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I.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando -
igual que un trabajo cientifico- una descripcién de los principales puntos que se
abordaréan, objetivos, metodologia y resultados que se esperan).
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En el presente estudio se evaluara la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Moringa
oleifea (MORINGA), planta nativa de la selva de Puno a la cual se le atribuyen innumerables
propiedades curativas, sobre cepas de Escherichia coli entero patégena, El aceite esencial se
obtendréa por la técnica de arrastre de vapor con un equipo especializado que se encuentra en
la Facultad de Ingenieria Quimica de la UNA Puno, las cepas puras de Escherichia coli entero
patdgena se obtendran de cultivos liofilizados proporcionados por la empresa SIMED. La
actividad antimicrobiana para el aceite esencial se verificara mediante el método de difusion
en disco a las 24 hora, también se determinara la Concentracién Minima Inhibitoria, luego se
realizara la comparacion in vitro con el antibidtico amoxicilina — acido clavulanico. Con los
resultados obtenidos se procedera con el andlisis estadistico e interpretacion de los resultados.
Representando este estudio una posible alternativa de tratamiento frente a infecciones
causadas por Escherichia coli entero patogena.

Il. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras: cinco)

Moringa oleifera, aceite esencial, Escherichia coli enteropatogena, amoxicilina — acido
clavulanico

I11. Justificacién del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacion. Es importante una clara definicion y delimitacion del problema que
abordara la investigacion, ya que temas cuya definicion es difusa o amplisima son
dificiles de evaluar y desarrollar)

La medicina tradicional en la actualidad y ante la resistencia a los antibioticos que se da a denotar en
todos los paises del mundo, representa una alternativa en el sector salud, ofreciendo formas de
contrarrestar enfermedades con productos que nos ofrece la naturaleza (Vargas-Sanchez et al., 2019),
esta tendencia se fundamenta en el andlisis y estudio de las plantas medicinales aun no estudiadas de
zonas alejadas como la selva de Puno, de las cuales se conoce que poseen en sus propiedades diversos
principios activos, los mismos que pueden variar en concentraciones por diversos factores, asi mismo,
la efectividad medicinal depende del tiempo y calidad de la planta al momento de la cosecha y la forma
de extraccion del aceite esencial, estos procedimientos influyen en la conservacion de los principios
activos de las plantas, por otro lado la tecnologia nos permite determinar el principio activo de las
mismas (Fuchs, 2015). Debemos considerar también que con el paso de los afios se han revalorado
ciencias como la fitoquimica, que hace posible la identificacion y aislamiento de los principios activos
de las distintas especies de plantas aun no estudiadas (lllanes, 2020). Por tanto, en los dltimos afios,
surge el uso de los aceites esenciales como alternativa medicinal, lo cual est& avanzado a nivel mundial
siendo alternativa real, palpable y aplicable (Huaracha, 2019). Las diferentes infecciones bacterianas
afectan atodos los grupos etarios a nivel regional, nacional y mundial, habiendo grupos mas vulnerables,
(Baca, 2017). Diversas patologias estdn relacionadas con Escherichia coli enteropatogena,
convirtiéndola en una bacteria de gran interés para el campo medico durante los Gltimos afios (Baca,
2017). Considerando la problematica de las diversas infecciones causadas por Escherichia coli y sus
causantes, nos permitimos plantear como alternativa de tratamiento la medicina tradicional,
especificamente con el uso del aceite esencial de Moringa oliefera (Moringa) como agente
antimicrobiano, pudiendo representar la solucién para infecciones causadas por E. coli enteropatogena.
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ntecedentes_del proyecto(Incluya el estado_actual del conocimiento_en_el*ambito
nacional e internacional. La revision bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultard como producto de este
trabajo)

Cuadrado et al. (2009), estos investigadores caracterizaron 52 cepas de rizobios de acuerdo a sus
propiedades de crecimiento, obtuvieron como resultado que el 63.5% fueron de cepas de lento
crecimiento, mientras que el 36.5%, de rapido crecimiento, de acuerdo con sus patrones de asimilacién
de nutrientes como los carbohidratos, se identificaron a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y
Mesorhizobium como potenciales bioinoculantes y bactericidas, asi mismo, Pérez et al. (2008),
identificaron y caracterizaron cepas de Rhizobium aislando 19 cepas de Rhizobium a partir de los
nodulos de las fabaceaes Canavalia ensiformis, Stylosanthes guianensis, Centrosema molle, Pueraria
phaseoloides y Macroptilium atropurpureum, dichos aislados pertenecieron a los géneros
Bradyrhizobium y Rhizobium y/o Sinorhizobium, de igual manera, Tang (2004), estudi¢ el efecto de la
inoculacién con Rhizobium sp sobre Leucaena leucocephala, mostrando resultados positivos,
presentando abundante nodulacién, predominante en la raiz principal y de coloracidn interna roja.

Montoya, 2019, en su investigacion estudio el efecto antibacteriano del extracto acuoso de hojas del
Bixa orellana “Achiote”, frente a Proteus mirabilis ATCC 14028, mediante un estudio de tipo basico,
con un disefio no experimental. La poblacién estuvo conformada por todas las colonias de 68 Proteus
mirabilis ATCC 14028. Obteniendo como resultado que si existe un efecto antibacteriano 69 frente a P.
mirabilis con un valor de 14.30mm, el IC al 95% obtuvo como limite superior de 15.31 70 y el inferior
con 13.29, encontrando una significancia, pero no mayor al efecto antibacteriano de la 71 cefalexina
que mostrd halos de inhibicidn con un valor promedio de 16.6mm, considerdndose mas 72 eficaz

Mostajo et al. (2021) al preparar un extracto acuoso al 5% de la parte aérea de la planta (tallo, hojas y
flores) de Calceolaria scapiflora y de pepa de Persea americana var. Fuerte, el tamizaje fitoquimico de
ambos extractos arrojé la presencia de lactonas sesquiterpenicas, compuestos fenolicos, triterpenos y
flavonoides. Siendo estos principios activos efectivos frente a agentes patdgenos, en especial bacterias
Gram positivas.

Nontol & Portal (2020) con el objetivo de determinar la actividad antimicGtica in vitro de extractos
hidroalcohdlicos de flores de tres colores (rojo, amarillo y anaranjado) de la especie Tropaeolum majus
L. “mastuerzo” sobre Candida albicans, concluyeron que el extracto hidroalcohélico de la flor roja del
mastuerzo a una concentracion del 40% inhibi¢ el crecimiento de C. albicans obtenida de secreciones
vaginales e infecciones urinarias, llegando a formar halos de inhibicién de promedio de 25 mm.
Demostrando con ello la efectividad del extracto frente a estos agentes patdgenos.

Quispe (2020) obtuvo que la CMI del extracto etandlico y el aceite esencial de circuma sobre Candida
albicans siendo este el 35%, con halos de inhibicién promedio de 20.33 mm, ademas se noté un efecto
fungicida con una concentracion del 78.01%, se presentaron halos de inhibicion en promedio de 26.06
mm con el antibidtico fluconazol; el extracto al 100% origina un promedio de 25.19 mm de inhibicién,
siendo este ultimo el més efectivo.




V. Hipotesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion del

problema)

El aceite esencial de Moringa oleifera (Moringa) tiene efecto bactericida sobre cepas de
Escherichia coli enteropatogena.

VI.

Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro y la concentracién minima inhibitoria del aceite
esencial de Moringa oleifera (Moringa) sobre cepas de Escherichia coli enteropatogena.

VII.

VIII.

Obijetivos especificos

Determinar el efecto antibacteriano de Moringa oleifera (moringa) sobre cepas de
Escherichia coli enteropatogena.

Determinar la concentracion minima inhibitoria que muestra Escherichia coli
enteropatogena frente al aceite esencial de Moringa oleifera (Moringa)

Metodologia de investigacion (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleara(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hipotesis de
la investigacion. Sustentar, con base bibliogréafica, la pertinencia del(los) método(s) en
términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan alcanzar.
Incluir los andlisis estadisticos a utilizar).

a. 1. Extraccion del aceite esencial de Moringa oleifera (moringa):

Extraccion de aceite esencial:

Llenar el bal6n generador de vapor hasta la mitad con agua corriente e instalar un
tubo largo de vidrio (este servira como sello de seguridad para la generacion de
vapor).

El balon donde se realiza la extraccion se llena con material a extraer en pequefios
pedazos de igual hasta % de su altura, midiendo la masa de material adicionada.
Anotar dicho valor.

Realizar el montaje de arrastre con vapor.

Los balones, tanto el generador de vapor (1) como en el que se realiza la extraccion
deben de estar soportados sobre una malla de asbesto o refractaria sobre un aro con
nuez, o un tripode.

No olvidar conectar el condensador recto al sistema de agua para asegurar su
enfriamiento, con la entrada de agua fresca en la parte inferior, y la salida por la
superior, recuerde que debe de mantener un flujo de agua de tal manera que el
condensador se mantenga frio.




- Alfinalizar el condensador se puede adaptar un tubo en U a modo de tubo
florentino para realizar la separacion del aceite extraido o recogerlo en un
Erlenmeyer pequefio y separarlo posteriormente en un embudo de decantacion.

- Sedebe de verificar que el sistema se encuentra sellado de manera correcta para
evitar la pérdida de voléatiles y que el condensador se encuentre lo suficientemente
frio para poder retener las sustancias de interés.

Proceso de extraccion
- Iniciar el proceso de extraccion aplicando calor al balon generador de vapor, este
se suministra a través de un mechero a gas o una manta de calefaccion, si se va a
realizar con plancha es necesario cambiar este balén por uno de fondo plano para
mejorar la distribucion de energia.

- A medida que se genera vapor en este baldn, este se va a conducir a través del tubo
de vidrio 3, calentandolo, hasta el balon de extraccion, recuerde vigilar que el sistema
se va calentando progresivamente. Si después de un tiempo prudencial no se calienta
o0 no llega el vapor hasta el balén de destilacion es necesario aumentar el calor dado
al balén de vapor.

- Para evitar la condensacién excesiva del vapor en la linea o en el balén de
extraccion, se debe aislar empleando algun material con baja conductividad
térmica.

- Por otro lado, si en el bal6n de extraccion se comienza a condensar el vapor de agua
y se inunda, se puede colocar otro mechero para calentar este, cuidando de no
quemar el material vegetal.

- El vapor que sale del baldn de extraccion se conduce a través del tubo de vidrio
hasta el condensador, donde este cambia de fase, se debe de observar una buena
condensacion, manipulando el flujo de agua de refrigeracion, para evitar el escape
de compuestos volatiles de interés.

- A medida que se realiza la extraccion, se puede observar la separacion del aceite de
la fase acuosa, para determinar el punto final de la extraccién se puede observar un
poco del condensado en un vidrio de reloj para observar si aln se extrae aceite.

- Posteriormente se procede a la separacion del aceite extraido, utilizando bien sea
una pipeta de 1 ml o un embudo de decantacidn si la cantidad es suficiente. Medir
su volumen con un instrumento adecuado (probeta pequefia, pipeta graduada, etc.) y
su masa.

2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA:
- La actividad antimicrobiana se determinara por el método de micro dilucién segln
el NCCLS (NCCLS, 2000) para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI).

- Se prepararan inéculos de las cepas microbianas ajustadas a 0.5 de la escala de Mc.
Farland, a partir de crecimiento bacteriano en placas con Agar Triptona Soja y de
levaduras en medio Sabouraud e incubadas a 37 °C, durante 18-24 horas.

- Se realizaran diluciones dobles de los extractos, desde 100 mg/ml hasta 0.78 mg/ml.
- Se determinara la CMI como la concentracidn mas baja del extracto capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano.

- Se empleara como control negativo la incubacién con solucién de etanol al 70%(v/v)

Determinacion de pruebas estadisticas
Para el analisis y comparacion de las determinaciones analiticas se utilizara el programa
estadistico. STATGRAPHICS Centu'@XVl 2010 e InfoStat, version 2015
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Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefialar el posible uso de los
resultados y la contribucién de los mismos)

PROPIEDAD Y USO DE LOS RESULTADOS

Los resultados seran utilizados para fines académicos y de investigacién, como base para
establecer el efecto antibacteriano y la concentracion minima inhibitoria de Moringa oleifera
(Moringa).

La importancia de realizar este proyecto, se basa en que los resultados contribuiran con la
salud publica al brindar una alternativa frente al uso de antibidticos.

IX. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia
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En lo cientifico, permitira establecer una alternativa para el uso de los antibiéticos.
En lo tecnolégico, permitira buscar el uso del principio activo de la planta medicinal.

ii. Impactos econémicos

En lo econdmico sera muy eficiente ya que, si se determina el efecto antibacteriano, sera de
uso econémico y fécil accesibilidad para toda la poblacion afectada por infecciones causadas
por Escherichia coli entero patégena.

iii. Impactos sociales

El impacto a la poblacion seré positivo pues brindara una alternativa confiable y econémica
para el tratamiento de infecciones causadas por Escherichia coli entero patégena y talvez
mas adelante el uso del aceite esencial puede ampliarse a otras especies bacterianas.

iv. Impactos ambientales

Los resultados de esta investigacion permitiran preservar el medio ambiente (flora y fauna);
pues se evitara el uso de excipientes sintéticos.
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ESta Investigacion No causara ningun Impacto ambiental pues es exciusivamente de tipo
académico — cientifico.

X.  Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la temaética del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el
proyecto)

Infraestructura

Laboratorio de Control de Calidad de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional del Altiplano- Puno

Laboratorios de analisis del sur de la ciudad de Arequipa.

Laboratorio de Microbiologia de la FCCBB de la UNA Puno.

Materiales y equipos
- Material vegetal: hojas de Moringa oleifera (Moringa).
- Cepas liofilizadas de Escherichia coli entero patégena
- Equipo de destilacion por arrastre de vapor.
- Placas Petri
- Escalade Mc Farland
- Mechero Bunsen
- Asas kolle
- Medios de cultivo
- Agua destilada
- Frascos de vidrio con tapa rosca

XI.  Localizacién del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

Poblacion muestra

Se tomaran muestras de hojas de Moringa oleifera (Moringa) (10kg), de los principales
mercados de abastos de la ciudad de Puno, considerando que esta planta medicinal llega de
la zona selva de Puno.

Se obtendran cepas liofilizadas de Escherichia coli entero patogena.

Ambito de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizara en el departamento de Puno-Per(
precisamente en la Universidad Nacional del Altiplano, las pruebas experimentales se llevaran
a cabo en laboratorios de la Facultad de Ingenieria Quimica de dicha universidad mediante
condiciones ambientales de la Region en cuestion y en el Laboratorio de Microbiologia de la
FCCBB de la Una Puno.

XIl.  Cronograma de actividades

Meses

Actividad 1/2|3/4|5/6|/7|8|9

o

~

N -

Busqueda de informacion. X| X| X

Recoleccion de muestras X| X

Preparacion de las pruebas experimentales X| X

Ejecucion de las pruebas experimentales X| X| X

X
Caracterizacion del tanino X| X
Evaluacion de resultados y andlisis estadistico X

Presentacion de informes (avances) X X

Presentacion del informe final




XVI. Presupuesto

Descripci()n Unidad de medida | Costo Unitario (S/.) Cantidad Costo total (S/.)

Reactivos e insumos Unidad

de laboratorio

Agua destilada Litros 5 5 25.00
Aceite esencial de Mi 30 30 50.00
Moringa

Cepas liofilizadas de E. Unidad 400 1 400.00
coli entero patégena

Medios de cultivo Gr 400 3 1200.00
Baldn de gas con Unidad 120 1 120.00
contenido

Escala de Mac Farland Unidad 200 1 200.00
Materiales de uso y Unidades

proteccion personal
Escobilla de limpieza Unidades 5,00 02 10,00
Lentes de seguridad Unidades 4,00 6 24,00
Guantes de latex Caja 3 60 180.00
Mandil de seguridad Unidades 25,00 10 250,00
Gorro de bioseguridad Unidades 3.00 20 60.00
Tachos para desechos Unidades 40.00 2 80.00
Materiales de oficina

Utiles de escritorio Unidades 5,00 04 20.00
Computo Servicio 200,00 08 1600.00

Internet Servicio 120.00 01 120.00
Tratamiento estadistico Unidad 2000.00 1 2000.00
Redaccion del informe Unidad 3000.00 1 3000.00
final

Varios Unidad 2000.00 3 6000.00
TOTAL 15341.00




