L]
Secretarfa Nacional PR'D M E.T E'D

? de Educacion Superior,
Ciencia, Tecnologia e Innovacién -

INFORME FINAL

Dra. Chinwe Christy Isitua

Produccién, Control de Calidad y Evaluacion Pre-clinica de una
Formula Nutricional de Moringa oleifera con valor medicinal

Ciencias de la Vida

Universidad Técnica de Machala

14/04/2014 - 13/04/2015



1

Contenido

TEMA
INFORME DE ACTIVIDADES
INTRODUCCION
MARCO TEORICO
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
DELIMITACION DE LA INVESTIGACION
JUSTIFICACION
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS ESPECIFICOS
RESULTADOS OBTENIDOS
PAPER INDEXADO O ARTICULO CIENTIFICO PUBLICADO
1.- CONTRIBUCION AL PLAN DEL BUEN VIVIR
2.- DESCRIPCION DE PRODUCTOS ALCANZADOS
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
LIMITACIONES
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

PAGINA

2

2

7

12

13

15

17

17

19

19

44

44

50

52

52

55



INFORME FINAL DE ACTIVIDADES

INTRODUCCION

Temay los objetivos

Mi proyecto de investigacion titulado ""Produccién, Control de Calidad y evaluacion
preclinica de un Férmula Nutricional de Moringa oleifera con valor medicinal™ se basa
en la importancia de desarrollar una herramienta asequible, accesible y saludable para la
gestion y control de la malnutricion, el suministro de alimentos y otros enfermedades de
importancia para la salud publica en el Ecuador; mediante la expansion en el campo de la
investigacion de plantas medicinales cultivadas en Ecuador especialmente Moringa oleifera,
para evaluar sus caracteristicas y potencialidades (farmacognoéstico, farmacoldgica,
toxicoldgica y antimicrobiano) para desarrollar una formula a base de hierbas que se puede
utilizar como un suplemento nutricional. Los estudios han demostrado que el consumo de
alimentos sanos y nutrientes de las plantas y productos vegetales (nutracéuticos) ayuda en el
mantenimiento del alto nivel de inmunidad y por lo tanto pueden ayudar a reducir o prevenir

enfermedades e infecciones.

Objetivo General

"Desarrollar de una formula nutricional de la planta Moringa oleifera con valor medicinal”.

Objetivos Especificos
Los objetivos especificos se agruparon siguiendo las areas de la Matriz de Planificacion de
los Investigadores del Programa Prometeo



1 Investigacion

1.1. Objetivos especificos

Evaluar cientificamente varias plantas medicinales; especialmente Moringa oleifera en
relacion con el desarrollo de una formula nutricional saludable.

1.1.1. Analizar los componentes fitoquimicos

1.1.2. Analizar los agentes antimicrobianos

1.1.3. Analizar la composicién nutricional proximal

1.1.4. Preparar la férmula nutricional

1.1.5. Realizar control de calidad de la formula

1.1.6. Evaluar la toxicidad de la formula utilizando modelos animales

1.1.7. Evaluar los diversos indices que se refiere a la toxicologia

1.1.8. Realizarlos estudios de inmunomodulacion

1.1.9. Evaluar la histopatologia de los principales 6rganos de los animales expuestos a la

formula.

2. Capacitacion cientifica en el area pertinente a su especialidad (dirigida a estudiantes y
profesores de la institucion)

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Dictar talleres de ensefianza aprendizaje a estudiantes, docentes e investigadores del
area acerca de los métodos microbiol6gicos relacionados con la etnomedicina (investigacion
sobre plantas medicinales), utilizando procedimientos estandarizados.

2.1.2. Voy a trabajar en colaboracion con investigadores de UTMACH para crear una linea
de investigacion importante y duradera en el desarrollo de investigaciones sobre plantas

medicinales.

3 Asesoria en la elaboracion de politicas publicas (No Aplica)

4 Docencia a impartir (dirigida a estudiantes)
4.1. Objetivos especificos
4.1.1. Cursos tedrico-practicos a los estudiantes de pregrado de Microbiologia y toxicologia,

tanto en el laboratorio como en el aula de la UTMACH.



5 Asesoriay disefio de programas de postgrado (No Aplica)

6  Gestion de recursos nacionales e internacionales (No Aplica)

7 Relacionamiento estratégico interinstitucional a nivel nacional e internacional

7.1. Objetivos especificos

7.1.1. Lograr una vinculacion con Instituto Nacional de Investigaciones de Salud Publica y
el Ministerio de Educacion para el desarrollo de proyectos relacionados con las formulas
nutricionales a partir de plantas medicinales.

7.1.2. Colaborar con la firma de convenio interinstitucional entre la Universidad Técnica de
Machala y otra universidad del pais que estd trabajando con lineas de investigacion
similares.

7.1.3. Realizar acuerdos de cooperacion con productores de plantas medicinales e
investigadores del area agricola.
7.1.4. Se hara promocién para el desarrollo de jornadas locales Cientificas y reuniones con
otras instituciones para generar intercambio de conocimientos entre entidades relacionadas

con el estudio y desarrollo de formulas nutricionales a partir de plantas medicinales.

Hipotesis y breve justificacion

Hipotesis: La planta Moringa oleifera cultivada en Ecuador tiene las caracteristicas y

potencialidades para ser utilizado como un suplemento medicinal y nutricional.

La desnutricidn causa una gran cantidad de sufrimiento humano y esta asociado a mas de la
mitad de todas las muertes de nifios en todo el mundo. La malnutricion afecta gravemente el
desarrollo socioecondmico de una nacion, porque una fuerza laboral con capacidades
atrofiadas tanto mental como fisica tiene reducida su capacidad de trabajo. La interaccion de
la pobreza, la mala salud y la mala nutricion tienen un efecto multiplicador sobre el
bienestar general de la poblacion y contribuye significativamente en que la poblacion

mantenga la tendencia a la pobreza y la inseguridad nutricional.



Por lo tanto, realizar investigaciones en plantas para producir formulas nutricionales juega
un papel importante para que la poblacion pueda obtener una nutricion asequible, accesible
y saludable para la elevacion del buen vivir de la poblacién, siendo esta la razon para esta

investigacion.

Descripcion breve de lo que se hizo

El objetivo principal de esta investigacion, que fue el desarrollo de una formula nutricional
con valor medicinal de la planta Moringa oleifera cultivada en Ecuador fue alcanzado y los
resultados obtenidos a partir de algunos de los anélisis realizados ha llevado a la elaboracion
y publicacion de un articulo cientifico en una indexada revista de Pelagia Investigacion
Biblioteca ISSN: 2249 - 7412 (Asian Journal of Plant Science and Research, 2015, 5 (2): 8-
16), mientras que se estan desarrollando otros articulos / procesada para su publicacion en
revistas indexadas. Ademas, los resultados de esta investigacion fueron presentados en dos
conferencias internacionales (tercera Cumbre Internacional de Toxicologia y Farmacologia
Aplicada, Chicago, EE.UU. 2014 y Natural Descubrimiento del producto y de la
Conferencia de Desarrollo, San Diego, CA, EE.UU. 2015); seis proyectos de investigacion

(tesis de pregrado) se desarrollaron a partir de esta investigacion, etc.

Los resultados de esta investigacion ha proporcionado informacion cientifica valiosa para
validar el uso de la planta oleifera M. como un suplemento nutricional con valor medicinal
debido a los ingredientes activos (metabolitos secundarios y nutrientes esenciales) fueron
identificados a partir de diferentes partes de la planta; Se establecieron sus potencialidades
bioldgicas como antitumoral y agentes antimicrobianos, su inocuidad y aptitud para el
consumo humano, y los efectos fisioldgicos generales de la formula (té de hierbas)
desarrollados a partir de la hoja de Moringa en combinacion con otros productos vegetales
fueron establecidos utilizando ratas Wistar.

Ademas, en el contexto de esta investigacion, entrenamientos cientificos se les dio a los
estudiantes y algunos profesionales. Andlisis fitoquimico y proximal (utilizando diferentes

técnicas disponibles, por ejemplo, espectrofotometria y Kjeldahl) requerida en el campo de



la medicina a base de hierbas y el desarrollo de nutracéuticos se llevé a cabo. Se realizaron
actividades bioldgicas tales como antibacteriano, antifungico, antioxidante, la citotoxicidad
contra las larvas de Artemia salina, toxicidad oral aguda e inmunoldgica potencial ("desafio
microbiana™) en ratas Wistar. Y la calidad microbiana de los procesados de la planta de

piezas, y los extractos se llevaron a cabo.

Hasta el momento, de los problemas indicados anteriormente, seis proyectos de
investigacion que constituyen las tesis de grado de seis estudiantes de la carrera de
Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de UTMACH
estan en la fase final de acabado bajo mi direccion académica y continua y el asesoramiento

cientifico.

MARCO TEORICO

El logro de una buena salud es perdurable persecucion del hombre desde su creacién y ha
tratado de lograr este objetivo utilizando diferentes herramientas, experiencia y tecnologia.
En cada etapa de este esfuerzo, gran dependencia se ha colocado en la rica flora y fauna del
mundo como fuentes de materias primas. Las plantas han sido Utiles para el hombre como
alimento, refugio y medicinas (Burkill, 1985). Las hojas verdes de las plantas son tan
extremadamente beneficioso para la salud. Ademas de usar las hojas verdes como la comida,
hojas verdes especificos son excelentes medicinas naturales. Las hojas generalmente son
muy limpieza, la curacion, calmante, y revitalizando asi como nutritiva. Un jugo de hoja
verde es, de hecho, un excelente suplemento nutricional. Tales jugos menudos se utilizan en
terapias naturales, incluyendo el tratamiento del cancer. Y trabajan! Como Hipdcrates el
padre de la medicina, dijo "Que la comida sea tu medicina y la medicina sea tu alimento”
(Sofowora, 1993; Idu, 2009). Hoy en dia, la explotacion de nuestros recursos naturales con
el fin de lograr una buena salud esta intensificando tan buena salud sigue siendo dificil de

alcanzar.

Historicamente, seleccién farmacoldgica de los compuestos de origen natural o sintético ha
sido la fuente de innumerables agentes terapéuticos. Una seleccién al azar como herramienta

en el descubrimiento de nuevas moléculas biolégicamente activas ha sido la mas productiva



en la zona de los antibidticos (Newman et al., 2000). Incluso ahora, contrariamente a la
creencia comun, los medicamentos de plantas superiores siguen ocupando un é&rea
importante en la medicina moderna como plantas medicinales representan una rica fuente de
agentes antimicrobianos y las raices, tallos, hojas, flores, frutos y drganos vegetales

modificados estan siendo utilizados para este proposito.

En los ultimos afios, han sido muy explotados los productos quimicos de origen natural,
provenientes del reino vegetal, animal y de microorganismos. Sin embargo, los productos
originados de las plantas, pueden ser considerados como una fuente considerable de
informacidn para el descubrimiento de nuevos compuestos quimicos de uso potencial en la
medicina. Un gran nimero de compaiiias de investigacion, sectores académicos e industrial,
aprovechan ciertos indicios suministrados por ciertos grupos étnicos para descubrir y
establecer el potencial terapéutico de los denominados farmacos naturales, los cuales son
sustancias organicas en su mayoria complejas, que a través de procesos biotecnologicos y la
automatizacion de las pruebas farmacologicas, son aisladas y transformadas, si es necesario,

para combatir enfermedades.

Muchos de los progresos en la quimica de los productos naturales organicos de origen
vegetal, se han alcanzado gracias a la instrumentacion y métodos empleados. Muchas
familias de plantas distribuidas en zonas tropicales son ricas en metabolitos secundarios
confiriéndole una importante actividad bioldgica, esto ha incrementado en las Ultimas
décadas, las investigaciones acerca de las plantas con propiedades farmacoldgicas. El
fraccionamiento puede, en el mejor de los casos, permitir el aislamiento y posterior
identificacion de este tipo de compuestos (metabolitos secundarios) con posible actividad
bioldgica, que después pueden servir como drogas de origen natural o como prototipos para

la sintesis de sustancias terapéuticamente Gtiles.

Las plantas producen una sorprendente diversidad de metabolitos secundarios, tales como
los alcaloides, flavonoides, taninos, terpenos, esteroles y glicosidos, los cuales son recursos
invaluables, tanto nutracedticos como farmacéuticos. Los metabolitos secundarios son
sintetizados en pequefias cantidades y no de forma generalizada, su produccion esta

restringida a determinados géneros de plantas, familias e incluso a algunas especies.



La produccion farmacéutica en Ecuador a partir de plantas de uso medicinal es escasa, segun
reportes existentes en la literatura. Los fitomedicamentos producidos son vendidos sin un
control de calidad adecuado y sin condiciones adecuadas para la poblacion, ya que es
probable que no cumplan con las exigencias de normas internacionales, costituyendo un
riesgo para la poblacion. Esta situacion también hace que los productos naturales nacionales
no compitan con los elaborados por la industria farmacéutica foranea, aun cuando el pais
dispone de una gran biodiversidad de plantas medicinales que pueden constituir materias

primas para la elaboracién de fitomedicamentos con fines comerciales.

Desde hace mucho tiempo la FAO (Food and Agriculture Organization) reconoce la
importancia de las plantas medicinales no solo por su valor para el tratamiento de las
enfermedades en las poblaciones rurales, sino también por su repercusién como actividad
economica, pudiendo incluso generar beneficios a través de la exportacion. La FAO
recomienda una recoleccién sostenible de la materia prima vegetal para la obtencién de
fitofarmacos, para asegurar que los recursos sigan estando disponibles y con atencion a la
conservacion de la biodiversidad de las plantas medicinales existentes en Ecuador (FAO,
1983).

Muchos de los usos de las plantas medicinales para tratar enfermedades provienen de los
conocimientos tradicionales o saberes ancestrales. La necesidad de la validacion y
proteccién de ese conocimiento cobra relevancia por su papel estratégico en la conservacion
y uso sostenible de la biodiversidad. La Organizaciéon Mundial de la Salud reconoce la
importancia de las plantas medicinales en el tratamiento y prevencion de multiples
enfermedades, como también su relevancia a nivel econdmico al ser una fuente de
descubrimiento de nuevas drogas que en algunos casos tienen un costo muy inferior a la

sintesis de nuevos farmacos (OMS, 2000).

El uso de plantas medicinales reduce los riesgos de un gran numero de enfermedades
cronicas debido a sus propiedades antioxidantes y la modulacion del dafio oxidativo por
contener metabolitos tales como vitaminas, poli fenoles y carotenoides (Cemeli et al., 2009).
Existe una gran cantidad de estudios que sugieren que una mayor ingesta de dichos

compuestos secundarios, esta asociada con una menor incidencia de mortalidad por



enfermedades cronicas que incluyen, ademas, la hipertension arterial, la aterosclerosis y la

diabetes mellitus (Avello y Cisternas, 2010).

Ecuador por ser un pais multicultural y poseer una elevada biodiversidad, es un sitio
estratégico para los intereses de la industria farmacéutica, puesto que su mayor riqueza esta
reflejada en el saber ancestral relacionado al mundo vegetal (Rios et al., 2008). En el pais
existen alrededor de 432 especies medicinales, 273 se expenden en las hierbe rias de los
mercados y 255 son silvestres, 92 se comparten entre las de mercado y silvestres. Las
especies de las hierbe rias tratan 77 enfermedades y las silvestres 74, entre las enfermedades
mas comunes en los dos casos estan la inflamacion estomacal, problemas de la circulacion,
afecciones nerviosas, resfrio, entre otras. Entre las especies de las hierbe rias, 178 son
nativas, 83 introducidas y 12 endémicas, mientras que de las silvestres 199 son nativas, 43

introducidas y 13 endémicas (Cerdn, 2006).

La extraccion de los principios activos en plantas medicinales esta basada en la polaridad de
las moléculas y de acuerdo a esa propiedad se han desarrollado técnicas analiticas de
separacion, que facilitan la obtencion de perfiles quimicos detallados, lo que a su vez
favorece el aislamiento e identificacion de moléculas bioactivas con mayor rapidez y
precision. Dentro de éstas, destacan la cromatografia de capa fina o delgada (CCF 6 CCD);
High Performance Liquid Chromatography o cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), Ultra High Performance Liquid Chromatography o cromatografia liquida de ultra-
alta eficiencia (UHPLC), cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de gases
(CG) con acoplamiento a espectrometros de masas (EM); y la resonancia magnética nuclear
(RMN), todas en orden creciente de complejidad. Los resultados del uso de esas técnicas
han aportado informaciones valiosas de metabolitos activos que se han usado para
contrarrestar la resistencia bacteriana, enfermedades devastadoras como el cancer, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la malaria (paludismo) y la diabetes, que
en conjunto representan las tasas de mortalidad mas altas del mundo (Villa-Ruano et al.,
2011).

Organizacion Mundial de la Salud define la medicina tradicional como la suma total de los

conocimientos, habilidades y préacticas basadas en teorias, creencias y experiencias



indigenas de distintas culturas que, pudiendo explicarse o no, utilizados en el mantenimiento
de la salud, asi como en la prevencion, el diagnostico, la mejora o el tratamiento de
enfermedades fisicas y mentales (OMS, 2008). Varias partes de la planta, ya sea utilizado
solo o en combinacion con otros se han utilizado con eficacia para el tratamiento de
enfermedades virulentas tales como la artritis, el asma, el cancer, el colera, la diabetes,
hernia, la hipertension, las hemorroides, edema y la fiebre tifoidea (Adebisi, 1999; y
Faleyimu Oluwalana, 2008). Por lo tanto, el interés va en aumento por el investigador y los
usuarios en el uso de plantas médicamente tanto para usos tradicionales y como potencial

nueva fuente de fArmacos y nutracéuticos para el tratamiento de seres humanos y animales.

Alimentos y nutrientes juegan un papel importante en la salud de una entidad biologica. Una
de tales funciones es en el mantenimiento de alto nivel de inmunidad. Los estudios han
demostrado que las enfermedades y la infeccién siempre vienen después de bajar de la
inmunidad del huésped (Ibeh, 2005; Isitua y Ibeh, 2011). Por lo tanto, si la inmunidad del
huesped podria ser mantenida a nivel de pico por alimentos saludables y nutrientes, sera
posible reducir o prevenir las enfermedades e infecciones. Y un instrumento que podria
lograr esto podria convertirse en una herramienta Gtil de intervencion en el ciclo de

infeccion y enfermedades humanas.

Moringa oleifera que pertenece a la familia Moringaceae se cultiva con éxito en Ecuador y
en todo el cinturdn tropical. Las diferentes partes de esta planta se utilizan en los sistemas
indigenas de medicina para la prevencion y el tratamiento de una variedad de enfermedades
humanas tales como: la desnutricion, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, las
condiciones obstétricas, dolores reumaticos y articulares, infecciones microbianas, entre
otros; y también se come como alimento (Farjana et al., 2003). El M. oleifera planta posee
un perfil nutricional impresionante y numerosas cualidades terapéuticas. Contiene cientos de
fitoquimicos, compuestos nutricionales que van desde vitaminas y minerales a los acidos

grasos omega Yy todos los aminoacidos esenciales (Fahey, 2005).

Este estudio tiene como objetivo la explotacion de las plantas como uno de esos
instrumentos que pueden funcionar como una herramienta de intervencion para el control de

la enfermedad. Y para lograr este objetivo, una formulacion té de hierbas con propiedades
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nutricionales y medicinales se produce a partir de hojas de Moringa oleifera en combinacion
con otras plantas y productos vegetales (hojas de Stevia, jugo de limon y las cascaras de
fruta, zumo de fruta de naranja y cascaras de pifia y jugo de frutas y cascaras). El
farmacognostico, farmacologica, proximal, propiedades antimicrobianas y fisioldgicas de la
formula té herbal desarrollado y se determind establecido para tener los ingredientes y las
propiedades necesarias para funcionar como una herramienta de intervencion til para la

desnutricion, infeccién y control de la enfermedad humana.

El resultado de esta investigacion ha proporcionado contribuciones Utiles a la validacion de
uso medicinal de esta planta en Ecuador, proporcionando informacion cientifica suficiente

gue pueden apoyar y abogar por el uso de esta especie vegetal estudiados.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre los antecedentes de este proyecto de investigacion, se podria indicar:

- El Articulo 350 de la Constitucion de la Republica del Ecuador, el cual sefiala que el
Sistema de Educacion Superior tiene como finalidad la formacion académica y profesional
con vision cientifica y humanista: la investigacion cientifica y tecnoldgica; la innovacion,
promocion, desarrollo y difusion de los saberes y las culturas: la construccion de soluciones
para los problemas del pais, en relacién con los objetivos del régimen de desarrollo.

- El Articulo 13 de la LOES Ila cual cita - Funciones del Sistema de Educacion Superior.-
Son funciones del Sistema de Educacién Superior:

a) Garantizar el derecho a la educacion superior mediante la docencia, la investigacion y su
vinculacién con la sociedad, y asegurar crecientes niveles de calidad. Excelencia académica
y pertinencia.

Adicionalmente, uno de los objetivos del Plan Nacional del Buen Vivir (Obj. 3) del gobierno
de Ecuador es “Mejorar la vida de la poblacion”. Entre sus politicas y metas considera
“Fortalecer y consolidar la salud intercultural, incorporando la medicina ancestral y

alternativa al sistema Nacional de salud”. En sintonia con estas politicas, en la Planta Piloto
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de Farmacia se vienen desarrollando algunos proyectos para generar fitofarmacos a partir de

recursos naturales autoctonos.

Con este proyecto de investigacion, se planted la necesidad de validar cientificamente el
empleo de las plantas medicinales Moringa oleifera que se usan y cultivan en Ecuador,
mediante un estudio amplio de sus propiedades bioldgicas (antibacteriana, antifingica,
antioxidante, citotdxica y pre-clinica), asi como la caracterizacion quimica de sus principios
bioactivos e incentivar la produccién de fitomedicamentos seguros y eficaces a partir de

estas drogas vegetales cultivadas en el pais.

La OMS reconoce la importancia de las plantas medicinales como parte de la terapéutica, sin
embargo, las tendencias actuales precisan fusionar el uso tradicional o empirico con la
evidencia cientifica (Avello y Cisternas, 2010). La calidad es un requisito basico de los
medicamentos, no s6lo por su significacién intrinseca, sino porque constituye la base sobre
la que reposa la reproducibilidad de los parametros seguridad y eficacia (Mosihuzzaman y
Choudhary, 2008). Ello resulta ain méas importante en los medicamentos a base de plantas
medicinales, en los que la probleméatica es mucho mas compleja que en los farmacos de

sintesis.

Los metabolitos secundarios son sintetizados en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un determinado género de
plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril,
2009), por lo que es importante identificar los metabolitos secundarios presentes en plantas
medicinales Moringa oleifera en esta investigacion, para confirmar sus potencialidades
quimicas y farmacoldgicas. Ademas, es importante hacer un estudio de evaluacion de la

seguridad para validar adicionalmente el uso de esta planta.

Por lo indicado anteriormente, resulta de suma importancia realizar estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos a las plantas medicinales para corroborar sus potencialidades y garantizar
una explotacion racional y sustentable. En vista de que no existen reportes en la literatura,
sobre informacion cientifica suficiente de las plantas medicinales en estudio cultivadas en

Ecuador, que garantice el uso seguro de las mismas, se hace necesario evaluar la quimica,
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mediante las técnicas mencionadas previamente (Wu et al., 2013), y actividad biolégica de
esas especies vegetales.

DELIMITACION DE LA INVESTIGACION

La cobertura que tuvo esta Propuesta de Trabajo, fue la siguiente:

Con esta investigacion, se pretendia conocer los ingredientes activos de la planta Moringa
oleifera cultivada en la Unidad Académica de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad Técnica de Machala, Ecuador, ya que el contenido es muy importante evaluar
como plantas medicinales y nutricionales. En gran medida, la cantidad de los ingredientes
activos depende en gran medida de las condiciones ambientales o entorno en el que la planta
ha crecido. Asi, la identificacion y cuantificacion de los principios activos, permiten su uso

con fines farmacoldgicos y nutricionales.

La investigacion se realizo en las instalaciones de los laboratorios de Investigacion de,
Microbiologia y Planta Piloto de Farmacia la Unidad académica de Ciencias Quimicas y de
la Salud, en el Cultivo de Moringa oleifera de la Unidad Académica de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala Planta; laboratorios de la Escuela
Superior Politécnica del Litoral Laboratorio PROTAL- ESPOL Guayaquil y Ministerio de
Economia y Competitividad de Espafia (En colaboracion con la doctora Maria José Sanchez-
Muros Lozano, compafiera de prometeo en UTMACH). Las frutas utilizadas fueron

comprados en la ciudad de Machala y otras areas pertenecientes a la provincia de El Oro.

Las fases de la investigacion realizada, fueron las siguientes: recoleccién de los ejemplares y
secado (Mayo-Junio 2014), obtencion de los extractos organicos (Junio -Julio 2014),
pruebas quimicas o analisis fitoquimico preliminar, physico-quimico y amino acidos (Julio -
Agosto 2014), analizar los actividad antimicrobianos, control de calidad, citotoxicidad
(Agosto-Diciembre 2014), recoleccion mas de los ejemplares de planta para formulacion de
Tea(diciembre 2014-enero 2015), Te formulacion con frutas, calificacion de té, y analisis
proximal, antimicrobianos, physico-quimico, antioxidante, calcio y magnesio, vitamina;

evaluar de toxicidad y inmunoldgicos con ratas Wistar(enero 2015 - Marzo 2015) analizar

13



los sangre para bioquimico y hematoldgico pardmetros, evaluar histopatologico de y
redaccion del informe final (Marzo-Abril 2015).

Los sujetos que participaron en la realizacion de este estudio fueron algunos estudiantes de
las carreras de Bioquimica , estudiantes del altimo afio de la carrera de Bioguimica y
Farmacia que realizan sus Trabajos de Titulacion bajo mi tutoria, algunos Docentes y
Profesionales de la Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud, mi contraparte
técnico Dra. Carmita Jaramillo Jaramillo ADMINISTRADOR TECNICO DE
LABORATORIO PLANTA PILOTO DE FARMACIA mi persona.

A continuacion, se presentan las variables que se consideraron para la Investigacion,

siguiendo las cuatro secciones a desarrollar seglin la Matriz de Planificacion:

Investigacion: Datos experimentales obtenidos en los analisis quimicos y bioldgicos
realizados a las semillas, flores, fruto verdes, raiz, tallo, hojas de las plantas y té
formulacion en estudio, una vez que fueron procesadas y obtenidos los extractos respectivos.
Articulo publicado. Numero de articulos proceso de redaccion. NuUmero de proyectos de

Investigacion asesorados.

Capacitacion cientifica en el area pertinente a su especialidad: Sesiones de clases
personalizadas a estudiantes de la carrera de Bioquimica y Farmacia, en el Laboratorio.
Sesiones de tutorias personalizadas a estudiantes tesistas. Cursos en topicos del area de

investigacion de plantas medicinal.

Docencia a impartir: Cursos en microbiologia de plantas medicinal. Sesiones de trabajo
dirigidas a la produccion del anteproyecto de Tesis de Titulacién. Nimero de proyectos de
Titulacion de tesistas del ultimo afio de la carrera de Bioguimica y Farmacia. Participar en

asesorias y direccion de trabajos de investigacion para el concurso Galardones 2014.

Relacionamiento estratégico interinstitucional a nivel nacional e internacional: Actividades
de Investigacién orientadas hacia la busqueda de Acuerdos de Cooperacion entre
Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL)/UTMACH. Participacion en redes de

conocimiento, especificamente en una Red de Investigacién en Biotecnologia y post-grado
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(Universidad de Quevedo). Difusion de trabajos en congresos internacionales. Produccion

de Proyecto con otras instituciones universitarias y de investigacion.

JUSTIFICACION

La importancia y relevancia que tiene la propuesta de trabajo que se ha realizado, son las

siguientes:

Los fitomedicamentos son un valor agregado a la produccion de plantas medicinales y ya
tienen un posicionamiento en el conjunto de productos terapéuticos de los laboratorios
tradicionales, lo cual indica que los principios activos de plantas medicinales estan siendo
utilizados en el tratamiento de diversas patologias, tanto con fines preventivos como
curativos. Las plantas medicinales usadas correctamente proveen alternativas para prevenir y

tratar numerosas condiciones de salud de forma efectiva y segura.

La informacion obtenida de este estudio es de importancia para fundamentar y respaldar
investigaciones dirigidas a la busqueda de drogas vegetales de calidad, seguras y eficaces
que pueden ser utilizadas en la elaboracion de fitofarmacos seguros y eficaces,

especificamente a partir de M. oleifera, entre otras especies analizadas.

Esta investigacion se justifica con el Art. 32 seccion 7 SALUD, del Plan Nacional del Buen
Vivir, que textualmente dice: “Derecho a la Salud” y se ajusta a la norma 3 que plantea:
“Mejorar la calidad de vida de la poblacién”, ya que esta investigacion se propone contribuir

al mejoramiento de la salud humana.

Con este proyecto se dio cumplimiento a lo estipulado por la Ley Orgénica de Educacion
superior (LOES) en su articulo 8 literal ¢) que plantea “Contribuir al conocimiento,
preservacion y enriquecimiento de los saberes ancestrales y de la cultura nacional, y en el
articulo 387; Objetivo 2, Politica 2,6 que describe textualmente “Promover la investigacion
y el conocimiento cientifico, la revalorizacion de conocimientos y saberes ancestrales, y la

innovacion tecnologica”.
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Adicionalmente, la presente propuesta de investigacion incluyé la participacion de varios
estudiantes del ultimo afio de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la Unidad Académica
de Ciencias Quimicas y de la Salud, contribuyendo en parte a su desarrollo, cumpliendo asi
con el articulo 350 de la ley anteriormente mencionada, ya que de esta manera se contribuyd
al proceso de aprendizaje tedrico-experimental y se favorecié la formacion académica y
profesional con vision cientifica y humanistica de los estudiantes, en especial de los seis

estudiantes asesorados por mi persona en la realizacion de sus Trabajos de Titulacion.

El desarrollo de este proyecto que contemplo el andlisis fitoquimico e proximal, actividad
bioldgica, té de hierbas nutricional formulado y de estudio pre-clinica de las especies M.
oleifera, permitié evaluar la presencia de metabolitos bio-activos y su poder antimicrobiano,
antioxidante y cito-toxico, asi como el control de calidad microbiolégico de dichas materias
primas; toxicidad e inmunoldgico con ratas Wistar. Los resultados del proyecto tributan al
campo Salud y podran ser aplicados como alternativas terapéuticas para la poblacion.
Ademas, este proyecto contribuyé al desarrollo de la investigacion y la docencia en la
Unidad Académica, al permitir la formacion y superacién de estudiantes y profesionales con
habilidades tedricas y préacticas en el area de la farmacognosia, fotoquimica, microbiologia y
toxicologia. Se logro la realizacion de seis tesis de pre-grado o trabajos de titulacién, la
obtencién de publicaciones de impacto internacional, la participacion en eventos
internacionales (tercera Cumbre Internacional de Toxicologia y Farmacologia Aplicada,
Chicago, EE.UU. 2014 y Natural Descubrimiento del producto y de la Conferencia de
Desarrollo, San Diego, CA, EE.UU. 2015), entre otros resultados importantes.

OBJETIVO GENERAL

Objetivo General

"Desarrollar de una formula nutricional de la planta Moringa oleifera con valor medicinal”.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivos Especificos
Los objetivos especificos se agruparon siguiendo las areas de la Matriz de Planificacion de
los Investigadores del Programa Prometeo

1 Investigacion

1.1. Objetivos especificos

Evaluar cientificamente varias plantas medicinales; especialmente Moringa oleifera en
relacion con el desarrollo de una formula nutricional saludable.

1.1.1. Analizar los componentes fitoquimicos

1.1.2. Analizar los agentes antimicrobianos

1.1.3. Analizar la composicion nutricional proximal

1.1.4. Preparar la férmula nutricional

1.1.5. Realizar control de calidad de la formula

1.1.6. Evaluar la toxicidad de la férmula utilizando modelos animales

1.1.7. Evaluar los diversos indices que se refiere a la toxicologia

1.1.8. Realizarlos estudios de inmunomodulacion

1.1.9. Evaluar la histopatologia de los principales 6rganos de los animales expuestos a la

formula.

2. Capacitacion cientifica en el area pertinente a su especialidad (dirigida a estudiantes y
profesores de la institucion)

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Dictar cursos y talleres a investigadores del &area acerca de los métodos
microbioldgicos relacionados con la etnomedicina (investigacion sobre plantas medicinales),
utilizando procedimientos estandarizados.

2.1.2. Voy a trabajar en colaboracion con investigadores de UTMACH para crear una linea
de investigacion importante y duradera en el desarrollo de investigaciones sobre plantas

medicinales.
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3 Asesoria en la elaboracion de politicas publicas (No Aplica)

4 Docencia a impartir (dirigida a estudiantes)

4.1. Objetivos especificos

4.1.1. Cursos tedrico-practicos a los estudiantes de pregrado de Microbiologia y toxicologia,
tanto en el laboratorio como en el aula de la UTMACH.

5 Asesoriay disefio de programas de postgrado (No Aplica)
6  Gestion de recursos nacionales e internacionales (No Aplica)

7 Relacionamiento estratégico interinstitucional a nivel nacional e internacional

7.1. Objetivos especificos

7.1.1. Lograr una vinculacién con Instituto Nacional de Investigaciones de Salud Publica y
el Ministerio de Educacion para el desarrollo de proyectos relacionados con las formulas
nutricionales a partir de plantas medicinales.

7.1.2. Realizar un convenio interinstitucional entre la Universidad Técnica de Machala y
otras universidades del pais que estén trabajando con lineas de investigacion similares.

7.1.3. Realizar acuerdos de cooperacion con productores de plantas medicinales e
investigadores del area agricola.

7.1.4. Se hara promocion para el desarrollo de jornadas locales Cientificas y reuniones con
otras instituciones para generar intercambio de conocimientos entre entidades relacionadas

con el estudio y desarrollo de formulas nutricionales a partir de plantas medicinales.

RESULTADOS OBTENIDOS
ARTICULOS CIENTIFICOS PUBLICADOS

Articulos Cientificos indexados:

1. Propiedades fitoquimicos y nutricionales de polvo de hoja seca de Moringa oleifera Lam.
de Machala provincia de ElI Oro del Ecuador (Ingles: Phytochemical and nutritional

properties of dried leaf powder of Moringa oleifera Lam. from Machala EI Oro Province of
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Ecuador); publicado en Asian Journal of Plant Science and Research, 2015, 5 (2): 8-16
(http://www.pelagiaresearchlibrary.com).

2. La actividad antimicrobiana y la citotoxicidad de la hoja, tallo y raiz de Moringa oleifera
Lam. planta de Ecuador (Ingles: Antimicrobial activity and cytotoxicity of the leaf, stem and
root of Moringa oleifera Lam. plant from Ecuador) (en proceso de redaccion); sera
presentado al  Journal  of Industrial ~ Microbiology &  Biotechnology

(http://www.springer.com) .

3. Antibacterianos y cito toxicos potenciales de la flor y la vaina verde de Moringa oleifera
Lam. planta que crece en la Universidad Técnica de Machala Ecuador (Ingles: Antibacterial
and cytotoxic potentials of the flower and green pod of Moringa oleifera Lam. plant grown
in Universidad Tecnica de Machala Ecuador) (en proceso de redaccion); serd enviado a

Elsevier Journal of Biomedicine and Pharmacotherapy (http://www.journals.elsevier.com).

4. Estudios comparativos sobre los componentes fitoquimicos y proximal de la hoja, tallo y
la raiz de la planta Moringa oleifera crecido en Machala Ecuador (Ingles: Comparative
studies on the phytochemical and proximal constituents in the leaf, stem and root of
Moringa oleifera plant grown in Machala Ecuador) (en proceso de redaccion); la intencion
de enviarlo a Journal of Ethnopharmacology

(http://www.journals.elsevier.com/locate/jethpharm).

2 TITLE: PHYTOCHEMICAL AND NUTRITIONAL PROPERTIES OF DRIED
LEAF POWDER OF Moringa oleifera Lam. FROM MACHALA EL ORO
PROVINCE OF ECUADOR

*CHINWE CHRISTY ISITUA" ® MARIA JOSE SANCHEZ-MUROS LOZANO,?
CARMITA JARAMILLO JARAMILLO" AND FAUSTO DUTAN?

! Planta Piloto de Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud, Universidad

Tecnica de Machala, Avd. Panamericana km 5,5 via Pasaje Machala, Ecuador.
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* Department of Biological Sciences, College of Sciences, Afe Babalola University, Ado-
Ekiti, KM 8.5 Afe Babalola Way, P.M.B. 5454, Ado-EKkiti, Ekiti State, Nigeria.

E-mail *christykings@yahoo.com, isituacc@abuad.edu.ng

Tel: +593987103687, +23480233721009.
ABSTRACT

Moringa oleifera commonly called Moringa, is a valuable tree whose fruits, roots and leaves
have been advocated for traditional, medicinal and industrial uses. The phytochemical and
nutritional properties of the dried leaf powder of M. oleifera used as nutraceuticals, dietary
supplements, functional foods or a source of vegetable in meal preparation were investigated
in this study to scientifically provide an empirical evidence for its use and benefits. Using
standard phytochemical screening procedures the phytochemicals identified were tannins,
saponins, alkaloids, flavonoids, cardiac glycosides and reducing sugars. The physico-
chemical analysis using standard official methods and gas chromatography revealed the
following nutrients; proteins (24.31 %), carbohydrate (55.97 %), ashes (11.50 %), crude
fiber (10.28 %), total fat (9.22 %), moisture (6.12 %), caloric value (404.10 Kcal/100g) and
saturated fatty acids (3.77 %), unsaturated fatty acids (5.45 %), monounsaturated fatty acids
(0.87 %), polyunsaturated fatty acids (4.58 %) and Trans fatty acid (0.00 %) for fatty acid
profile. Using acid hydrolysis and ion-exchange chromatography, the amino acid analysis
report showed the presence of essential and semi essential amino acids in varying amounts
with a total of 27.16 nmol at 570nm and proline was 1.432 nmol at 440nm. These findings
have far reaching nutritional importance in the healthcare system of this country and will
help to address undernutrition in a cost effective manner. Thus, the use of M. oleifera leaves

as nutrients should be encouraged and sustained in this and other countries.
Keywords: Moringa oleifera Lam., Phytochemical, Nutritional, Leaf powder, Ecuador.

INTRODUCTION
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The use of plants in traditional medical practice has a long drawn history, and remains the
mainstay of primary health care in most of the third world. Traditional medicines are used
by about 60% of the world population in both developing and developed countries where
modern medicines are predominantly used (Mythilypriya et al., 2007). An estimated 60-80%
Africa’s and Latin America’s population depends solely on herbal remedies for its primary
health care needs. In diversity, plants are thought to be between 250,000 to 400,000 species
spread across all continents from the Antarctic to the Arctic. They thrive in all environments
from the flooded planes to the deserts, and from those who live on the seas and oceans to
others that thrive on fresh water and ponds (Adesuyi et al., 2012). For classification and
easy identification, plants were divided into different taxonomical groups known as
kingdoms; these were further streamlined into phylum, class, order, family, genus and
species. Within the family of the Moringaceae is found a miracle plant called Moringa

oleifera.

M. oleifera in English is known as Drumstick tree, Horseradish tree and Ben tree; in Spanish
it is called Moringa, Ben and Angela, in Hindi it is known as Saguna and Sainjna and its
common name is Moringa (Mishra, 2011). It is a small, fast growing, evergreen or
deciduous tree with a soft and light wood indigenous to South Asia, mainly Himalaya’s
foothills, India (Ganatra et al., 2012). It has been grown and naturalized in other countries
like Pakistan, Afghanistan, Sri Lanka, Bangladesh, Arabian Peninsula, East and West
Africa, throughout the West Indies and Southern Florida, in Central and South America
from Mexico to Peru as well as in Paraguay and Brazil (Gupta, 2010); cultivated for human
food, medicine, dye, textiles, fodder, water purification or clarification, etc. All its parts
(leaves, roots, seeds, flowers, bark, stem-bark, green pods) have much impressive range of
medicinal uses with higher nutritional value. The leaves mainly contain various glycosides
of thiocarbamate and isocyanide class; pterygospermin, moringyne, niaziridin, 4 — (o — L —
rhamnopyranosyloxy) benzyl isothiocyanate, 4 — (a« — L — rhamnopyranosyloxy) benzyl
glucosinolate, etc. are few of them which are isolated and therapeutically proved by
scientific studies (Fahey, 2005).
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Traditionally, it is used to treat many diseases throughout the world (mainly in Thai) and
many of them are scientifically proved, which mainly include; antihypertensive,
antiasthmatic, diuretic, anticancer, antibiotic, antiulcer, analgesic, CNS- depressant,
antiepileptic, anti-inflammatory, anthelmintic, antiurolithiatic and many more (Isitua and
Ibeh, 2013). Recently, workshops are going on highlighting the importance of M. oleifera
leaves in Africa and other developing nations, as it is used to overcome malnutrition
especially in infants and nursing mothers. Three non-governmental organizations in
particular — Tree for Life, Church World Service and Educational Concerns for Hunger
Organization have advocated Moringa as natural nutrition for the tropics (Ganatra et al.,
2012).

Proximate and nutrient analyses of edible plants and vegetables play a crucial role in
assessing their nutritional significance (Pandey et al., 2006). As various medicinal plant
species are also used as food along with their medicinal benefits, evaluating their nutritional
significance can help to understand the worth of these plant species (Pandey et al., 2006).
For as herbal drug’s standardization is concerned, WHO also emphasize on the need and
importance of determining proximate and micronutrients composition of the herbal plants.
Such herbal formulations must pass through standardization processes (Niranjan and
Kanaki, 2008). Medicinal plants play a significant role in providing primary health care
services to rural people and are used by about 80% of the marginal communities around the
world (Prajapati and Prajapati, 2002; Latif et al., 2003; Shinwari et al., 2006). Each
medicinal plant species has its own nutrient composition besides having pharmacologically
important phytochemicals. These nutrients are essential for the physiological functions of
human body. Such nutrients and biochemical like carbohydrates, fats and proteins play an
important role in satisfying human needs for energy and life processes (Novak and
Haslberger, 2000). Fortunately, chemical composition diversity in plants also includes many
compounds that are beneficial to humans: vitamins, nutrients, antioxidants, anticarcinogens,

and many other compounds with medicinal value (Novak and Haslberger, 2000).

In the ancient days of human existence, by instinct, intuition, or trial and error, man was able

to identify various plants used to combat various ailments. In fact, it is the knowledge
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derived from the active components of these plant extracts that guided man to synthesize
and use modern drugs in health care delivery. Presently, there has been a renewed interest in
the study of medicinal plants such that much percentage of pharmaceutical preparations is
based on natural products from plants. Over the years, our people have passed down
knowledge of the types and applications of medicinal plants from generation to generation,
often orally. The compilation of useful drugs derived from medicinal plant is impressive;
these include; heart drugs, analgesics, anesthetics, antibiotics, anti-cancer and anti-parasitic
compounds, anti-inflammatory drugs, oral contraceptive hormones, as well as laxative
diuretics (Morris, 2004).

Plants generally contain chemical compounds (such as saponins, tannins, oxalates, phytates,
trypsin inhibitors and cyanogenic glycosides) known as secondary metabolites, which are
biologically active (Soetan and Oyewole, 2009). Secondary metabolites may be applied in
nutrition and as pharmacologically-active agents (Soetan and Oyewole, 2009). Plants are
also known to have high amounts of essential nutrients, vitamins, minerals, fatty acids and
fiber (Gafar and Itodo, 2011). In Ecuador, as in many Latin American countries,
malnutrition is a serious health problem and although infant mortality has decreased, the
survivors manifest lasting repercussions throughout life time (Fernandez and Ortiz, 2013).
The cultivation and awareness of the numerous benefits of Moringa oleifera is springing up
in the Republic of Ecuador and there arise the need to produce herbal formulations from
Moringa cultivated in Ecuador to scale up nutrition — addressing undernutrition in a cost
effective manner. Based on this, there is little or no report on the phytochemical and
nutritional composition of Moringa cultivated in Ecuador. Hence the aim of this work was to
determine the nutrient composition of the dried leaf powder of this plant in order to

scientifically provide an empirical evidence for its use and benefits to man.

MATERIALS AND METHODS

Source of plant material
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The leaves of Moringa oleifera used for this study were collected from the matured tree in
an orchard within the plantation of Faculty of Agricultural Sciences, Universidad Tecnica de
Machala, Ecuador.

After collection, the leaves were removed from the branches, sorted out to separate the bad
ones from the good ones, washed properly with sterile water and spread on clean mesh trays
for drying. The leaves were shade dried for a period of 7 — 10 days for proper drying in the
Pharmacy Pilot Plant Laboratory, Faculty of Chemical Sciences and Health, Universidad
Tecnica de Machala, Ecuador. Upon drying, the leaves were pulverized under aseptic
conditions using a grinder (Lab. Mill serial No. 56969, Type AR 400 Erweka® Apparatebau
GmbH Heusenstamm Germany) into fine powdery form, sieved and stored in dry airtight

glass jar for phytochemical and nutritional analyses.

Extraction of plant material

The powdered plant material (100 g) was macerated in 98 % methanol (500 ml) in a glass jar
for 72 hours and was shaken intermittently throughout the period. Another portion of the
powdered plant material (100 g) was macerated in distilled water (500 ml) for 24 hours and
was shaken intermittently. The aqueous filtrate was evaporated to dryness in a hot air oven
set at 40°C to obtain a brownish residue. The methanol extract was concentrated using a
water bath to evaporate the extracting solvent (methanol) and later transferred to hot air
oven set at 40°C to evaporate any trace of the solvent to obtain a greenish brown residue.
The extracts obtained were stored in the refrigerator at 4°C until when required for
phytochemical analysis.

Phytochemical screening

The aqueous and methanol extracts were separately screened for the presence of bioactive
constituents using standard phytochemical techniques as described by Trease and Evans
(1996) and Williamson et al. (1996).

Nutritional property analyses
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The Moringa leaf powder sample was conserved in a fresh and dry atmosphere (climatic
zone 1V) with climatic test conditions of temperature 22.5°C + 2.5°C and relative humidity
55 % =+ 15% prior to analysis in the laboratory.

a) Proximate analysis
Determination of proximate composition was carried out in accordance with Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) methods (1990). The proximate analysis is a
conventional system of analysis that gives the quantitative as well as qualitative idea of
nutrients present in a particular food sample. Individual nutrients such as amino acids, fatty
acids, monosaccharide etc. are not considered. The gross components considered are
moisture content, ash content, protein, fat, crude fiber, carbohydrate, as well as caloric value
calculated from values of carbohydrate, fat and protein (Pearson, 1976; Onyeike and Osuji,
2003). All the methods used in estimating the chemical composition of the plant samples
were standard methods of AOAC (1990) except where otherwise stated.
Carbohydrate content was estimated by subtracting the values obtained for fat and protein
from organic matter. The percentage of organic matter was calculated by subtracting the
percentage of ash from one hundred (100) (Onwuka, 2005). The caloric value of the sample
was calculated using “Atwater factor” by multiplying the value of the crude protein, lipid
and carbohydrate by 4, 9, 4 respectively and taking the sum of the product (Onwuka, 2005).

b) Estimation of fatty acids
Fatty acid profile of the Moringa leaf powder was determined using gas chromatography in
accordance with the methods outlined by AOAC (1990). The investigated fatty acids

include: saturated, unsaturated, monosaturated, polysaturated and Trans fatty acids.

c) Amino acid analysis
Quantitative amino acid analysis of protein in Moringa oleifera leaf powder was determined
using acid hydrolysis and ion exchange chromatography (Biochrom 30) technique. Sample
hydrolysates were prepared in accordance with the standard procedures of USP/ EP/ JP
(Japanese Pharmacopoeia, 2007). Briefly, appropriate acid hydrolysis of the protein in the

leaf powder sample (1.5 mg) was done and 3% injected into the apparatus for amino acid
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analysis. The amino acid standard used was norleucine. Free amino acids were separated by
ion-exchange chromatography followed by postcolumn derivatization with ninhydrin. The
postcolumn reaction between ninhydrin and amino acid eluted from the column was
monitored at a wavelengths of 570 nm and 440 nm, and the chromatogram obtained was

used for the determination of the amino acid composition.

RESULTS

The data obtained in the course of the experiments are shown in the tables and figures

below and the discussion of these result are also given.

Pharmacologically active principles identified in M. oleifera leaf powder from Ecuador
include; alkaloids, flavonoids, saponins, reducing sugars, tannins and glycosides with water
showing a better extraction spectrum than methanol (Table 1). This finding is on a par with
results of other researchers (Manjari et al., 2007 and Isitua, 2013). These phytochemicals

contribute significantly to protection against infection and degenerative diseases.

The macro nutrients and amino acids with their various compositions identified in this study
are shown in Tables 2 and 3 and Figures 1 and 2 respectively. The moisture content (6.12
%), crude protein content (24.31 %), ash content (11.50 %), crude fiber (10.28), total
carbohydrate (55.97 %), fat content (9.22 %) and caloric value (404.10 kcal/100g) of the
present study were in good agreement with those obtained from Ghana (Oduro et al., 2008),
India (Joshi and Mehta, 2010), China and Rwanda (Mukunzi, et al., 2011) and Burkina Faso
(Yameogo et al., 2011), but, was at variance with the values obtained from Nigeria (Isitua,
2013). The 17 amino acids and their compositions identified in this study, is in agreement
with the results of several studies conducted in this regard on Moringa oleifera leaves, but
with little variations ( Moyo et al., 2011; Mensah et al., 2012; Isitua, 2013). These variations
in the nutritional composition of Moringa leaf powder could be as a result of differences in
agro-climatic conditions, age of the trees and possibly due to different stages of maturity of

leaves. The highest amount of amino acids was glycine, which had a value of 3.63 % and the

26



least content was cysteine with 0.19 %. The Moringa leaf powder were found to contain
5.45 % unsaturated fatty acids and 3.77 % of saturated fatty acids with no Trans fatty acids.

Table 1: Phytochemical constituents in extracts of M. oleifera leaf and their health

benefits
Constituents Aqueous Methanol Health Benefits
extract extract
Tannins ++ + Bactericidal, anti-inflammatory
and anti-parasitic.
Saponins + + Antioxidant, anticancer,
cholesterol
reduction & immune support.
Alkaloids +++ + Treatment of malaria, diabetes,
cancer, cardiac dysfunction & pain.
Flavonoids + + Antitumoral, anti-

inflammatory,

Glycosides

Reducing sugars

antibacterial & antioxidants.

++ + Treatment of congestive heart

failure & cardiac arrhythmia.

+ - Provide energy for proper body

function.

*Key: +++, Highly present; ++, Moderately present; +, Slightly present; -, Not present
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Table 2: Nutritional composition of M. oleifera leaf powder

Parameters Values (Per 100g powder)
Moisture (Q) 6.12
Protein (Q) 24.31
Crude fiber (g) 10.28
Ash (g) 11.50
Fat () 9.22
Total Carbohydrate (g) 55.97
Calories (Kcal) 404.10

*Values are mean of duplicate determinations
Table 3: Fatty acid profile of M. oleifera leaf powder

Saturated fatty acids 3.77
Unsaturated fatty acids 5.45
Monounsaturated fatty acids 0.87
Polyunsaturated fatty acids 4.58
Trans fatty acids 0.00

*Values are mean of duplicate determinations
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Aminoacido Tiempo de retencion Arca Cantidad (nmoles)
Asp 11.67 1544483 2.72
Thxr 13.77 487574 0.92
Serxr 14.83 837206 1.75
Glu V727 1423119 2.54
Gly 25.10 2166660 3.63
Ala 26.66 2126027 3.46
Cys 28.80 92866 0.19
val 29.56 804925 1.36
Met 31.56 139943 0.27
Ile 33.40 442721 0.77
Leu 34.33 1109528 1.84
Nleu 3533 2742652 4.47
Tyx 37.23 173079 0.33
Phe 38.50 631455 1.08
His 45.60 255401 0.42
Lys 47.43 507851 0.79
Arg 57.40 373858 0.63
Totals
L 15859348 27.16
Figure 1: lon-exchange chromatogram and composition of amino acids in M. oleifera
leaf powder at 570 nm
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Figure 2: lon-exchange chromatogram and composition of amino acids in M. oleifera

leaf powder at 440 nm

DISCUSSION

The study showed that Moringa leaves contain nutritious compounds. Noteworthy is the
crude protein (CP) content of 24.31 % observed in this study, although lower than sunflower
seed cake’s CP of 35.88% which is mostly used as protein concentrate (Mapiye et al., 2010).
This makes the Moringa leaves to be a good potential source of supplementary protein in
animal diets. Other studies have reported variable protein contents ranging between 16,
22.42, 23.27, 27.4 and 40% (Gidamis et al., 2003; Sarwatt et al., 2004; Nouala et al., 2006;
Reyes-Sanchez et al., 2006; Oduro et al., 2008; Sanchez-Machado et al., 2009; Isitua, 2013).
This level of crude protein content is of particular nutritional significance as it may meet
animal’s protein and energy requirements and boost the immune system against diseases
(Kyriazakis and Houdijk, 2006; Brisibe et al., 2009). General growing ruminants like goats
require 16% CP (Luginbuhl and Poore, 1998). The CP supplied by Moringa is above the
protein of goats making it ideal for use as a protein supplement. Moringa is reported to have
high quality protein which is easily digested and that is influenced by the quality of its
amino acids (Foidl et al., 2001). In this study, the dried Moringa leaves contained 17 amino
acids, which slightly differ from the findings of Foidl et al. (2001), Sanchez- Machado et al.
(2009) and Moyo et al. (2011) who reported 18, 16 and 19 amino acids respectively. Out of
the 17amino acids observed, 09 were classified as essential amino acids, namely; threonine,
tyrosine, methionine, valine, phenylalanine, isoleucine, leucine, histidine and lysine. Glycine
had the highest value of 3.63 %, which differed with Moyo et al. (2011) who reported the
value of 1.53 %. In their work, Moyo et al. (2011) reported alanine having the highest value
of 3.033 %, which is lower than that of our findings (3.46 %). Cysteine had the least values
followed by methionine, which is commonly deficient in green leaves. Methionine and
cysteine are powerful antioxidants that help in the detoxification of harmful compounds and
protect the body from radiation (Brisibe et al., 2009). The variations in the amino acid

composition could be influenced by protein quality and the origin of the plant (cultivated or
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wild). This may indicate that the Moringa was grown in fertile soils. Amino acids are
organic compounds that combine to form proteins; as such, they influence the quantity and
quality of protein. Amino acids are classified as essential and non-essential, which vary
according to animal species and their production system (Swanepoel et al., 2010). Rumen
microbes synthesize the essential amino acids from other amino acids or from nitrogen
containing substances. The efficiency of rumen microbial growth and activity in the rumen
is enhanced by the presence of adequate amino acids, peptides and most macro and micro
minerals (Swanepoel et al., 2010). Each amino acid has a specific function in the animal’s
body. In general, amino acids are required for the production of enzymes, immunoglobulins,
hormones, growth and repair of body tissues and form the structure of red blood cells
(Brisibe et al., 2009). In addition, they contribute to the formation of glucose, acting as a
buffer when other precursors are in short supply (Swanepoel et al., 2010). Amino acids also
affect the function of other nutrients in the animal’s body such as presence of lysine, which
ensures adequate calcium absorption and aids in the antibody production.

The dry leaves could serve as a protein supplementary source in animal and human diets.
This protein content is of particular nutritional significance since it has been suggested that
amino acids supplementation is important in meeting a substantial proportion of an animal’s
protein and energy requirements (Brisibe et al., 2009). Diets rich in amino acids help to
boost the immune system against gastro intestinal parasites infestations (Kyriazakis and
Houdijk, 2006). Proteins are also essential for continuous replenishment of the endogenous
protein that is lost due to infections with gastro-intestinal helminthes (Coop and Holmes,
1996). Fat provides very good sources of energy and aids in transport of fat soluble
vitamins, insulates and protects internal tissues and contributes to important cell processes
(Jones et al., 1985, Pamela et al., 2005). Moreso, it is good to add fat to most of our diets,

because many body functions depend on lipids.

As observed in this study, Moringa contains more dietary polyunsaturated fatty acids
(PUFA) than the saturated fatty acids (SFA). A higher content of PUFA and lower amount
of SFA is desirable (Hoffman and Wilklund, 2006), as such, its inclusion in the diet is
recommended as it prevents the occurrence of diseases thereby promoting good health.
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PUFA are important for human and animal health. They are of interest because they are
precursors of long chain n-3 PUFA in the eicosanoids biosynthesis, which are viewed as
important bioregulators of many cellular processes (Khotimchenko, 2005). They are linked
to the development and functionality of the immune system. Consumers have preference of
food low in saturated fatty acids (SFA) because they are associated with an increased risk of
cardio-vascular diseases and some cancers (Griffin, 2008; Alfaia et al., 2009). Human
nutritionists urge consumers to increase intake of polyunsaturated fatty acids (PUFA),
particularly the n-3 PUFA at the expense of n-6 PUFA (Hoffman and Wiklund, 2006; Alfaia
et al., 2009). The quantity and composition of fatty acids in the animals’ body are related to
the presence of some of their precursors in the diet, since some of the fatty acids are
absorbed in the body unchanged (Wood et al., 2003).

The low moisture content of the leaf powder is an attribute to a very high shelf life. Hence,
long storage of the leaf powder would not lead to spoilage due to microbial attack and this
supports the practice of storage in dry form by users. Also, moisture content is among the
most vital and mostly used measurement in the processing, preservation and storage of food
(Onwuka, 2005). Ash in food contributes the residue remaining after all the moisture has
been removed as well as the organic materials (fat, protein, carbohydrates, vitamins, organic
acid etc.) have been incinerated at a temperature of about 500 °C (Onwuka, 2005). Thus, the
ash content of the dried leaf powder is taken to be a measure of the mineral content of the
original food. The crude fiber level (10.28%) obtained in this study is considered
appropriate, because it aids absorption of glucose and fat. Crude fiber is made up largely of
cellulose together with a little lignin which is indigestible in human. Although crude fibre
enhances digestibility, its presence in high level can cause intestinal irritation, lower

digestibility and decreased nutrient usage (Jimoh and Oladiji, 2005).

The dried Moringa oleifera leaf powder is a rich source of carbohydrate with great caloric
value that can contribute to the caloric requirement of the body. Carbohydrates provide the
body with a source of fuel and energy that is required to carry out daily activities and

exercise. Our bodies need a constant supply of energy to function properly and a lack of
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carbohydrates in the diet can cause tiredness or fatigue, poor mental function and lack of
endurance and stamina. Carbohydrates are also important for the correct working of our
brain, heart and nervous, digestive and immune systems. They are an essential part of a
healthy diet and should make up 50% of our daily calorie intake. Thus, majority should
come from complex carbohydrates, preferably the wholemeal varieties, as well as a large

intake of fruits and vegetables.

Looking at all the properties of the Moringa leaves, this probably explains the traditional use
of the plant as an herbal tonic in India, because of its high levels of readily available
essential nutrients and mineral resources, which may be required for the maintenance of
electrical potential of nervous tissues and cell membranes. It can as well be used for the
treatment of blood related disorders that is necessary for the improvement of the overall
well-being of the body (Khalafalla et al., 2010). The nutritional variations observed among
the studies could be attributed to the genetic background of the plant, in terms of ecotype
and cultivar, environmental factors that include the soil and climate (Sanchez-Machado et
al., 2009). In addition, the cultivation method used encompasses the frequency of harvesting
and age of the plant or leaves. Mode of conservation between collection and analysis
(drying, refrigeration, freezing) might influence the leaves’ nutritional composition
(Barminas et al., 1998; Broin, 2006). The data derived from phytochemical and nutrient
characterization of Moringa are clear indications that the plant leaves are rich in healthy
bioactive compounds and nutrients; and has potential to be used as medicine, feed and or
food additive with multiple purposes. These include serving as a protein, fatty acid, mineral
and vitamin resource for animal and human feed formulations. High nutritional content
found in the dried leaves are important nutritional indicators of the usefulness of the plant as
a likely feed resource. Drying the leaves assists to concentrate the nutrients, facilitate
conservation and consumption, as such, it can be used during the time when feed is scarce or
can be transported to areas where it is not cultivated. It is suggested that Moringa should be
consumed in the powder form. Moringa has been reported to possess some medicinal
properties (Fahey, 2005); its inclusion in the diets could function as curative and therapeutic
therapy. As such, it can be used to improve health and nutrition.
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CONCLUSION

This study can be considered as the first information on the nutritional and phytochemical
composition of Moringa oleifera leaves from Ecuador. It indicates that the studied dry leaf
powder is an excellent source of nutrients required for human existence in combating
nutritional deficiencies like kwashiorkor, cardiovascular diseases amongst others. Its fiber
content provides bulk in the diet and can help to enhance gastrointestinal function, prevents
constipation and may reduce cholesterol content. The phytochemical content makes the leaf
pharmacologically active and may serve as supplements for food, as they have potentials to
improve the health status of its users. Therefore, M. oleifera dry leaf powder can be a cost
effective, suitable functional ingredients for improving nutraceuticals, nutritional and
organoleptic properties of food; its use in diets should be encouraged and sustained in

Ecuador and other countries.
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ABSTRACT

Medicinal plants are natural resources yielding valuable herbal products which are often
used in the treatment of various ailments. Aqueous and methanol extracts from leaf, stem
and root of Moringa oleifera Lam. were screened for their antibacterial activities while
chloroform extracts from this plant parts were screened for brine shrimp lethality bioassay.
The extracts were tested for their in vitro growth inhibitory effects against three pathogenic
bacteria- Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus using the
agar dilution and agar well diffusion methods. Mortality of the brine shrimp naupli (Artemia
salina) was assessed by lethality bioassay and the mean lethal concentration (LCsp) values
were obtained by probit analysis. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of the
aqueous and methanol extracts against the pathogenic bacteria were 25 mg/mL (leaf and
root), 50 mg/mL (stem) and 12.5 mg/mL (leaf, stem and root) respectively. The methanol
extracts produced zones of inhibition that were comparable to those produced by
ciprofloxacin (20 mg). The LCs, values of leaf, stem and root were found to be 16.43, 33.43
and 34.88 pg/mL respectively. The experimental results revealed that the leaf is more
cytotoxic and showed highest activity against the three bacteria. Findings suggest that the
different plant extracts possess potent growth inhibitory and cytotoxic potentials which
validates their use in the treatment of microbial infections and as anti-tumor agent in

ethnomedicine.

Keywords: Moringa oleifera, Cytotoxicity, Antimicrobial, Ethnomedicine.
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ABSTRACT

The search for plant products as antimicrobial and anti-tumor agents will continue because
of the ever-present need to find new substances with better therapeutic indices than the
already existing agents. Methanol extracts from flowers and green pods of Moringa oleifera
Lam. were analyzed for their antibacterial activities and brine shrimp lethality bioassay. The
extracts were tested for their in vitro growth inhibitory effects against three pathogenic
bacteria- Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus using the
agar dilution and agar well diffusion methods. Mortality of the brine shrimp naupli (Artemia
salina) was assessed by lethality bioassay and the mean lethal concentration (LCsp) values
were obtained using the statistical program Finney 2 (binomial, moving average, probit and
logit methods). The minimum inhibitory concentrations (MIC) of both extracts against the
pathogenic bacteria was 6.25 mg/mL. The methanol extracts from the flower and green pods
produced zones of inhibition that were comparable to those produced by ciprofloxacin (20
mg). The LCsq values of the flower and green pod were found to be 169.11 and 44.30 pg/mL
respectively (logit method). The experimental results revealed that the green pod is more
cytotoxic and showed highest activity against the three bacteria. Findings suggest that the
plant extracts possess potent growth inhibitory and cytotoxic potentials. Therefore, they

might be utilized as promising materials in the field of pharmaceuticals and nutraceuticals.
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CONTRIBUCION AL PLAN DEL BUEN VIVIR

Este proyecto de investigacion se relacioné con el Objetivo No. 3 del Plan Nacional del
Buen Vivir: “Mejorar la calidad de vida de la poblacién”, especificamente en su apartado
3.4: “Fortalecer y consolidar la salud intercultural, incorporando la medicina ancestral y

alternativa al Sistema Nacional de Salud”.

La informacién obtenida de este trabajo de investigacion constituye un aporte muy valioso y
de gran importancia para la elaboracion de fitofarmacos y fito-nutrientes seguros y eficaces,
a partir de drogas vegetales de calidad previamente estandarizadas y validadas con estudios
cientificos. De esta manera los resultados obtenidos fomentan la produccion de fitofarmacos
y/o nutraceutico, con potencial de impulsar inmune, actividad farmacoldgica antibacteriana,
anti fungica, antioxidante y/o antitumoral demostrada en los experimentos realizados con las

plantas medicinales en cuestion, cultivadas en suelo ecuatoriano.

DESCRIPCION DE PRODUCTOS ALCANZADOS

1. INVESTIGACION (VER ANEXO DIGITAL 1)

A partir de esta investigacion, un articulo cientifico ha sido publicado en una revista
indexada, mientras que tres articulos estan en el proceso de la escritura y seran enviados a
diversas revistas indexadas listados a continuacion. Ademads, otros articulos seran
desarrollados y publicados en su momento.

Articulos Cientificos:

1. Propiedades fitoquimicos y nutricionales de polvo de hoja seca de Moringa oleifera Lam.
de Machala provincia de ElI Oro del Ecuador (Ingles: Phytochemical and nutritional

properties of dried leaf powder of Moringa oleifera Lam. from Machala EI Oro Province of
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Ecuador); publicado en Asian Journal of Plant Science and Research, 2015, 5 (2): 8-16
(http://www.pelagiaresearchlibrary.com).

2. La actividad antimicrobiana y la citotoxicidad de la hoja, tallo y raiz de Moringa oleifera
Lam. planta de Ecuador (Ingles: Antimicrobial activity and cytotoxicity of the leaf, stem and
root of Moringa oleifera Lam. plant from Ecuador) (en proceso de redaccion); serad
presentado al  Journal  of Industrial ~ Microbiology &  Biotechnology

(http://www.springer.com) .

3. Antibacterianos y cito toxicos potenciales de la flor y la vaina verde de Moringa oleifera
Lam. planta que crece en la Universidad Técnica de Machala Ecuador (Ingles: Antibacterial
and cytotoxic potentials of the flower and green pod of Moringa oleifera Lam. plant grown
in Universidad Tecnica de Machala Ecuador) (en proceso de redaccion); serd enviado a

Elsevier Journal of Biomedicine and Pharmacotherapy (http://www.journals.elsevier.com).

4. Estudios comparativos sobre los componentes fitoquimicos y proximal de la hoja, tallo y
la raiz de la planta Moringa oleifera crecido en Machala Ecuador (Ingles: Comparative
studies on the phytochemical and proximal constituents in the leaf, stem and root of
Moringa oleifera plant grown in Machala Ecuador) (en proceso de redaccion); la intencion
de enviarlo a Journal of Ethnopharmacology

(http://www.journals.elsevier.com/locate/jethpharm).

Publicaciones en Congresos:

Representacion de UTMACH en la "tercera Cumbre Internacional de Toxicologia y
Farmacologia Aplicada”, que se celebré en Double Tree by Hilton Hotel Chicago-North
Shore EE.UU. 20-22 de octubre de 2014 como investigador principal, que expone la obra
(proyecto SENESCYT) titulado: "fitoquimico y las propiedades nutricionales de polvo de
hoja seca de Moringa oleifera Lam. de la provincia de Machala EI Oro del Ecuador "(El
resumen del poéster presentado se publica en el libro de actas del congreso,
http://dx.doi.org/10.4172/2161- 0495.51.013).

Representacion de UTMACH en el "Descubrimiento y Desarrollo de Productos Naturales en

el Post era de la genomica”, celebrada en el Westin Gaslamp Quarters San Diego, CA,
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EE.UU. 11-14 enero de 2015, como investigador principal, que expone la obra (proyecto
SENESCYT) titulado: "La actividad antibacteriana y la citotoxicidad de las diferentes partes
de Moringa oleifera Lam. planta de Ecuador" (El resumen del péster presentado se publica

en el libro de actas del congreso, http://www.simbhq.org/docs/np/NP15Program.pdf ).

Ademas, voy a presentar algunos de mis resultados de investigacion del proyecto
SENESCYT en el proximo "Primer Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia
UTMACH 16 y 17 de abril 2015", segun el investigador principal, voy a exponer la obra
titulada: "antibacteriana y potenciales cito toxicos de la flor y la vaina verde de Moringa

oleifera Lam planta. Crecido en la Universidad Técnica de Machala Ecuador™.
2. CAPACITACION ACADEMICO-CIENTIFICA (VER ANEXO DIGITAL 2)

Transferencia de conocimientos y adiestramiento cientifico a algunos Investigadores,
Profesores y estudiantes de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la Unidad de Ciencias
Quimicas y de la Salud de la UTMACH, en la realizacion de analisis fitoquimicos
necesarios en el campo de los ethomedicina, productos naturales organicos y produccion de
fitofarmacos, tales como pruebas de caracterizacion quimica de grupos funcionales de
compuestos quimicos, métodos de extraccion organica, cuantificacion de metabolitos
secundarios, pruebas antimicrobiano actividad, dilucion en serie, técnicas difusion agar

pocillos, normalizacion microbiana, método microbiana-desafio, entre otros.

Capacitacion teorica y experimental en la realizacion de pruebas de actividad bioldgica o
bioensayos, tales como actividad antibacteriana (preparacion de medios de cultivo,
metodologia de montaje del ensayo y medida del efecto del extracto contra cepas de
bacterias), antifungica (preparacion de medios de cultivo, metodologia de montaje del
ensayo y medida del efecto del extracto contra cepas de hongos) y calculo de las unidades
formadoras de colonias en la determinacion de la calidad microbiana de extractos de hierbas,
el funcionamiento, las funciones y usos de flujo laminar recién adquiridos y Tauttner
autoclave, identificacion de microorganismos y microscopia. Ademas, de métodos de

cuantificacion de metabolitos secundarios (por método espectrofotometria) y determinacion
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de la actividad antioxidante de los mismos, y Toxicidad oral aguda para determinar los
efectos de los extractos de hierbas en ratas Wistar.

Asesorias en la elaboracion y desarrollo de proyectos de investigacion involucrados en los
aspectos previamente mencionados, los cuales se estan aun llevando a cabo bajo la direccion
y asesoria académico-cientifica continua y de la Dra. Carmita Jaramillo contraparte técnico,
y constituirdn las Tesis o Trabajos de Titulacion de algunos estudiantes de la Carrera de
Bioquimica y Farmacia de la UCQS-UTMACH, los mismos son:

- Analisis proximal de las hojas, tallo y raiz de la especie vegetal Moringa oleifera.

- Evaluacion cualitativa y cuantitativa de los metabolitos secundarios del tallo de la planta

Moringa oleifera para aplicacion nutricional y medicinal.

- Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las hojas, raiz y tallo de la planta Moringa

oleifera.
- Estudio fitoquimico y antiinflamatorio de la raiz de la planta Moringa oleifera.

- Evaluacion de la toxicidad oral de hojas, tallo y raiz de la especie vegetal Moringa oleifera

en ratas Wistar.

- Formulacion y evaluacién de un té de hierbas nutricionales de Moringa oleifera
(reemplazando el proyecto aprobado: "Analisis proximal de las semillas y frutos verdes de la
especie vegetal Moringa oleifera cultivada en la unidad académica de ciencias
Agropecuarias de la UTMACH, Provincia de El Oro”. Y esto se debe a la falta de
disponibilidad de las semillas y frutos verdes de Moringa en la unidad académica de ciencias
Agropecuarias).

- Consultoria dirigida a la preparacion de un profesor (Johnny Pérez) en UCQS-UTMACH
para el desarrollo exitoso de su PhD. propuesta de proyecto de investigacion en el area de
Microbiologia.

3. DOCENCIA (VER ANEXO DIGITAL 3)
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Docencia y la formacion se le dio a los investigadores (3) y los estudiantes de cuarto afio
paralelo A & B que estudian Bioquimica y Farmacia (43) y los estudiantes de quinto afio de
Ingenieria de Alimentos (12) de la Facultad de Quimica y Salud UTMACH en la
transferencia de conocimiento en todos los aspectos importantes de la técnicas
microbioldgicas para aplicar en la determinacion de las actividades antimicrobianas de
plantas y productos vegetales; especificamente: la difusion del disco, dilucion en tubo, los
métodos de difusion de agar bien, la determinacién de las zonas de inhibicion y sus
interpretaciones, la normalizacién microbiana, funciones, uso y cuidado de los equipos
recién adquiridos (flujo laminar y Tuttnauer autoclave automético y manual) en el
laboratorio de microbiologia, los medios de comunicacion preparacion y esterilizacion, la

microscopia, la bioseguridad, entre otros.

-Asesoramiento de Tesis de Pregrado o Trabajos de Titulacion

1. Anélisis proximal de las hojas, tallo y raiz de la especie vegetal Moringa oleifera.

Estudiante: Jessica Fabiola Brito Carmona.

2. Evaluacion cualitativa y cuantitativa de los metabolitos secundarios del tallo de la planta
Moringa oleifera para aplicacion nutricional y medicinal. Estudiante: Gisela Katherine

Fernandez.

3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las hojas, raiz y tallo de la planta Moringa

oleifera. Estudiante: Jessica Karina Ramirez.

4. Estudio fitoquimico y antiinflamatorio de la raiz de la planta Moringa oleifera.

Estudiante: Tania Lorena Bastidas Guerrero.

5. Evaluacion de la toxicidad oral de hojas, tallo y raiz de la especie vegetal Moringa

oleifera en ratas Wistar. Estudiante: Nelly Katherine Guaycha Perez.

6. Formulacion y evaluacion de un té de hierbas nutricionales de Moringa oleifera
(reemplazando el proyecto aprobado: "Anélisis proximal de las semillas y frutos verdes de la
especie vegetal Moringa oleifera cultivada en la unidad académica de ciencias
Agropecuarias de la UTMACH, Provincia de El Oro”. Y esto se debe a la falta de
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disponibilidad de las semillas y frutos verdes de Moringa en la unidad académica de ciencias
Agropecuarias). Estudiante: Ruddy Estefania Placencio Franco.

4. RELACIONAMIENTO ESTRATEGICO INTERINSTITUCIONAL A NIVEL
NACIONAL E INTERNACIONAL

» Est4 en proceso la creacion de una Red de Investigacion en Biotecnologia y post-grado,
que dirige la Universidad de Quevedo, y de la cual formaremos parte, o sea la UTMACH a

través de mi persona y otros prometeos vinculados a la UTMACH.

» Colaboradora del Proyecto “Investigaciones en plantas medicinales para el desarrollo de

fitofarmacos y formulas nutricionales seguros y eficaces”, elaborado por el grupo de
investigacion de la Planta Piloto de Farmacia, al cual pertenezco, segin la Convocatoria
2014 del Centro de Investigacioness-UTMACH.

» La participacion / colaboracién con otros investigadores (nacionales e internacionales) en
el equipo PRfC2 ("Programa de Resiliencia Frente al Cambio Climatico- PRFC2") y
estamos en el escenario para desarrollar nuestra propuesta para la convocatoria nacional de

proyectos del programa SENESCYT.

» Participo en el comité de organizacion de dos conferencias cientifico importantes que
tuvo lugar en UTMACH: "VII Foro Iberoamericano de los Recursos Marinos y la
Acuicultura (FIRMA, Ecuador 2014)" de 18 a 21 nov, 2014 y vine (I Congreso de
Apicultura y meliponicultura en Ecuador), Machala 21 y 22 de febrero 2015 evento

cientifico.

» Participado y asistido a diversos talleres cientificos (en UTMACH y UTEQ). Particip0 en
el taller y la reunion celebrada en la Universidad de Cuenca, sobre el Cédigo de Social
Economia del Conocimiento y la Innovacién (COESC-i) propuesta herramienta virtual de
SENESCYT dando mi apoyo y contribuciones. Colabord con investigadores y estudiantes
en la Planta Piloto de Farmacia en la exitosa "Il Concurso de reconocimiento a la

Investigacion universitaria estudiantil, Galardones Nacionales, Convocatoria 2014" (en
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Cuenca y Guayaquil) y dio exposiciones (en proyecto SENESCYT) en las conferencias
internacionales en EE.UU.

» Participo en la evaluacion de dos notas conceptuales de SENESCYT: "Purificacion de
Componentes del suero de queseria de las provincias de Manabi, Pichincha, Santo
Domingo, Azuay, Loja, multas estafadores Napo y Tungurahua Funcionales y disminucion
de la contaminacién ambiental” y "Grado de incidencia y Medidas de Control de las
Principales bacterias patdgenas en La Cadena Productiva de CARNICOS en la provincia

de Chimborazo”.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

A continuacion se presentan las conclusiones y recomendaciones obtenidas del proceso de

investigacion siguiendo el orden de las distintas areas de la Matriz de Planificacion:

Investigacion

Un té de hierbas con propiedades nutritivas y medicinales fue desarrollado y validado de
Moringa oleifera y otras plantas y productos vegetales. Se llevd a cabo el completo
desarrollo de las investigaciones, gracias a: la oportuna compra de una gran mayoria de
materiales y reactivos necesarios, por parte de la UTMACH, SENESCYT y mi persona; la
Planta Piloto de Farmacia cuenta con muchos materiales, reactivos y equipos de distintas

tecnologias; y la colaboracion con investigadores compafiero Prometeo en UTMACH.

A partir de esta investigacion, un articulo cientifico ha sido publicado en una revista
indexada, mientras que tres articulos estan en el proceso de la escritura y seran enviados a
diversas revistas indexadas. Ademas, otros articulos seran desarrollados y publicados en su

momento.
Presentacion de trabajos de investigacion en dos Congresos Internacionales

Capacitacion cientifica en el area pertinente a su especialidad
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Se lograron la mayoria de las metas planteadas en esta propuesta de investigacion, en cuanto
a la capacitacion a profesores y estudiantes de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de la UTMACH, en transferencia de
conocimientos y adiestramiento cientifico en la realizacion de analisis fitoquimicos
necesarios en el campo de los productos naturales organicos y produccion de fitofarmacos,
asi como en la realizacion de pruebas de actividad bioldgica, tales como la antibacteriana,

anti fngica, antioxidante, cito toxico y toxicologia, etc.

Tutorias personalizadas a estudiantes del Gltimo afio de la carrera de Bioquimica y Farmacia,
en cuanto la elaboracion de sus Proyectos de Titulacion, los cuales desarrollaron bajo mi
direccion y asesoria acadéemico-cientifica continua, y constituirdn las tesis de titulacion de

esos estudiantes.
Docencia a impartir

Transferencia de conocimientos sobre todos los aspectos importantes en el area de
microbiologia y fitofarmacos, a través de un seguimiento diario del trabajo de los tesistas y
explicacion continua de todos los aspectos relacionados con los tdpicos de sus tesis de
titulacion, uso de las herramientas de la web y base datos bibliograficas, montaje de
experimentos, estandarizacion de métodos; célculos, graficos y tabulacion de resultados;

analisis y discusion de los mismos, entre otros.
Relacionamiento estratégico interinstitucional a nivel nacional e internacional

Cooperacion y colaboracion con profesionales, investigadores y profesores en las principales
Fito medicina éxito, nutracéuticos, entre otros en UTMACH, UTEQ, UTPL y SENESCYT.

RECOMENDACIONES
» PPF-UTMACH debe ser apoyado para adquirir el equipo de envasado de té y materiales

necesarios para el correcto envasado del té de hierbas formulado, y para realizar estudios

de estabilidad, para determinar la vida Gtil del mismo
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» Debe haber produccion a gran escala de este producto; ya que esto no solo va a generar
ingresos para la universidad, sino que también contribuird a un impacto positivo en la

salud de la comunidad.

» La plantacion de Moringa en Ciencias Agricolas Facultad de UTMACH debe ser
sostenible desarrollado y mejorado para el cultivo masivo y la provision continua de
todas las materias primas (Moringa) necesarios para el desarrollo de productos

nutracéuticos, alimentos funcionales y bebidas en el futuro.

> Realizacion frecuente de talleres a los profesores, sobre redaccion y critica de articulos

cientificos y desarrollo de proyectos de investigacion.

- Realizacion de talleres dirigidos a estudiantes del ultimo ano de la carrera de
Bioquimica y Farmacia, e Ingenieria de Alimentos, sobre la redaccion de Proyectos
de Titulacién y Disefio Experimental de sus tesis de grado, y estimular a los

egresados para que terminen sus Trabajos de Titulacion.

- Asignar horas de investigacién a todos los docentes en su horario semanal, ya que
la falta de horas asignadas a la investigacion no les permite dedicarle tiempo

necesario a su investigacion.

- Fomentar los convenios de cooperacion interinstitucionales.

LIMITACIONES

El proyecto desarrollado en la UTMAH que estd en su término, tiene continuidad, en
procesos de estudio de estabilidad, produccion y legalizacion para la comercializacion del
producto desarrollado, y aportar a la soluciébn con problemas de salud, como es la
desnutricién y diabetes, y dar cumplimiento al Objetivo 3. “Mejorar la calidad de vida de

la poblacion” del Plan Nacional del Buen vivir, pero se ve afectado porque ésta universidad
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en la actualidad estd suspendida la vinculacion de los Becarios dentro del marco de
Proyecto Prometeo de la SENESCYT.

Los docentes tienen asignado muy pocas horas de Investigacion en su programacion

mensual, por lo que no pueden dedicarle el tiempo necesario para llevar a cabo un proyecto.
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