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RESUMEN

El presente estudio de investigacion fue de tipo experimental, enfoque cuantitativo y
corte transversal, cuyo objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de hojas de Moringa oleifera comparado con Petroselinum crispum, sobre
cultivo de Escherichia coli. La obtencion del extracto etandlico fue por método de
maceracion a partir de las hojas de Moringa oleifera y Petroselinum crispum, en
concentraciones de 50% y 75% respectivamente. Se trabajé con 24 placas de cultivo de
Escherichia coli en 6 grupos: control negativo (solucion fisioldgica 0.9%), control
positivo (ciprofloxacino 5ug), experimental 1 (Moringa oleifera 50%), experimental 2
(Petroselinum crispum 50%), experimental 3 (Moringa oleifera 75%), experimental 4
(Petroselinum crispum 75%). Se determino el efecto antibacteriano con la medicién del
didmetro de los halos de inhibicidn bacteriana después de 24 horas de incubacion con el
cultivo de Escherichia coli a 37°C. Las medidas de los halos de inhibicion del extracto
etandlico de Moringa oleifera 75%, fue 15.4 mm, mientras que en su concentracion al
50% se obtuvo 12.7 mm y en el extracto etandlico Petroselinum crispum 75% se obtuvo
12.6 mm, mientras que en su concentracion de 50% fue 10.2 mm, los cuales fueron
contrastados con el control positivo. El analisis estadistico mediante ANOVA vy la
prueba de Tukey mostro diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos
experimentales; concluyendo que el extracto etandlico de Moringa oleifera 75% tiene
mejor efecto antibacteriano in vitro sobre cultivo de Escherichia coli.

Palabras claves: Escherichia coli, efecto antibacteriano, extracto etandlico, halos de

inhibicion.
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ABSTRACT

The present research study was experimental, quantitative approach and cross-sectional,
whose objective was to evaluate the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract
of Moringa oleifera leaves compared with Petroselinum crispum, on Escherichia coli
culture. Obtaining the ethanolic extract was by maceration method from the leaves of
Moringa oleifera and Petroselinum crispum, in concentrations of 50% and 75%
respectively. 24 Escherichia coli culture plates were used in 6 groups: negative control
(0.9% physiological solution), positive control (ciprofloxacin 5ug), experimental 1
(Moringa oleifera 50%), experimental 2 (Petroselinum crispum 50%), experimental 3
(Moringa oleifera 75%), experimental 4 (Petroselinum crispum 75%). The antibacterial
effect was determined with the measurement of the diameter of the bacterial inhibition
halos after 24 hours of incubation with the Escherichia coli culture at 37 ° C. The
measurements of the inhibition halos of the ethanolic extract of Moringa oleifera 75%,
was 15.4 mm, while in its concentration at 50% it was obtained 12.7 mm and in the
ethanolic extract Petroselinum crispum 75% it was obtained 12.6 mm, while in its
concentration of 50% it was 10.2 mm, which were contrasted with the positive control.
Statistical analysis by ANOVA and Tukey's test showed a significant difference (p
<0.05) between the experimental groups; concluding that the ethanolic extract of
Moringa oleifera 75% has a better antibacterial effect in vitro on Escherichia coli
culture.

Key words: Escherichia coli, antibacterial effect, ethanolic extract, inhibition halos.
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I. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales de manera tipica, fueron actividades cruciales a inicios de la
humanidad debido a que las plantas son una materia prima importante por los benéficos
terapéuticos que se atribuyen a cada especie vegetal. Las propiedades medicinales de las
plantas se basan en la observacion, la experiencia y el conocimiento profundo de cada region
del mundo que es transmitido de generacion en generacién, esto ha hecho que la medicina
popular y la herboristeria actual tengan un auge en el consumo de estos recursos debidamente
estandarizados, debido a que la adquisicion de medicamentos modernos son limitadas por el
alto costo y el consumo de plantas medicinales que contribuyen a la solucién de distintas
patologias que presentan la poblacion ),

Los metabolitos primarios y secundarios le confieren una interesante cantidad de sustancias
que tienen efecto sobre diversas bacterias, en estos tiempos aumentaron la busqueda y el uso
de plantas medicinales que tengan efectos antibacterianos para enfrentar las distintas
patologias que producen estas patologias &2,

Una de las plantas investigadas en el presente estudio de investigacién es la Moringa oleifera
(Moringa) éarbol perteneciente a la familia Moringaceae, nativo de las estribaciones
meridionales del Himalaya y en la actualidad se cultiva practicamente en todas las regiones
tropicales, subtropicales y semiaridas del mundo. Las hojas, las flores, los frutos y las raices
son apreciados por su valor nutritivo y pueden ser utilizados en la alimentacion humana y

animal. Las hojas son excepcionalmente ricas en vitaminas y diferentes aminoécidos ©.



En 1998 Ruckmani indico que la Moringa oleifera, tiene un gran amplio listado de agentes
antimicrobianos, categorizandola como una planta con una evidente actividad antibacteriana,
con un gran potencial para aprovechar, sefialé que el principio activo, con participacion activa
en el efecto antibacteriano e inclusive un poder fungicida es la pterygospermina o
pterygospermin ©).

El Petroselinum crispum (Perejil) es otra planta investigada en el presente estudio, el cual
tiene un gran porcentaje en la gastronomia del Peru, presenta una gran variedad de metabolitos
para distintos efectos terapéuticos como son los flavonoides (apiina, luteolina, apigenina),
aceites esenciales, (apiol y miristicina) y cumarinas estos compuestos tiene un efecto
antioxidante , pero en la actividad antibacteriana del Petroselinum crispum se debe a la
presencia de compuestos como 1,3,benzodioxol- 4-metoxy -6- (2-propenil) y el 1,3
benzodioxol- 4,7,dimetoxy- 5- (2- propenil) ©.

Una de las especies bacterianas méas relevantes en el &mbito de la practica clinica es
Escherichia coli, el cual es un bacilo anaerobio gram negativo que pertenece a la familia
enterobacteriaceae que coloniza la flora bacteriana del ser humano y animales, pero algunas
de las bacterias Escherichia coli tienen un efecto patdégeno dafiando el equilibrio de la flora
bacteriana originando dafio intestinal y extra intestinal entre ellos tenemos patologias como
infecciones gastrointestinales, infeccion de las meninges, vias urinarias y vias respiratorias,
siendo un microorganismo patdégeno mas concurrente y que causa infecciones de las vias
urinarias, abarcando alrededor del 95% de los aislamientos; cumple un rol importante en la
etiologia de las infecciones en el mundo, estas bacterias a su vez se estan volviendo resistentes
a los medicamentos antibacterianos y esto aumenta la incidencia de tasas de mortalidad en la

hospitalizacion y en los costos de atencion de los pacientes 9,



En la batalla diaria de los antibidticos contra las infecciones bacterianas, la resistencia
bacteriana gana campo en los hospitales del mundo, debido al gran nimero de pacientes que
son afectados y acuden a los establecimientos de salud para recibir atencion ya que estos
pacientes hacen uso irracional de medicamentos (antibacterianos) y sumado a un sistema
inmune bajo, seria la etiologia que desencadena la extension de la resistencia bacteriana ©.

La resistencia antibacteriana se debe principalmente al mal uso que se hace de los antibidticos,
mediante la automedicacion. Las enfermedades provocadas por microorganismos
multirresistentes se relacionan con estadias clinicas de emergencia demoradas, mayores tasas
de decepcion atil, mayor mortalidad y altos costos derivados de la consideracion clinica que
compromete la mantenibilidad de cualquier marco de bienestar ©:19),

El problema de la obstruccion bacteriana afecta principalmente a las clinicas médicas de todo
el mundo, como resultado del nimero creciente de pacientes basicamente enfermos, de
huéspedes inmunocomprometidos, la proximidad de diferentes enfermedades asociativas y la
utilizacion regular de aparatos molestos. Uno de los componentes que desencadenan vy el
aumento de la oposicién bacteriana es la utilizacion sin sentido de los medicamentos
antibacterianos y el uso incorrecto de medidas de limpieza en la practica clinica %19,

Por todo lo antes expuesto se plantea el siguiente problema de investigacion:

¢Cual sera el grado de inhibicién antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Moringa
oleifera (Moringa) comparado con Petroselinum crispum (Perejil) sobre cultivo de

Escherichia coli?



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de hojas de Moringa oleifera
(Moringa) comparado con Petroselinum crispum (Perejil) sobre cultivo de Escherichia coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico al 50% y 75% de
hojas de Moringa oleifera (Moringa) comparado con Petroselinum crispum (Perejil) sobre
cultivo de Escherichia coli.

v Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de hojas de Moringa
oleifera (Moringa) y Petroselinum crispum (Perejil) a 50% y 75% con el control positivo

(Ciprofloxacino 5ug).



1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

Silveira et al. (2020) en Brasil realizaron una investigacion con el fin de aplicar proteinas
fraccionadas de Moringa oleifera Lam para la inactivacion de Escherichia coli del agua. Se
evalud el efecto de diferentes concentraciones de coagulantes obtenidos de extractos de
semilla de Moringa y sus fracciones proteicas en la inactivacion de E. coli durante el proceso
de coagulacién/floculacion. Los coagulantes estudiados fueron el extracto acuoso, extracto
salino y fracciones proteicas albdmina y globulina, destacando que las fracciones proteicas
fueron mas eficaces en la desactivacion de E. coli. La globulina de la fraccion proteica a una
concentracion de 10,0 mg de L-1 mostrd efectos bactericidas contra E. coli en 18 minutos,
mientras que la albimina mostro un efecto bacteriostatico en 48 minutos porque aislé colonias
en la muestra de sedimentos 2.

Posada et al. (2016) realizaron una investigacion con el objetivo de evaluar el crecimiento de
Escherichia coli O157:H7 y Salmonella en extractos de espinacas, lechuga, perejil y acelgas a
diferentes temperaturas de almacenamiento. Los extractos vegetales acuosos inoculados
fueron incubados a 8, 10, 16 y 20°C durante 21 dias. El crecimiento microbiano se monitoreo
utilizando Bioscreen. En el extracto de espinaca, los resultados mostraron que para E. coli
0O157H7 y Salmonella se obtuvieron diferencias significativas (P < 0-05) para pabs (tasa
méaxima de absorbancia). Mientras que, para ambos patdgenos, el crecimiento de las acelgas
fue ligeramente menor. Por el contrario, la lechuga iceberg y el perejil mostraron los valores
mas bajos de pabs, por debajo de 0-008 h(-1) . Los coeficientes de varianza (CoV) calculados
para las diferentes réplicas evidenciaron que a baja temperatura (8°C) se espera un

comportamiento mas variable de ambos patdgenos (CoV > 180%) 12



Vieira et al. (2010), en Brasil, realizé un estudio de investigacion con el objetivo de identificar
la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Moringa oleifera a diferentes
concentraciones (200 mg/ml, 150mg/ml, 100mg/ml y 50mg/ml), sobre agentes patogenos
gram positivos y negativos mediante la técnica de difusion en discos de agar. El estudio llego
a la conclusion que el extracto etandlico de moringa posee buen efecto antibacteriano contra
cepas gram negativas y por lo tanto la enterobacteria Escherichia coli es sensible al extracto

etandlico de Moringa Oleifera 4.

Céceres (2018), en Peru, realizd6 un trabajo de investigacion donde evalué el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de las hojas de Moringa oleifera “moringa” comparado
con Ciprofloxacino con una concentracion de 5 ug, sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922. Los resultados que se obtuvieron al finalizar el trabajo de investigacion fue que el
extracto etandlico de las hojas Moringa oleifera muestra halos de inhibicion a partir de la
dilucién al 75% con 13.90 mm (DS: 0.738+0.233, IC 95%; 13.37-14.43), Al 100% el halo de
inhibicion fue de 17.70 mm (DS: 1.059+0.335, 1C95%;16.94-18.46), sin embargo, estos
valores no superan el halo de inhibicion del medicamento: ciprofloxacino (29.70mm DS:
0.823+0.260, 1C95%; 29.11-30.29). Por lo tanto, se llega la conclusién con el presente trabajo
de investigacion que el extracto etanolico de las hojas de Moringa oleifera si tiene efecto

antimicrobiano sobre Escherichia coli ATCC 25922 (19,



Rodriguez (2018), en Peru, realiz6 un estudio comparativo donde el objetivo principal fue
comparar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de las semillas de Moringa
oleifera frente a Gentamicina y Nitrofurantoina sobre Escherichia coli. La metodologia
utilizada fue: la técnica de difusién por disco de Kirby Bauer. El procesamiento de
informacion se realizO mediante, el estudio de frecuencias, estadistico chi-cuadrado y
correlacion de Pearson, obteniendo 56,70 % de sensibilidad para la actividad antimicrobiana

del aceite esencial de las semillas de Moringa oleifera, 96,7 (19,

Chero (2018), en Perd, realizé un estudio de investigacién cuyo objetivo fue comparar el
efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso e hidroetandlico de hojas de Moringa
oleifera sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. se obtuvo halos promedios de inhibicién
de 17,96 y 15,27 mm para las concentraciones de 76 mg/ml y 38mg/ml; sin embargo, los
extractos acuosos no presentaron halos de inhibicion. Se concluye que los extractos
hidroetandlicos de 76mg/ml y 38mg/ml tienen efecto antibacteriano sobre S. mutans ATCC

35668 17,

Arévalo (2017) en Per(, evalu6 el efecto antibacteriano y citotoxico in vitro de dos extractos
metanolicos de Azadirachta indica y Moringa oleifera sobre cepas de Enterococcus faecalis
(ATCC 29212). Los resultados obtenidos en la investigacién demostraron que Moringa
oleifera obtuvo mayor efecto antibacteriano a las 24 y 48 horas frente al Enterococcus
faecalis. El efecto bactericida para el extracto de Azadirachta indica fue a concentracién de 25
pg/ml y para el extracto de Moringa oleifera fue de 75 pg/ml. Por lo tanto, se demostré que
los extractos metandlicos de Azadirachta indica y Moringa oleifera tienen efecto

antibacteriano contra cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas 9,

7



Garcia et al. (2015) en Per0, realizaron un trabajo de investigacion donde evaluaron la eficacia
de la pterigospermina de Moringa para la accion antibacteriana sobre los factores de
contaminacion que se presenta las aguas del Rio Moche (E. coli y entero bacterias). Concluyo
gue, a una concentracion de 0,6g de moringa se provoca cambios en el agua del rio moche,
llegando a los pardmetros permisibles para ser usada como agua de riego y consumo animal,
puesto que se obtuvo resultados de pH de 6.94, una conductividad de 1195.67 uS/cm, un nivel
de turbidez de 55.30 NTU y una carga microbiana de 93.3 UFC/ml. Dichos valores se
encuentran dentro de los estandares nacionales de calidad ambiental para agua, aprobados por

el Ministerio del Ambiente de Per( (19,

Vivanco et al. (2012), en Per(, evalu6 la composicion quimica del aceite esencial de las hojas
de Petroselinum crispum “perejil” y determinar su actividad antibacteriana. La determinacion
de la actividad antibacteriana in vitro, se realizd por el método de difusion en agar. Los
resultados obtenidos en el trabajo de investigacibn muestran que el aceite esencial de

Petroselinum crispum (Mill) “perejil” presenta actividad antibacteriana ©.



2.2. Bases teoricas de la investigacion

Fitoterapia

El control contempla la utilizacion de plantas o partes de éstas en el tratamiento de patologias
que presentan los individuos donde esta informacion convencional termina con el aprendizaje
I6gico, es decir, los estudios de medicacion habituales se completan después de la técnica
I6gica para reconocer o descartar la utilizacion bien conocida en el informe. Medicamentos de

patologias 9.

Plantas Medicinales

Las plantas restauradoras son aquellas que presentan en su estructura reglas dinamicas que se
utilizan en medicamentos Utiles y como antecedentes para la combinacion de nuevos
medicamentos. En circunstancias como las personas actuales que viven en lugares menos

creados, las plantas utilizan para mejorar su estado de bienestar .

Drogas Vegetales

Las drogas vegetales son partes de plantas pulverizadas o molidas ya sea flores, frutos,
semillas, tubérculos, corteza o cualquier otra parte, ya sea fresca o seca. Asi también los jugos,
gomas, latex, aceites esenciales y demas componentes similares, que se utilizan puras o en

mezcla, para la fabricacion de medicamentos @)



Principios activos

El principio activo es la sustancia quimica que tiene origen natural o sintético que presenta una
actividad terapéutica .

Extracto

El extracto vegetal es la concentracion de principios activos que puede tener forma solida,
semisolida y liquida que se obtienen por métodos adecuados para cada planta para mejorar la
estabilidad de los componentes mediante el uso de solventes especificos para cada principio
activo y el tipo de extraccion que se va utilizar @,

Moringa oleifera (moringa)

La moringa oleifera es autoctona del continente asiatico, especificamente en los valles del
Himalaya, pero con el trascurrir del tiempo se ha extendido por todo el mundo este cultivo se
ve favorecido en regiones del mundo subtropicales. Esta planta medicinal que corresponde al
reino Plantae de la familia Moringacea, en el género Moringa y de la especie Moringa oleifera
se adapta a desarrollarse en varios ecosistemas como son colinas o al nivel del mar, pero
mayormente se encuentra en las orillas de los rios o praderas. La Moringa oleifera es una
planta dicotiledéneo, los factores ambientales para un mejor cultivo y su desarrollo son
regiones que la temperatura este en niveles de temperaturas tropicales como lo son el rango de

entre 25 — 35°C y que las tierras donde se cultivan presenten un pH alcalino en un rango de 5 a

9 (12,13)_

La utilizacion de Moringa oleifera para la prevencion y tratamiento de diversas patologias de
etiologia bacteriana es muy popular, y en las Ultimas décadas se han realizado muchos
estudios y trabajos de investigacion obteniendo buenos resultados y por lo tanto confirmando

su accion antibacteriana (213,

10



Respecto a la accién antibacteriana de las distintas partes de la planta de Moringa oleifera
(moringa) se ha comprobado mediante estudios la actividad sobre microorganismos
originando la inhibicion de crecimiento bacteriana de Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus mediante extractos de las hojas de moringa que fue demostrada por
cientificos guatemaltecos. En otro estudio demostraron actividad antifungica de aceite
esencial extraido de las hojas de Moringa oleifera (moringa) contra agentes dermatofitos como
Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes 3 1415),

Los trabajos de investigacion a nivel bacteridlogo evidenciaron que los extractos de la semilla
de la planta Moringa oleifera presenta una accién antibacteriana, los cuales producen un
efecto de floculacion de las bacterias gram positivas y negativas y esto hace que su accién de
inhibicion del crecimiento bacteriano se produzca mediante un mecanismo de lisis de la
membrana celular de la bacteria por inhibir sus enzimas. ElI metabolito principal para esta
actividad antibacteriana es el 4-(4'-O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocionato de Bencilo,
el cual tiene accion bactericida sobre varias especies que originan enfermedades bacterianas
(15).

Investigaciones han evidenciado el efecto antibacteriano de la planta medicinal Moringa
oleifera sobre las bacterias Salmonella typhii, Vibrio cholerae y Escherichia coli, que son la
causa principal de enfermedades tales como fiebre tifoidea, el colera y la gastroenteritis,
respectivamente y como resultado puede tener un gran impacto debido a que estas
enfermedades son muy comunes en los paises del mundo pero abre la posibilidad de usar este
tratamiento natural que es menos costoso y sostenible para el control de enfermedades y para
mejorar la calidad de vida de la poblacion, pero sobre todo en regiones rurales donde son
minimas las acciones de salubridad que facilitan la propagacién y el contagio de

enfermedades infecciosas por bacterias patogenas 3

11



Petroselinum crispum

El perejil es una planta herbacea de olor penetrante, que tiene como lugar de desarrollo
oriundo la regién mediterranea. Pero el cultivo de esta planta se ha extendido por todo el
mundo debido a que presenta muchos efectos terapéuticos que se le atribuyen como:
antiséptico, estimulante, antiespasmadico, carminativo, emenagogo, carminativo, estomaquico
y su accion sobre la fibra uterina %

El Petroselinum crispum es una hierba muy utilizada en la preparacion de platos
gastrondmicos y tiene uso como digestivo, diurético y emenagogo, también presenta actividad
antiulcerosa como antihipertensiva, esto se debe al contenido aceite que presenta en sus hojas
como en su raiz y es el que también le brinda el olor caracteristico para su uso en la
gastronomia (3

En distintos estudios se ha demostrado que el Petroselinum crispum (perejil) presenta varias
propiedades terapéuticas como por ejemplo efecto antibacteriano in vitro ya que inhibe cepas
de bacterias gram negativas como lo son Aspergillus niger y faluvus, Escherichia coli y
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, esto se debe a la presencia de metabolitos
como:1,3-benzodioxol;4-metoxy-6-(2-propenil)- y el 1,3-benzodioxo 4,7-dimetoxy-5-(2-
propenil) 2

Escherichia Coli

Es una enterobacteria de tipo bacilo gram negativo y que no necesita de oxigeno (anaerobia)
pero que forma parte de nuestra flora bacteriana sobre todo en el tracto gastrointestinal de los
humanos y animales, pero algunas de las bacterias Escherichia coli tienen un efecto patdégeno
dafiando el equilibrio de la flora bacteriana y originando distintas patologias gastrointestinales

pero tambien pueden llegar a producir infecciones en otras partes del cuerpo humano como
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son en las meninges (meningitis), infecciones gastrointestinales, infeccion del tracto urinario y
respiratorio, siendo un microorganismo patdégeno que origina mas comdnmente las distintas
patologias bacterianas mencionadas 4.

La Escherichia coli es un agente patdgeno bacteriano que pertenece al grupo de las bacterias
gram negativas que forman esporas y que pueden presentar o no flagelos que le provee de
movimiento. La bacteria E. coli presenta un sistema anaerobio, su metabolismo se origina con
la oxidacion de los carbohidratos (glucosa), para dar origen a metabolitos como son &cido
acetico, lactico y formico.

La bacteria Escherichia coli debe presentar condiciones dptimas para su crecimiento como son
que el medio sea acido (pH: 4.3-6.0), asi como las bajas temperaturas ).

En la mayoria de cepas de Escherichia coli son inocuas ya que dentro de nuestro organismo
cumplen funciones como la sintesis de algunas vitaminas e inhibir el crecimiento y desarrollo
de bacterias patdgenas que originan otro tipo de patologias bacterianas .

La bacteria Escherichia coli se clasifica en seis serotipos que son patégenos: E. coli
Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E.
coli Enteropatégeno (EPEC), E. coli de adherencia difusa (ADEC), E. coli productoras de

toxina Shiga (STEC) @4,
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111. HIPOTESIS

Hi: El extracto etanolico de hojas de Moringa olifera (Moringa) comparado con Petroselinum

crispum (Perejil) presenta efecto antibacteriano sobre cultivo de Eschericha coli.

Ho: El extracto etandlico de hojas de Moringa olifera (Moringa) comparado con Petroselinum

crispum (Perejil) no presenta efecto antibacteriano sobre cultivo de Eschericha coli.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de investigacion

El presente estudio de investigacion fue de tipo experimental, enfoque cuantitativo y corte
transversal cuyo principal objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandélico
de hojas de Moringa oleifera (Moringa) comparado con Petroselinum crispum (Perejil) sobre
cultivo de Escherichia coli, utilizando el método de difusion en disco (Kirby-Bauer) que se
representaran mediante halos de inhibicion.

Grupo control negativo:

Fue conformado por 4 placas Petri, cada una de ellas conteniendo agar Mueller Hinton (20 ml) y
bacterias obtenidas del cultivo de Escherichia coli, se usé como referencia los estandares de
McFarland para la turbidez, luego se realiz6 la dispersion de la bacteria con un hisopo en los
cuatro cuadrantes de la placa Petri. Seguidamente fueron colocados 5 discos de papel Whatman
que estaban impregnados de suero fisiologico al 0.9% @42,

Grupo control positivo:

Fue conformado por 4 placas Petri, cada una de ellas conteniendo el agar Mueller Hinton (20 ml)
y las bacterias obtenidas del cultivo de Escherichia coli, se tuvo como referencia los estandares
de McFarland para la turbidez, luego se realizé la dispersion de la bacteria con un hisopo en los
cuatro cuadrantes de la placa Petri. Seguidamente se colocd 5 discos de medicamento de
ciprofloxacino 5pg.

Grupo experimental 1:

Fue la técnica experimental 1 en el cual fue conformado por 4 placas Petri, cada una de ellas
conteniendo el agar Mueller Hinton (20 ml) y las bacterias obtenidas del cultivo de Escherichia

coli, se tuvo como referencia los estandares de McFarland para la turbidez, luego se realizé la

15



dispersion de la bacteria con un hisopo en los cuatro cuadrantes de la placa Petri. Seguidamente
fueron colocados 5 discos de papel Whatman que estuvieron impregnados del extracto etanolico
de hojas de Moringa oleifera (moringa) al 75 %.

Grupo experimental 2:

Este grupo correspondio a la técnica experimental 2 el cual estuvo conformado por 4 placas Petri,
cada una de ellas conteniendo el agar Mueller Hinton (20 ml) y las bacterias obtenidas del cultivo
de Escherichia coli, se obtuvo como referencia los estandares de McFarland para la turbidez,
luego se realizd la dispersion de la bacteria con un hisopo en los cuatro cuadrantes de la placa
Petri. Seguidamente fueron colocados 5 discos de papel Whatman que fueron impregnados del
extracto etandlico de hojas de Petroselinum crispum (perejil) 75%.

Grupo experimental 3:

Este grupo fue nuestra técnica experimental 3 el cual estuvo conformado por 4 placas Petri, cada
una de ellas conteniendo agar Mueller Hinton (20 ml) y las bacterias obtenidas del cultivo de
Escherichia coli, se tuvo como referencia los estandares de McFarland para la turbidez, luego se
realizo la dispersion del cultivo bacteriano con un hisopo en los cuatro cuadrantes de la placa
Petri. Seguidamente fueron colocados 5 discos de papel Whatman que estaban impregnados del
extracto etandlico de hojas de Moringa oleifera (moringa) al 50 %.

Grupo experimental 4:

Este grupo fue nuestra técnica experimental 4 el cual estaba conformado por 4 placas Petri, cada
una de ellas contenia el agar Mueller Hinton (20 ml) y las bacterias obtenidas del cultivo de
Escherichia coli, se usé como referencia los estandares de McFarland para la turbidez, luego se

realizo la dispersion de la bacteria con un hisopo en los cuatro cuadrantes de la placa Petri.
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Seguidamente fueron colocados 5 discos de papel Whatman que estaban impregnados del

extracto etandlico de hojas de Petroselinum crispum (perejil) 50%.

4.2. Poblaciéon y muestra

Poblacion vegetal

La planta de Moringa oleifera (moringa) y Petroselinum crispum (perejil) fue obtenida en el
distrito de Huanchaco, del departamento La Libertad.

Muestra Vegetal

Se recolectaron 500 g de hojas de Moringa oleifera (moringa) y 500 g de hojas de Petroselinum
crispum (perejil).

Criterios de inclusion:

Se tuvo en cuenta los siguientes criterios: Las hojas de Moringa oleifera (Moringa) y
Petroselinum crispum (perejil) deben estar con bordes definidos, frescas y sin contaminantes.
Criterios de exclusion:

No se tuvo en cuenta los siguientes criterios: Las hojas de Moringa oleifera (Moringa) y

Petroselinum crispum (perejil) que no tengan bordes definidos, y recién fumigados.

Material bioldgico

Unidad formadora de colonias (UFC) de cultivos de Escherichia coli. Fue obtenidas de la
Universidad nacional de Trujillo.

Muestra

UFC colonias dispersas y homogeéneas dentro del crecimiento bacteriano.
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Criterios de inclusion:

Cultivo no contaminado, colonias jovenes.

Criterios de exclusién:

Cultivos con presencia de contaminantes.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES

DEFINICION DE
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

INDICADORES DEL
INSTRUMENTO

ESCALA DE
MEDICION

Variable independiente:

Extracto etandlico de hojas de
Moringa oleifera (Moringa)
comparado con Petroselinum
crispum (Perejil)

Variable dependiente:

Efecto antibacteriano sobre
cultivo de Escherichia coli.

Sustancias activas
utilizada para inhibir el
crecimiento de cultivo de
Escherichia coli.

Zona donde no hay
crecimiento bacteriano
mostrado en una placa

de agar inoculada con
Escherichia coli.

Es una medida de la
potencia del antibidtico
frente a la bacteria

Determinada por la
concentracion del extracto
suelto diluido en su solvente
acuoso

Se midi6é mediante la prueba
de disco difusion en AGAR
MULLER HINTON

Concentracion del extracto
expresado en porcentaje
peso/volumen

50% plv

75% plv

Medicion de los halos de
medicion en (mm)

Cuantitativa
nominal

Cuantitativa de
razon
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4.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Material Vegetal

Las hojas de Moringa oleifera (Moringa) y de Petroselinum crispum (Perejil) fueron
analizadas, lavandose con agua para eliminar todos los materiales no deseados y fueron
almacenados en un recipiente hasta su uso posterior * 59,

Preparacion del extracto etanolico

Se necesitd 500g de Moringa oleifera (Moringa) para 1000 ml de etanol de 70° y 500¢
de Petroselinum crispum (Perejil) para 1000 ml de etanol a 70°, luego se dejo en
maceracion por 8 dias con previa agitacion de 3 a 4 veces diarias. Después, se realizo
una doble filtracion. Primero se filtr6 a través de una gasa estéril y segundo a través de
un papel filtro Whatman N°41. Este filtrado, se evaporo por ventilacion con corrientes
de aire frio en circuito cerrado en el rotavapor 1429,

El residuo seco obtenido fue 47g del extracto de hojas de Moringa oleifera (Moringa) y
38g del extracto de hojas de Petroselinum crispum (Perejil), lo cual se procedi6 a
realizar las diferentes concentraciones de 50% y 75% respectivamente, luego se guardo

en un frasco color ambar a temperatura de 2° C hasta realizar los ensayos.

Medios de cultivo

Fue una preparacion liquida o sélida que fue utilizada para el crecimiento de
microorganismos de acuerdo a las necesidades nutricionales de cada especie, en este
caso utilizaremos el medio de cultivo agar Mueller Hinton, la cual fue de la marca

Merck su preparacion consistio en suspender 34 g de agar en un litro de agua destilada,
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llevar a la autoclave a 121° C por 15 min. Se enfrio a 45 — 50 °C, verter a las placas ph
7.4 +-0.2a25°C @Y,

Obtencion de la cepa

Las cepas de Escherichia coli fueron obtenidas de una muestra silvestre y adquiridas en
la Universidad Nacional de Trujillo. Esta fue aislada y tratada con ayuda del Docente
Tutor Investigador.

La siembra

Para realizar la siembra del cultivo de Escherichia coli., se realizdé una suspension con
solucion salina 0.9 % sumergiéndose en ella un asado de colonias elegidas en el cultivo
en un tubo estéril y procediéndose segun los estandares de McFarland y se procedid a
realizar las estrias en los cuatro cuadrantes de la placa Petri para lograr un crecimiento
bacteriano adecuado, esto dejamos reposar 2 a 3 minutos. Después se colocd 5 discos
empapados con el extracto etanélico de hojas de Moringa oleifera (Moringa) y de
Petroselinum crispum (Perejil) de acuerdo con los grupos experimentales ).

Finalmente dejaremos incubar a 37° ¢ por 24 horas, seguidamente se realiz6 la lectura de

halos de inhibicién de lo los grupos experimentales.

Método de difusion de discos

Se utiliz6 el método méas empleado para determinar el efecto antibacteriano por difusién
de discos (kirby-Bauer) en este método se colocd el extracto de hojas de Moringa
oleifera (Moringa) y de Petroselinum crispum (Perejil) en sus diferentes grupos de

trabajo en una concentracion de 50 y 75% impregnados en el papel Whatman luego
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estos fueron colocados en la placa con el agar lo cual genero un mayor impregnado y
después fueron sometidos a la estufa de incubacion invertidos a 37 © C por 24 horas @9,
Escala de Duraffourd

Segln esta escala utilizada se pudo determinar de manera cualitativa la actividad
antimicrobiana, basada en los diametros del halo de inhibicion Duraffourd, la cual nos
indico:

Para un diametro inferior a 8 mm, se le considero, Nula (-).

Para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm, se lo definié como (sensible = +).

Un didmetro entre 14 y 20 mm, se le considero, Medio (muy sensible =++).

Un diametro superior a 20 mm se consideré sumamente sensible (+++) 19,
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4.5. Plan de analisis

Para el analisis de datos se utilizd el paquete estadistico IBM SPSS Stastics Ver. 25.
Realizando el anélisis de varianza de ANOVA, la cual se determin0 si existe diferencia
entre las medias de los distintos grupos experimentales confirmandose con el valor de
significancia menor a (p < 0.05), y para la comparacion de los grupos se utilizd Tukey

al 95% de confianza.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE LA FORMULACION OBJETIVOS HIPOTESIS DISENO DE VARIABLES DIMENSIO INDICADORE Plande
INVESTIGACIO DEL PROBLEMA INVESTIGAC NES SDEL analisis
N ION INSTRUMEN
TO
Objetivo general:
Cuantitativa
Evaluar el efecto antibacteriano in  Hipotesis nominal_l
(Cual sera el Vitro del extracto etf:mollco de hojas  ajternativa EXTRACTO Concentracion
rado de de Moringa oleifera (Moringa) gy oyiract etandlico ; ETANOLICO del extracto
EFECTO g N comparado con Petroselinum crispum . ! Experimental DE HOJAS expresado en
ANTIBACTERIA inhibicion del  (Perejil) sobre cultivo de Escherichia de_ hojas de Moringa ~ \Variable DE Moringa porcentaje
efecto coli. olifera  (Moringa) independiente:  oleifera peso/volumen
NO IN VITRO antibacteriano del comparado con Invitro (Morir:jga)co ?gzﬁ) pﬁv oruch
21: Obijetivos especificos: i mparado con o plv rueba
PEL extracto e.tanO“CO : P CP,:tsr;;;“num(perej") Petroselinum estadist
EXTRACTO de hojas de  Determinar la medida de inhiibicion presenta efecto crispum ica
ETANOLICODE Moringa oleifera  de halo del extracto etandlico de hojas o oo (Perejil). ANOV
(Moringa) de Moringa oleifera  (Moringa) . A
HOJAS DE comparado con Petroselinum crispum ~ Cultivo de
comparado con ji i Eschericha coli
Moringa oleifera . (Perejil) al 50% y 75% sobre cultivo :
Petroselinum de Escherichia coli.
(Moringa) crispum (Perejil) Cuantitativo Cuantitativa
COMPARADO  sobre cultivo de Hipotesis nula transversal _ de razén
Escherichia coli? . .. Elextracto etantlico Variable Medicion de los
CON " Comparar el efecto antibacteriano in |\t dependiente: halos de TUKE
Petroselinum vitro del extracto etandlico de hojas ¢ 0Jas G€ Voringa medicionen Y
de Moringa oleifera (Moringa) y °lifera  (Moringa) Efecto (mm)
crispum (Perejil) Petroselinum crispum (Perejil) al 50%  comparado con antibacteriano
SOBRE y 75% con el control positivo Petroselinum sobre cultivo
(Ciprofloxacino 5pg). crispum  (Perejil) de
CULTIVODE presenta efecto Eslc_herlchla
Escherichia coli. antibacteriano sobre cot.
cultivo de

Eschericha coli.
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4.7. Principios Eticos

En el presente trabajo de investigacion se realiz6 teniendo como referencia el codigo
de ética de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote, segun la Resolucion N°
0970-2019-CU-ULADECH Catolica, donde nos menciona que las investigaciones se
realizaran previa evaluacion de los beneficios y los riesgos posibles, tanto para el
medio ambiente y las personas responsables, por lo cual en esta investigacion fueron
aplicadas por el investigador, en el uso y desecho de sustancias, materiales y la
bacteria utilizada.

Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de gue sus sesgos, Yy las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas.

Integridad cientifica: Alude al procedimiento correcto de practica de la ciencia,

connota responsabilidad, justicia y honestidad cientifica de un investigador.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1. Determinacion de la medida de inhibicion de halos del extracto etandlico de
hojas de Moringa oleifera (Moringa) comparado con Petroselinum crispum (Perejil)
al 50 %, 75% sobre cultivo de Escherichia coli.

Grupos Halos de inhibicién (mm) Mediat Desviacion  Significancia
experimentales lectura a las 24 horas Desviacion  Estandar (p)
Estandar
Bxtracto etanolico 45, 45,4 154 154 15.420.3 0.50
de las hojas de
Moringa oleifera
5%
Extracto etanélico 12.8 124 12.6 124 12.6+0.3 0.51
de las hojas de
Petroselinum
crispum75% P=10.000
Extracto etanolico 12.6 12.8 12.6 12.8 12.7+0.3 0.47
de las hojas de
Moringa oleifera
50%
Extracto etandlico 9.8 10.0 104 104 10.2+0.3 0.88
de las hojas de
Petroselinum
crispum50%
Control negativo 6 6 6 6 6+0.0 0
Control positivo 204 204 204 20.2 20.5+0.2 0.51

P=0.000 <0.05. son estadisticamente significativos, se acepta la hipétesis alternativa y
rechaza la hip6tesis nula.
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Tabla 2. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
hojas de Moringa oleifera (Moringa) y Petroselinum crispum (Perejil) al 50 %, 75%
con el control positivo (Ciprofloxacino 5ug) sobre cultivo de Escherichia coli.

Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4 5
Control negativo 4 6,0000
Petroselinum 50% 4 10,1500
Petroselinum 75% 4 12,5500
Moringa 50% 4 12,7000
Moringa 75% 4 15,4000
Control positivo 4 20,3500
Sig. 1,000 1,000 0,759 1,000 1,000
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5.2. Andlisis de resultados

El presente estudio de investigacion se realizé con la finalidad de determinar el
efecto antibacteriano del extracto etanolico de hojas de Moringa oleifera comparado
con Petroselinum crispum sobre cultivo de Escherichia coli, lo cual se realizo la
medida de inhibicion de halos a las 24 horas.

Segln las TABLAS 1y 2, podemos apreciar la medida de los halos de inhibicién y
las medias para de dichos halos, generados en el cultivo de Escherichia coli con los
extractos etandlicos de las hojas, respecto al extracto de hojas de Moringa oleifera
75% presento un promedio de halos de inhibicion de 15.4 mm, lo cual nos indica en
la escala de Duraffourd que es sensible, también podemos corroborar con nuestro
control negativo que dio 6 mm de halo de inhibicién. En el caso del extracto de
Moringa oleifera al 50% presento un promedio de halos de inhibicion de 12.7 mm,
lo cual también indica que es sensible para cultivo de Escherichia coli.

Respecto al extracto de hojas de Petroselinum crispum 75% presento un promedio de
halos de inhibicion de 12.6 mm, lo cual nos indica segun la escala de Duraffourd que
es sensible, también podemos corroborar con nuestro control negativo y positivo. En
el caso del extracto de hojas de Petroselinum crispum al 50% presento un promedio
de halos de inhibicion de 10.2 mm, lo cual también indica que es sensible para
cultivo de Escherichia coli.

Respecto a la medida de los halos de inhibicion podemos apreciar que el extracto
etanolico de hojas de Moringa oleifera 75% tiene un mayor efecto sobre cultivo de

Escherichia coli.
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Segun la prueba estadistica ANOVA se demostré un valor de significancia de 0.000
es decir el valor de P es menor que el de alfa (0.05) por lo tanto se rechaza la
hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis del investigador concluyendo que existen
diferencias significativas en las medias del didmetro de los halos de inhibicion
obtenidos del extracto etanolico de hojas de Moringa oleifera y Petroselinum
crispum sobre cultivo de Escherichia coli, lo cual también es corroborado por
estudios realizado por Caceres R (19,

El mecanismo de accién del efecto antibacteriano del extracto de hojas de Moringa
Oleifera se debe a sus componentes: alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas,
fenoles, carbohidratos, glicésidos, destacando el fenol, ya que este es utilizado en la
industria farmacéutica por sus propiedades bactericidas, antifungicas, asépticas y
desinfectantes ¥ Martin C, et al. Describieron el principal mecanismo de accion de
Moringa Oleifera donde predomina en la ruptura brusca de la membrana celular por
medio de la inhibicidén de enzimas esenciales cuyo responsable de esta ruptura es el

compuesto quimico 4-(4’-O-acetila-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocinato de bencilo ©.

El mecanismo de accion del efecto antibacteriano del extracto de hojas de
Petroselinum crispum se debe también a sus componentes: apiol, miristicina , 1,3,8-
p-mentatrieno,1-metil-4-isopropenilbenceno, monoterpenos (o y p-pineno, -
mirceno, P-ocimeno, [-felandreno, p-terpineno, a-terpineol), sisquiterpenos
(cariofileno, carotol, a-copaeno), flavonoides encontramos glucosidos de la
apigenina y luteolina (apiina, luteolina-7-apiosil-glucosido) y en menor proporcion
furanocumarinas ~ (bergapteno,  xantotoxina,  oXi-peucedanina,  psoraleno,

imperatorina, isoimperatorina, isopimpinelina ©.

29



VI. CONCLUSIONES

6.1. Conclusiones

v Se determind la medida de inhibicion de halos del extracto etanolico de hojas
de Moringa oleifera (Moringa) al 50% y 75%, siendo la media de halo de 15.4 mmy
en su concentracion de 50% se obtuvo un halo de 12.5 mm.

v Se determind la medida de inhibicion de halos del extracto etanolico de hojas
de Petroselinum crispum (perejil), siendo esta de 12.5 mm y al 50% siendo esta de
10.2 mm.

v Se logro comparar las diferencias de medida de inhibicion de halos entre el
efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de hojas de Moringa Oleifera y

Petroselinum crispum al 50% y75% con el control positivo (Ciprofloxacino 5ug)

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS
v Segun los resultados obtenidos in vitro se recomienda aplicar extracto
etanolico de hojas de Moringa oleifera (Moringa) y Petroselinum crispum (Perejil),

in vivo para determinar la actividad antibacteriana.

v Realizar investigacion in vitro extracto etanolico de hojas de Moringa
oleifera (Moringa) y Petroselinum crispum (Perejil) sobre cultivos de otras especies

de bacterias que originan patologias en el ser humano.

v Incentivar el uso de plantas de medicinales como los usados en esta
investigacion como son Moringa oleifera (Moringa) y Petroselinum crispum
(Perejil), por sus efectos terapéuticos, que se utilice bajo estandares de seguridad,

eficacia y calidad de las plantas.
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ANEXOS
FIGURA N° 1 Identificacion bioquimica de la bacteria Escherichia coli.

FIGURA N° 2 Obtencidn del extracto etandlico en el rotavapor.
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FIGURA N° 3 Preparaciéon de los discos con extracto etanolico de Moringa Oleifera

y Petroselinum crispum 50%, 75%.
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FIGURA N° 4 Incubacion de placas por 24 horas.
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