0 73 %

Fuente. Elaboracién propia
EHHMO = Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam

*p < 0,05

% efecto antibacteriano = 100 —LGruno control Y x100

\ Grupo tratado

Figura 2. Férmula para determinar el porcentaje del efecto antibacteriano.

25,0

20,0

15,0

10,0

Halos de inhibicién (mm)

=

T

T T
Blanco (agua Etanol 70%
destilada)

| J
EHHMO 259% EHHMO 509

Grupos

T
EHHMO 75%

T
Ciprofloxacino
5ug

Figura 3. Promedio de halos de inhibicion segun grupos de tratamiento en el efecto
antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam.
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% efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Moringa oleifera Lam

70% 73%
3
0.6 - 51 %
05 -
0.4 -
03 -
0.2 -
0.1 - 0 0
0 -' .I ' . '

Blanco (agua Etanol 70% EHHMO 25% EHHMO50% EHHMO 75% Ciprofloxacino 5pg
destilada)

Fuente. Elaboracion propia

Figura 4. Porcentaje de efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Moringa oleifera Lam (moringa) frente a Staphylococcus aureus.

En la tabla 4, figura 3 y figura 4 se observan los datos del promedio de halos
de inhibicion y porcentaje de efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Moringa oleifera Lam, el efecto antibacteriano fue a dosis
dependiente, es decir, aumento la concentracion del efecto. Hubo 70 % de
efecto antibacteriano para la concentracion de 75 % del extracto, sin embargo,
ciprofloxacino mostr6 mayor efecto y fue significativo comparado con el

extracto.

Para probar la hipotesis general se realizdé analisis de varianza (ANOVA) y

prueba de Tukey:

Hipotesis alterna (H1): El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera Lam (moringa) presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa
de Staphylococcus aureus.

Hipotesis nula (HO): El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera Lam (moringa) no presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa

de Staphylococcus aureus.
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Tabla 5. Andlisis de Varianza para el efecto antibacteriano del extracto

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

NERT ci:?rzggs Glrizg?tzc(ij . culzlg rdéllﬁca SIS
Inter-grupos 2173,019 5 434,604 733,577 ,000
Intra-grupos 17,773 30 ,592

Total 2190,792 35

Fuente. Elaboracion propia

En la tabla 5 se observa el analisis de varianza (ANOVA), el valor de

significancia fue menor a 0,05, por el cual se acepta la hipétesis H1, es decir,

el extracto hidroalcohodlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)

presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa de Staphylococcus

aureus.

El analisis ANOVA se usa para identificar diferencias o similitudes en los grupos

de tratamiento, si el valor de significancia es menor a 0,05 indica que existe

diferencia, caso contrario los efectos son similares. En el estudio se observé

que el valor fue menor a 0,05.

Tabla 6. Andlisis de Tukey para el efecto antibacteriano del extracto

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

Grupos

Subconjunto para alfa = 0,05

N.°

3

4

Blanco (agua
destilada)

,000

Etanol 70 %

6,017

EHHMO 25 %

12,250

EHHMO 50 %

15,733

EHHMO 75 %

oo |0 | o

19,983

Ciprofloxacino 5 pg

22,383

Sig.

1,000 1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

Fuente. Elaboracién propia

EHHMO = Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam
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En tabla 6, se observa que el grupo tratado con ciprofloxacino 5 pg tiene mayor
efecto antibacteriano cuando aumentd la concentracion, es decir, la
concentracion al 75 % tuvo mayor y significativo efecto que las otras
concentraciones (p < 0,05). Por tanto, se acepta la hipétesis de trabajo H1.

Prueba de hipétesis especifica 1

H1: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)
tiene metabolitos secundarios.

HO: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)

no tiene metabolitos secundarios.

Esta hipotesis es de tipo cualitativo, por tanto, no requiere analisis estadistico,
los resultados se presentan y explican en la tabla 3, el cual evidencia la
presencia de metabolitos secundarios en la muestra, por tanto, se acepta la
hipotesis H1.

Prueba de hipotesis especifica 2

H2: Existe una concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera Lam (moringa) que posee efecto antibacteriano in vitro frente
a la cepa de Staphylococcus aureus.

HO: No existe una concentracidén del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera Lam (moringa) que posee efecto antibacteriano in vitro frente
a la cepa de Staphylococcus aureus.

Tabla 7. Andlisis de Tukey para el efecto antibacteriano de la concentracién al
75 % del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam.

’ g Intervalo de confianza al 95 %
Diferencia de ]
(I) Grupos (J) Grupos : Sig.
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
Blanco (agua 19,9833 ,000 18,632 21,335
destilada)
Etanol 70 % 13,9667 ,000 12,615 15,318
EHHMO 75 % | EHHMO 25 % 7,7333 ,000 6,382 9,085
EHHMO 50 % 4,2500 ,000 2,898 5,602
Ciprofloxacino 5 ug -2,4000 ,000 -3,752 -1,048

Fuente. Elaboracién propia
EHHMO = Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam
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En tabla 7, se observa que la concentracion al 75 % del extracto hidroalcohdlico
tuvo mayor efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus respecto a las
otras concentraciones y fue significante (p < 0,05); sin embargo, comparado
con el grupo de ciprofloxacino 5 pg su efecto antibacteriano fue
significativamente menor (p < 0,05). Por tanto, se acepta la hipotesis H2, es
decir; existe una concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera Lam (moringa) que posee efecto antibacteriano in vitro frente

a la cepa de Staphylococcus aureus.

Prueba de hipotesis especifica 3

H3. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)
tiene efecto antibacteriano in vitro en comparacion con ciprofloxacino 5 pg
frente a la cepa de Staphylococcus aureus.

HO: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)
no tiene efecto antibacteriano in vitro en comparacion con ciprofloxacino 5 pg

frente a la cepa de Staphylococcus aureus.

Tabla 8. Analisis de Tukey para el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) en relacién al
grupo de ciprofloxacino 5 ug.

o .. Intervalo de confianza al 95 %
iferencia de q
(I) Grupos (J) Grupos ; Sig.
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
Blanco (agua 22,3833 ,000 21,032 23,735
destilada)
. . Etanol 70 % 16,3667 ,000 15,015 17,718
Ciprofloxacino
5 ug EHHMO 25 % 10,1333 ,000 8,782 11,485
EHHMO 50 % 6,6500 ,000 5,298 8,002
EHHMO 75 % 2,4000 ,000 1,048 3,752

Fuente. Elaboracién propia

EHHMO = Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam

En la tabla 8 se aprecia que el grupo ciprofloxacino 5 pg tuvo efecto
antibacteriano significativamente mayor (p < 0,05) respecto a las diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera
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Lam. Por tanto, se acepta la hipotesis H3, es decir; el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) tiene efecto antibacteriano in

vitro en comparacion con ciprofloxacino 5 pg frente a la cepa de Staphylococcus

aureus.
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IV. DISCUSION

4.1 Discusion de resultados

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observan en la tabla 2 que el
extracto presenta solubilidad frente a solventes de naturaleza polar, fue muy
soluble en etanol 70 % y metanol, soluble en agua destilada y poco soluble en
butanol, esta propiedad permite deducir que los principales grupos de
metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera Lam son polares, es decir que sus compuestos estarian formando
puentes de hidrogeno con el solvente y facilitarian la solubilidad; Lock O. (2016)
%2 indica que compuestos como alcaloides, flavonoides, antocianinas o

compuestos fendlicos presentan solubilidad en solventes polares.

En la tabla 3, se observa la presencia de alcaloides, antocianinas, taninos,
flavonoides, compuestos fendlicos, esteroides y/o triterpenoides en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam, estos compuestos tienen
en su estructura quimica grupos hidroxilos que le confieren caracteristica polar,
esto explicaria la solubilidad en solventes polares. Jarrin J. (2018) en su estudio
sobre efecto antimicético de extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa
oleifera, hall6 la presencia de alcaloides, compuestos fendlicos y taninos como
principales componentes 23, resultados que son semejantes a los obtenidos en
este estudio. Asimismo, Arévalo O. (2017) en su estudio sobre actividad
citotoxica y antibacteriana de extractos de hojas de moringa, encontré la
presencia de flavonoides, alcaloides, esteroides y/o triterpenoides, de igual
forma resultados que son semejantes a los hallados en este estudio ?2. Lema
A. (2018) en su estudio de efecto antibacteriano de extractos de Mellisa
officinalis, hallaron en el extracto presencia de flavonoides, chalconas, auronas,
quinonas Yy alcaloides los mismos que evidenciaron tener efecto antibacteriano
in vitro 24, Estos resultados en base a los componentes quimicos similares a lo

encontrado en el presente estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 4, se observa que el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)
presentd efecto antibacteriano in vitro, este efecto fue mayor con la

concentracion 75 % del extracto de moringa, sin embargo este efecto fue
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significativamente menor comparado con el grupo control farmacoldgico
ciprofloxacino, Chero V. (2018) en su estudio sobre actividad antibacteriana del
extracto de hojas de moringa frente a Streptococcus mutans, observaron halos
de inhibicién promedio entre 15,27 y 17,96 mm de diametro 2°, estos resultados
son parecidos a lo descrito en el presente estudio. Caceres R. (2018) en su
estudio sobre actividad antibacteriana de extracto de hojas de moringa y
comparado con ciprofloxacino, hallaron que el mayor halo de inhibicién fue
17,70 mm para el extracto de moringa y 29,70 mm para ciprofloxacino,
indicaron que el extracto presenté efecto antibacteriano, pero a la vez fue
significativamente menor que el efecto de ciprofloxacino, estos hallazgos son
semejantes con nuestro estudio. Por otro lado, los resultados son semejantes
al estudio de Salcedo M. (2017) sobre capacidad inhibitoria de extractos de
hojas de moringa frente a Streptococcus mutans, hallaron que concentraciones
de 75 % del extracto tuvo efecto antibacteriano in vitro significante comparado

con el grupo control.
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4.2. Conclusiones

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten llegar a

las siguientes conclusiones:

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa oleifera Lam (moringa),
presentd abundantes compuestos fendlicos, presencia moderada de
alcaloides, taninos, flavonoides, antocianinas y leve presencia de esteroides
y/o triterpenoides, los mismos que podrian ser en conjunto los responsables

del efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

Se determindé que las concentraciones al 25 % y 50 % del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) presentaron
efecto antibacteriano, pero no alcanzaron al grupo control positivo frente a

Staphylococcus aureus.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)
al 75 % presento efecto antibacteriano in vitro ligeramente cercana al grupo

control frente a Staphylococcus aureus.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa)
al 75 % presentd un halo de inhibicion promedio de 19,98 mm, pero fue
inferior a ciprofloxacino 5 pug con halo de inhibicion promedio de 22,38 mm.
Con esto se concluye la efectividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a dosis dependiente.
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4.3 Recomendaciones

Realizar investigaciones mas profundas de los recursos vegetales
empleados en la terapéutica con la finalidad de evidenciar la seguridad de

los mismos mediante estudios de toxicidad aguda y subaguda.

Realizar investigaciones para cuantificar y elucidar la estructura quimica de
los principales metabolitos secundarios presentes en las hojas de Moringa

oleifera Lam (moringa).

Realizar estudios in vivo sobre actividad antibacteriana y determinar la dosis
efectiva media, asi como los principales parametros farmacocinéticos como
la concentracion plasmatica maxima, volumen de distribucion, tiempo de vida

y principales vias de metabolismo y excrecion.
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Anexo A. Operacionalizaciéon de las variables

ANEXOS

. ) DEFINICION N° DE CRITERIO
VARIABLES Tipo de DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSIONES | INDICADORES VALOR FINAL
variable OPERACIONAL ITEMS S

INDEPENDIENTE | Cualitativo A partir del extracto | Marcha Presencia de 13 (+++) Abundante | Presencia
Extracto Los extractos vegetales se | hidroalcohdlico de fitoquimica y metabolitos (++) Moderado 0 ausencia
hidroalcohdlico de obtienen por técnicas muy | las hojas de secundarios (+) Leve
las hojas de variadas, la maceraciéon es uno | Moringa oleifera | prueba de (-) Ausencia
Moringa oleifera de los mayormente empleados, | Lam (moringa) | .\ bilidad
Lam (moringa). los metabolitos secundarios se | obtenida por (-) Insoluble

obtienen dependiendo  del | maceracion con Solventes de 8 (+) Poco soluble

solvente usado, si el solvente es | etanol 70 % se variada (++) Soluble

polar se obtiene metabolitos | Prepararon polaridad (+++) Muy

polares, a los metabolitos | concentraciones de soluble

secundarios de las plantas se le | 25 %, 50 %y 75 %. —

atribuyen propiedades | Se realizo prueba E.xtracto - Concentracion 3 25% ancentra

terapéuticas beneficiosas para la | de  solubilidad y hidroalcohdlico | del extracto 50 % cién o_Ig la

salud de las personas, los | tamizaje fitoquimico | S€CO 75 % solucion

metabolitos pueden ser | al extracto obtenido.

identificados y cuantificados

mediante técnicas de analisis

guimico e instrumental.
DEPENDIENTE Cuantitativo Los ensayos pre clinicos in vitro | El efecto | Efecto Halo de | 6 % de efecto Promedios
Efecto son ampliamente usados para | antibacteriano S€ | Jntibacteriano inhibicién antibacteriano de halo de
antibacteriano investigaciones de actividad | calculd con la ayuda expresado en inhibicién
frente a la cepa antibacteriana de diferentes | del método de milimetro (mm)

de
Staphylococcus
aureus.

moléculas, una de las técnicas
es observar el radio del halo de
inhibicion de las muestras
problemas y comparados con
grupos  controles, mediante
andlisis estadisticos se acepta o
rechaza la actividad frente a un
determinado agente infeccioso.

difusion en pozoy se

midi6 el halo de
inhibicion del
crecimiento

bacteriano formado
por el extracto frente
a  Staphylococcus
aureus.
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Anexo B. Instrumento de recoleccién de datos

a. Prueba de solubilidad

[0}
N SOLVENTES RESULTADOS

Etanol 70 %

Metanol

Agua destilada

Butanol

Acetona

Eter de petréleo

NoOo|a|hWIN|PF

Cloroformo

8 N-hexano

Fuente. Elaboracion propia
Leyenda:
(-) Insoluble (+) Poco soluble (++) Soluble (+++) Muy soluble

b. Marcha fitoquimica

Reactivo Constituyente fitoquimico Resultado
Dragendorff Alcaloides
Bertrand Alcaloides
Sonnenschein Alcaloides
Mayer Alcaloides
Rosenheim Antocianinas
Molisch AzUcares reductores
Tricloruro férrico Compuestos fenolicos
Lieberman Burchard Esteroides y/o triterpenoides
Shinoda Flavonoides
Ninhidrina Grupo amino libre
Espuma Saponinas
Gelatina Taninos

Fuente. Elaboracion propia
Leyenda:

(-) Ausencia (+) Leve (++) Moderado (+++) Abundante
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c. Efecto antibacteriano

N g Halos de inhibicion o oo el
. Umero de 6 de efecto
Grupos Tratamiento placas antibacteriano
. Desviacion
izl tipica

| Blanco (agua destilada)

Il Etanol 70 %

1} EHHMO 25 %

\ EHHMO 50 %

\Y, EHHMO 75 %

Vi Ciprofloxacino 5 ug

Fuente. Elaboracion propia
EHHMO = Extracto hidroalcohdélico de las hojas de Moringa oleifera Lam

33



ANEXO C. Clasificacion Taxondmica

" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
g _r Universidad del Pertl, DECANA DE AMERICA
m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO
EC CE

e e MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra ia corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°401-USM-2019

LA JEFA (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta estéril) recibida de Mirtha Giovanna Diaz Buendia y Rosa
Belinda piaz Geneabrozo, estudiantes de la Universidad Inca Garcilaso de [a Vega; ha
sido estudiada vy clasificada como: Moringa oleifera Lam.; y tiene la siguiente posicidon
taxonomica, segiin el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: CAPPARALES
FAMILIA: MORINGACEAE
GENERO: Moringa
ESPECIE: Moringa oleifera Lam.

Nombre vulgar: "Moringa”
Determinado por: Dra. Joaquina Alban Castillo y Blgo. José Campos

Se extiende la presente constancla a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere conveniente.

Lima, 25 de noviembre de 2019

! ||
& %ﬁu_m Q S i
a. Joaquina Alban_Castillo

JAC/ddh




ANEXO D. Certificado de la Cepa

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2020/10/31

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 360-419** Release Date: 2018/11/29

Reference Number: ATCC® 25923 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, SBAP
smooth, opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:

Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached |D System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 meg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 meg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

I

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

*Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek@sanel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that differ from published results obtained by other methods.

4 Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information,

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

A

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #£2655.02

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed \* tra[dernarks of ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC®

Derivative cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

|ACCREDITED|

TESTING CERT #2655.01

® 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results .}Eﬂ
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols | Color
200-300 | o
-1 el
(.00 - 1.69 red

Meaning of Consistency Categories (A -C)

Category Interpretation

High consistency: The best mateh 13 8 hogh-confidence identification. The second-hest match is (1) a
(Al {high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2)a low-confidence
dentification in which the species or genus 1s identical fo the best watch, or (3) a non-identification

Law consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match 15 4 hngh- ar low-
(B)  |confidence identification. The second-best match is (1] high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best matc o (2) a noneidentification.

(') |No consistency: The requirements for hugh or low consistency are not met

Sample Mame: Staphylococous aureus subsp. aureus
Sample Description: 0380
Sample 10 360407

Sample Creafion DateTime:  2018-08-05T1223:18.417 MLB
Applied MSP Libraryfiesy  BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
Ei2
()R] il SRS
Comments:

NIA
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ANEXO E. Evidencias fotograficas del trabajo de campo

Figura 5. Separacion de la muestra vegetal

L6

\

Figura 6. Preparacion del macerado del extracto hidroetandlico de Moringa oleifera
Lam (moringa)

Figura 7. Obtencion del extracto hidroetanélico de la Moringa Oleifera Lam (moringa)
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Figura 10. Marcha fitoquimica
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Figura 11. Resultado de la marcha fitoquimica: 1=Dragendorff, 2=Bertrand,
3=Sonnenschein; 4=Mayer; 5=Gelatina; 6=Shinoda; 7=Tricloruro férrico; 8=Rosenheim;
9=Lieberman Burchard; 10=Prueba de espuma; 11=Ninhidrina; 12=Molisch;13= Fehling;
14=Blanco

Figura 13. Sembrado en placa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Figura 16. Aplicacion del extracto hidroalcohdlico de la Moringa Oleifera Lam
(moringa)
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Figura 17. Incubacion de Staphylococcus aureus ATCC 25923 con el extracto
hidroalcohdlico y controles a 37 °C por 24 horas

Figura 19. Halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de la Moringa Oleifera Lam
(moringa) al 25 % y 50 % frente a cepa de Staphylococcus aureus
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Figura 20. Halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de la Moringa Oleifera Lam
(moringa) al 25 % y 75 % frente a cepa de Staphylococcus aureus

Figura 21. Halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de la Moringa Oleifera Lam
(moringa) al 50 % y 75 % frente a cepa de Staphylococcus aureus
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Anexo F. Comparaciones multiples de analisis de tukey

Diferencia Intervalo de confianza al 95 %
Andlisis (1) Grupos (J) Grupos | de medias (I- Sig. Limite . )
J) —— Limite superior
inferior
Etanol 70% | -6,0167 ,000 7,368 -4,665
EHHMO 25 % | -12,2500 ,000 -13,602 -10,898
Blanco (agua | EHHMO 50 % | -15,7333 ,000 -17,085 -14,382
destilada) - e iV0 7505 | -10,0833 ,000 -21,335 -18,632
C'progli’;ac'“o 22,3833 ,000 -23,735 -21,032
Blanco (agua | ¢ 67 ,000 4,665 7,368
destilada)
EHHMO 25 % | -6,2333 ,000 -7,585 -4,882
Etanol 70 % | EHHMO 50 % | -9,7167 ,000 -11,068 -8,365
EHHMO 75 % | -13,9667 ,000 -15,318 12,615
C'progli’;ac'“o -16,3667 ,000 -17,718 -15,015
Blanco (agua | 4, 550 ,000 10,898 13,602
destilada)
Etanol 70% | 6,2333 ,000 4,882 7,585
EHHMO 25 % | EHHMO 50 % |  -3,4833 ,000 -4,835 2,132
EHHMO 75 % | -7,7333 ,000 -9,085 -6,382
Ciprofloxacino | ;4 1344 ,000 -11,485 -8,782
5 g
Tukey I
Blanco (agua | ;g 7344 ,000 14,382 17,085
destilada)
Etanol 70% | 9,7167 ,000 8,365 11,068
EHHMO 50 % | EHHMO 25 % |  3,4833 ,000 2,132 4,835
EHHMO 75 % |  -4,2500 ,000 -5,602 2,898
Ciprofloxacino | g g5 ,000 -8,002 -5,208
5 g
Blanco (agua | ;4 gg43 ,000 18,632 21,335
destilada)
Etanol 70% | 13,9667 ,000 12,615 15,318
EHHMO 75% | EHHMO 25 % |  7,7333 ,000 6,382 9,085
EHHMO 50 % |  4,2500 ,000 2,898 5,602
Ciprofloxacino |, /55 ,000 -3,752 -1,048
5 g
Blanco (agua | 5, 3844 ,000 21,032 23,735
destilada)
. | Etanol 70% | 16,3667 ,000 15,015 17,718
Ciprofloxacino
5 ug EHHMO 25 % | 10,1333 ,000 8,782 11,485
EHHMO 50 % |  6,6500 ,000 5,298 8,002
EHHMO 75% |  2,4000 ,000 1,048 3,752

Fuente. Elaboracion propia
EHHMO = Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam
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Anexo G. Prueba de normalidad

Kolmogérov-Smirnov Shapiro-Wilk
Halos Grupos
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Etanol 70 % 160 6 ,200 ,945 6 ,700
EHHMO 25 % 187 6 ,200 914 6 466
Halos de | piivio 50 96 222 6 ,200 851 6 161
inhibicion
0 y f y y
(mm) | EHHMO 75 % 172 6 200 978 6 944
C'prosﬂixgac'”o 225 6 200 866 6 212

Fuente. Elaboracion propia

EHHMO = Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam

p > 0,05 (Datos son normales)
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Anexo H. Escala de Duraffourd para determinar el efecto inhibitorio segun el
diametro de inhibicion

Nula - Menor igual a 8 mm
Sensible 4 9-14 mm

Muy sensible ++ 15-19 mm
Sumamente sensible +++ Mayor igual a 20 mm

Fuente. Elaboracion propia

Halos de inhibicién

Grupos Tratamiento Escala de Duraffourd
Media
| Blanco (agua destilada) 0 Nula
Il Etanol 70% 6 Nula
1 EHHMO 25% 12 Sensible
\% EHHMO 50% 16 Muy sensible
\% EHHMO 75% 20 Sumamente sensible
VI Ciprofloxacino 5 pg 22 Sumamente sensible

Fuente. Elaboracion propia
Efecto inhibitorio de cada grupo experimental segin escala de Duraffourd
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Anexo |. Matriz de Consistencia

EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Moringa oleifera Lam (moringa) FRENTE A LA CEPA

DE Staphylococcus aureus.

¢ Cual es el efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Moringa oleifera Lam (moringa) frente
a la cepa de Staphylococcus aureus?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

¢ Qué metabolitos secundarios tiene el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Moringa oleifera Lam (moringa)?

¢ Cual es la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera Lam (moringa) que posee efecto
antibacteriano in vitro frente a la cepa
Staphylococcus aureus?

¢,Cual es el efecto antibacteriano in
vitro del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Moringa oleifera Lam
(moringa) en comparacion con
ciprofloxacino frente a la cepa de

Staphylococcus aureus?

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Moringa oleifera Lam (moringa) frente
a la cepa Staphylococcus aureus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Moringa oleifera Lam
(moringa) mediante andlisis fitoquimico
cualitativo.

Precisar la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Moringa
oleifera Lam (moringa) que posee efecto
antibacteriano in vitro frente a la cepa de
Staphylococcus aureus.

Comparar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Moringa oleifera Lam (moringa) en
comparacion con ciprofloxacino frente a
la cepa de Staphylococcus aureus.

El extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Moringa oleifera Lam
(moringa) presenta efecto
antibacteriano in vitro frente a la
cepa de Staphylococcus aureus.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

El extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Moringa oleifera
Lam (Moringa) presenta
metabolitos secundarios como

posibles responsables del efecto
antibacteriano in vitro frente a la
cepa de Staphylococcus aureus.

Existe una concentracion del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Moringa oleifera Lam
(moringa) que posee efecto
antibacteriano in vitro frente a la
cepa de Staphylococcus aureus.

El extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Moringa oleifera Lam
(moringa) tiene efecto
antibacteriano in vitro en
comparacion con ciprofloxacino
frente a la cepa de Staphylococcus
aureus.

V1. DIMENSION
El extracto | Fitoquimica.
hidroalcohdlico de
las hojas de

moringa.

V2. DIMENSION
Efecto Microbiolégico.
antibacteriano

frente a la cepa
de Staphylococcus
aureus.

INDICADORES
Identificacion de
metabolitos secundarios.

Reacciones quimicas de
precipitacion, coloracién y
pruebas de solubilidad.

INDICADORES
Medicién del diametro de
inhibicién (Halos de
inhibicién).
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