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Resumen: El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad
del medio agar Geisel preparado a diferentes concentraciones
de Moringa oleifera en comparacién con un medio comercial
sobre el crecimiento y desarrollo de cepas de Escherichia Coli. Se
evalud el crecimiento microbiano a diferentes concentraciones
de Moringa oleifera (Moringa), 0.1, 1 y 5% (p/v) en un medio
de cultivo denominado Agar Geisel y como control un medio
de cultivo en placa de agar comercial. Las bacterias se inocularon
utilizando una técnica de estrias multiples (con agotamiento)
y luego se incubaron para evitar la condensacién durante la
incubacién a 37 °C durante 24 a 48 h. Para evaluar el crecimiento
de las cepas expresadas en unidades formadoras de colonias,
consideramos las caracteristicas culturales y microscépicas. Se
concluye que el medio de cultivo alternativo preparado con
una dilucién al 1% de agar Geisel de Moringa contiene los
nutrientes necesarios y suficientes para el crecimiento, desarrollo,
supervivencia y viabilidad de la bacteria (Eschericha Coli ATCC
No. 8739).

Palabras clave: Escherichia, Agar, medios de cultivo.

Abstract: The objective of this study was to evaluate
the effectiveness of the Geisel agar medium prepared at
different concentrations of Moringa oleifera (Moringaceac)
in comparison with a commercial medium on the growth
and development of Escherichia coli strains. Microbial growth
was evaluated at different concentrations of Moringa oleifera
(Moringa), 0.1, 1 and 5% (w/v) in a culture medium called Geisel
Agar and as a control a commercial agar plate culture medium.
Bacteria were inoculated using a multiple streaking technique
(with depletion) and then incubated to prevent condensation
duringincubation at 37 °C for 24 to 48 h. To evaluate the growth
of strains expressed in colony-forming units, we considered
cultural and microscopic characteristics. We conclude that an
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. ) alternative culture medium prepared with a 1% dilution of
Copyright UNIFSLB, 2022 : : ) . )

’ Moringa oleifera Geisel agar contains the necessary and sufficient
nutrients for the growth, development, survival and viability of

the bacterium (Eschericha coli ATCC No. 8739).

Esta obra estd bajo una
Keywords: Escherichia, Agar, meios de cultura.
Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia do
meio de dgar-dgar Geisel preparado em diferentes concentragoes
de Moringa oleifera (Moringaceae) em comparagio com um
meio comercial no crescimento ¢ desenvolvimento das cepas
de Escherichia coli. O crescimento microbiano foi avaliado em
diferentes concentrages de Moringa oleifera (Moringa), 0,1,
1 ¢5% (p/v) em um meio de cultura chamado Geisel Agar ¢
como controle um meio de cultura comercial de placas de 4gar.
As bactérias foram inoculadas usando uma técnica de multiplas
estrias (com esgotamento) ¢ depois incubadas para evitar a
condensagio durante a incubagio a 37 °C durante 24 a 48 h.
Para avaliar o crescimento das linhagens expressas em unidades
formadoras de col6nias, consideramos as caracteristicas culturais
e microscépicas. Concluimos que um meio de cultura alternativo
preparado com uma diluicio de 1% de 4gar de Moringa oleifera
Geisel contém os nutrientes necessrios e suficientes para o
crescimento, desenvolvimento, sobrevivéncia e viabilidade da

bactéria (Eschericha coli ATCC No. 8739).

Palavras-chave: Escherichia, Agar, meios de cultura.

INTRODUCCION

Los medios de cultivo comerciales se preparan a partir de extractos de carne de animales como fuente de
proteina, que sirven como alimento para una gran variedad de microorganismos, permitiendo su rapida
identificacién y aislamiento (Alarcén et al., 2004), y puede estar presente en varios tipos de muestras y fluidos
de interés clinico (Kusters et al., 2006). Sin embargo, provocan costos muy elevados en procesos rutinarios
a gran escala o de uso masivo en laboratorios bacterioldgicos, limitando asi la investigacién y la conservacion
de cepas microbianas en laboratorios (Lara & Oviedo, 2010).

En este sentido, se ha estudiado el uso de medios de cultivo alternativos obtenidos a partir de los
subproductos de la industria agricola, los sustratos de pulpa de café (Bermudez et al., 2014), melaza de cafia de
azticar, suero de leche (Aguilar et al., 2015); los cuales han demostrado favorecer el crecimiento de diferentes
tipos de microorganismos que son dificiles de aislar (Lara & Chalela, 2002) y especialmente aquellos que
crecen de forma naturalmente en dichos sustratos (Gonzalez et al., 2014), los cuales fueron de ficil obtencién
y con alta disponibilidad, lo que reduce el costo final del medio.

La moringa oleifera (Moringaceae) es una planta muy apreciada originaria del Himalaya que se ha
extendido a muchos paises tropicales y subtropicales (Silva et al., 2014), cuyos frutos, semillas, hojas y
raices verdes contienen compuestos quimicos como glucosinolatos, isotiocianatos, flavonoides, alcaloides,
carbohidratos, cetonas, antocianinas, proantocianidas y compuestos fenélicos (Monika et al., 2020). Diversos
autores han encontrado que las hojas contienen méis de 25% proteinas y son ricas en calcio, hierro, fésforo
y potasio (Indira et al., 2017;

Daba, 2016). Esta planta es ampliamente utilizada y reconocida para el tratamiento de
trastornos cardiovasculares. Ademads, tienen efectos antimicrobianos, antiulcerosos, hepatoprotectores,
hipocolesterolemiantes, cardioprotectores y antidiabéticos (Singh & Digvijay, 2021).
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En este contexto, varios estudios sobre Moringa oleifera como extractos acuosos se evaluaron la
susceptibilidad antibacteriana de cepas de Pseudomonas aeruginosa in vitro (Pérez et al., 2016); estafilococos,
salmoncus aureus, Escherichia coli (Ojiako, 2014); y mostraron inhibicién del crecimiento de bacteriano
alrededor de los extractos (Ervianingsih et al.,2019). Sin embargo, hay muy poca informacién sobre el uso de
Moringa oleifera para el desarrollo de medios que favorezcan el crecimiento y mantenimiento de bacterias,
por lo que queda por determinar si es adecuado para el crecimiento de poblaciones microbianas (Villalobos
etal., 2007).

Con base en lo mencionado, el objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad del medio agar Geisel
preparado a diferentes concentraciones de Moringa oleifera en comparacién con un medio comercial sobre
el crecimiento y desarrollo de cepas de Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega (12° 04’ 58" atitud Sury
77° 06’ 17" Longitud Oeste). La moringa oleifera fue procedente de la comunidad campesina “Santa
Lucia de Ferrenafe, del sector 5 “El Progreso”, Distrito de Pétapo, ubicado a 118 msnm L. 06°3824'
del Departamento de Lambayeque. Las cepas identificadas como Escherichia Coli fueron aisladas en el
Laboratorio

Bioldgico y Andlisis Clinico Santa Rosa de Pachacamac E.LR.L, y se mantuvieron en agar dextrosa
Sabouraud hasta el iniciar la evaluacién. Una vez empezado el estudio se inicié con la resiembra agar Geisel
claborada de Moringa oleifera y un Agar Plate Count (medio comercial) como control, para verificar su
crecimiento (Lightfoot y Maier, 2002).

Medios de cultivos en evaluacién

Para la preparacién de los medios de cultivo se emplearon Moringa oleifera teniendo en cuenta los siguientes
pasos en la preparacién:

Se utilizaron 2500 gramos de hojas de Moringa oleifera; las cuales se limpiaron, secaron y trituraron,
posteriormente se pulverizé y se macerd en alcohol al 96° por 22 dias, después se sometid a filtracion,
deshidratacién y secado a una temperatura de 42°C por 45 horas, para luego, pasar por envase de vidrio
dmbar estéril, obteniéndose 280 gr de melcocha, se anadié 20 gr de agar y 20 gr de dextrosa, se disolvi6 por
calentamiento, en la que se diluyo a diferentes concentraciones: 0.1, 1, 5% p/v, ajustando el pH a 5,6 (Lara &
Chélela, 2002) y constituida como Agar Geisel (Moringa oleifera), como control de utilizo Agar Plate Count
(Merck) de formulacién comercial.

Las bacterias se inocularon utilizando la técnica de estrias multiples (con agotamiento) y luego se
incubaron para evitar la condensacién durante la incubacion a 37°C durante 24-72 h. A las 24 horas de
incubacién se realizé unalectura preliminar y alas 72 horas se anotaron los resultados en los medios de cultivo
formulados y preparados.

Andlisis estadistico

Se realizé andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar velocidad de crecimiento de esporas bacterianas a
diferentes concentraciones en medio agar Geisel (Moringa oleifera) y medio comercial
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(Rojas & Moreno, 2008). Con la prueba de Tuckey se compard las tasas de crecimiento promedio de los
cultivos, y luego se formaron grupos a partir de aquellos medios con mayor similitud en los resultados (nivel
de significacién p < 0,05). Estos andlisis se obtuvieron utilizando el software R version 2.10.1.

RESULTADOS

Las concentraciones de Moringa oleifera (0.1, 1,5% % p/v) el control Agar Plate Count (medios comerciales)
y las cepas bacterianas (Eschericha coli ATCC No. 8739) lograron tasas de crecimiento de esporulacién que
permitieron diferencias significativas (p<0.05) en Agar Geisel diluido al 1% con respecto Agar Geisel 0.1 y
5% respectivamente, como muestra Tabla 1. Sin embargo, los resultados sugieren que el aporte nutricional
Agar Geisel diluido 1% es semejante al aportado por el medio comercial Agar Plate Count (Merck).

LaTabla2 muestralos resultados de productividad y selectividad del medio agar Geisel con subpoblaciones
homogéneas de Tuckey y mostré diferencias significativas (p. <0,05) en el crecimiento de Bacterioldgico
(Eschericha coli ATCC No. 8739) en agar Geisel a diluciones del 1%. comparado con agar Geisel que
estuvieron diluidos al 0,1 y 5%. Ademis, el medio de agar Geisel de Moringa al 1% fue mas homogéneo en
comparacion con el medio de cultivo comercial.

TABLA 1
ANOVA parala Velocidad de crecimiento de esporas

bacterianas durante 72 horas en medio de agar Geisel

Medios de cultivo Agar Agar Agar
Criterios de Geisel  Geisel  Geisel Agar Plate
identificacidn Count Merck)
: 001% 1% 5%
Welocidad de Crecimiento ++ +++ + +++

72 72 7z

Tiempo de esporulacidn 72 horas

horas horas horas

Agar Geisel: Agar Moringa oleifera 0.1%.; Agar Geisel: Agar Moringa oleifera 1%; Agar Geisel: Agar Moringa oleifera 5%; Agar
Plate Count (Merck): Agar Dextrosa Comercial (control); Crecimiento alto +++; Crecimiento medio++; crecimiento bajo+

TABLA 2
Tabla de subconjuntos homogéneos de Tuckey

Tratamiento de medios de

cultivo Nede 1 2 3

Agar Geisel 5% = Crecirriento bajo

Agar Geisel 0.1% 5 Crecirmiento medio

Agar Geisel 1% 5 Crecimento

DISCUSION

Los resultados del estudio demostraron que el medio de cultivo alternativo agar Geisel obtenido a partir
de Moringa contiene los nutrientes necesarios y adecuados para el crecimiento, desarrollo, conservaciéon y
viabilidad de la bacteria (Eschericha coli); Esto puede deberse a las propiedades nutricionales de esta planta,
especialmente en las hojas de Moringa, que segin estudios contiene 27 % de proteinas y un 18.5 % de
carbohidratos (Indira et al., 2017). Ademds, que este sustrato es una fuente importante de carbohidratos,
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aminoécidos, vitaminas, proteinas, fibray oligoelementos (Gomez & angulo, 2014; Nweze & Nwafor, 2014).
Considerando que las composiciones quimicas de los medios comerciales tienen proteinas, carbohidratos y
fuentes minerales similares a los medios alternativos (Lara & Oviedo, 2010).

Diversos estudios han demostrado, como Eevers etal. (2015) encontraron una respuesta optimista cuando
probaron diluciones de 0.001-1% de extracto vegetal para preparar un medio de cultivo alternativo lo que
permitid ser altamente viables en el crecimiento de bacterias en placas. Esto nos permitié comparar con este
estudio que la mejor respuesta se obtuvo directamente con el tratamiento formulado a base de Moringa
oleifera al 1% de dilucién como medio de cultivo agar Geisel y la mejor respuesta al crecimiento bacteriano
(Eschericha coli) permitiendo una apariencia uniforme, sin olor desagradable a sedimento, debido a que
el medio de cultivo contiene una gran cantidad de proteinas y carbohidratos, que son esenciales para el
crecimiento de bacterias (Reis, 200).

CONCLUSIONES

El estudio demostré que la utilidad de un medio de cultivo alternativo formulado con una dilucién al 1%
Moringa oleifera agar Geisel contiene los nutrientes necesarios y suficientes para el crecimiento, desarrollo,
conservacién y viabilidad de la bacteria (Eschericha coli). El cual ha demostrado ser un medio eficaz para el
crecimiento completo de bacterias en placas y que responde bien en comparacién con un medio comercial.
Su bajo costo y alta productividad le han dado a la Moringa nuevos usos como buen insumo y puede
comercializarse como medio de cultivo para laboratorios bacteriol4gicos.

BIBLIOGRAFIA

Aguilar, J., Espinoza, M., Cabanillas, J., Avila, L, Garcfa, A., Julca, J., Tacanga, D., Zuta, I y Linares, G. (2015).
“Evaluacién de la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae utilizando un medio de cultivo a base de
melaza de cana y suero licteo,” Agroindustrial Science, vol. 5, pp. 37 — 47.

Alarcén, T., Baquero, M., Domingo, D., Lépez, M Y Royo, G. (2004). Procedimientos en microbiologfa clinica.
Diagnostico microbiolégico de la infeccién por Helicobacter pylori, 1a edicién, Sociedad Espafola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, Madrid, Espafa., 27. ISBN: 84-609-392-0

Bermudez, R., Garcia, N., Serrano, M., Rodriguez, M y Mustelier, I. (2014) “Conversién de residuales agroindustriales
en productos de valor agregado por fermentacién en estado sélido,” Revista Tecnologia Quimica, vol. 34, pp.

263 - 274.

Daba M. Miracle. (2016). A review on multi-purposes of Moringa oleifera and its implication for climate change
mitigation. ] Earth Sci Cli Change.;7(4):8. https://doi.org/ 10.4172/2157-7617.1000366

Eevers N ,M. Gielen,A. Sdnchez-Lépez,S. Jaspers,]. C. White,]. Vangronsvel. (2015). Optimization of isolation and
cultivation of bacterial endophytes through addition of plant extract to nutrient media. https://doi.org/10.11
11/1751-7915.12291

Ervianingsih , M Mursyid , R N Annisa, I Zahran , ] Langkong and I Kamaruddin. (2019) Antimicrobial activity of
moringa leaf (Moringa oleifera L.) extract against the growth of Staphylococcus epidermidis. https://iopscienc
e.iop.org/article/10.1088/1755-1315/343/1/012145/pdf

Gémez, A.V.; Angulo, K. (2014). Revision de las caracteristicas y usos de la planta moringa oleifera. Artic. De Revis.,
22,309-330.

Silva Jaimes, Marcial Ibo, Cibej Lépez, Fabio Enzo, Salva Ruiz, Bettit, Guevara Pérez, Américo, & Pascual Chagman,
Gloria. (2018). Efecto del desamargado de la torta de semilla de moringa (Moringa oleifera) sobre su composiciéon
proximal y su perfil nutricional y toxicoldgico. Scientia Agropecuaria , . (2), 247-257.

Kusters, G.J., Van Vliet, H.M., Arnoud, A., Kuipers, ] Y Ernst, J. (2006). Pathogenesis of Helicobacter pylori infection.
Clinical Microbiolog. July, 449-90. https://doi.org/10.1128/CMR.00054-05.

30


https://doi.org/10.1111/1751-7915.12291
https://doi.org/10.1111/1751-7915.12291
https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1755-1315/343/1/012145/pdf
https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1755-1315/343/1/012145/pdf
https://doi.org/10.1128/CMR.00054-05

EDWALDO VILLANUEVA PEDRAZA, ET AL. EFECTO DE MEDIO DE CULTIVO AGAR GEISEL A PARTIR DE MORINGA OLEf...

Lara, C. Mendoza, C. y Oviedo, L. (2010). “Productividad y selectividad del medio de cultivo a partir de guayaba
agria (Psidium araca) en el crecimiento de levaduras nativas del genero Candida sp.,” Revista Colombiana de
Biotecnologia, vol. 12, pp. 116-123.

Lara, M. C. (2008). An4lisis quimico del medio Psidium aracaal 25 % p/v. Rev. Archivos de Zootecnia, 57(217): 79-82

Lara, M. C. y Chalela A. (2002). Nuevo medio de cultivo para el aislamiento de microorganismos ruminales.Arch.
Zootecnia, 51 (195): 404-404.

Lightfood, N. F.y Maier, E. A. (2002). An4lisis microbioldgico de alimentos y aguas. Directrices para el aseguramiento
de la calidad. Zaragoza: Aribia.

Marta Pérez, Lilibeth Cabrera y Gisela Colina (2018) Pscudomonas acruginosa sensitive to extract of leaves and seeds
of Moringa oleifera. ISSN 2244-7334 / Deposito legal pp201102ZU3769 Vol. 8 N° 2 e Julio - Diciembre 2018:
61-67.

Rojas Sierra, ] y Moreno-Sarmiento, N. (2008). Produccién y formulacién de prototipos de un biofertilizante a partir
de bacterias nativas asociadas al cultivo de arroz (oryza sativa). Universidad Nacional de Colombia.

Nweze, Nkechinyere & Nwafor, Felix. (2014). Phytochemical, Proximate and Mineral Composition of Leaf Extracts
of Moringa oleifera Lam. from Nsukka, South-Eastern Nigeria. IOSR Journal of Pharmacy and Biological
Sciences. 9. 99-103. 10.9790/3008-091699103.

Ojiako, Eugenia Nonye, (2019). Phytochemical Analysis and Antimicrobial Screening Of Moringa Oleifera. Leaves
Extract. 3. 32-35.

Reis, FASL & Servulo, EFC & Franca, Francisca. (2004). Lipopeptide surfactant production by Bacillus subtilis grown
on low-cost raw

Singh, Shilpi & Verma, Digvijay. (2021). Morphological and Pharmacognostical Evaluation of Moringa oleifera
Lam. (Moringaceae): A Plant with High Medicinal Value in Tropical and Subtropical Parts of the World.
Pharmacognosy Reviews. 14. 138-145. 10.5530/phrev.2020.14.17.

Villalobos, A., Calderén, L., Figueroa, C., Fierro, J. G., Otdlora, R., Alvarez, B. (2007). Evaluacién por método
ecométrico de agar obtenido de algas rojas colombianas. Universitas Scientiarum, 12 (III): 57-65.

31



