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Aquel que obtiene una victoria sobre otro hombre es fuerte, pero

quien obtiene una victoria sobre si mismo es poderoso.
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l.- INTRODUCCION

Noni es el nombre comuUn de Morinda citrifolia L., es un arbusto de 3 a 10 m de altura, con
abundantes hojas anchas elipticas. Sus flores aromaticas estan dispuestas en cabezuelas
globosas, su fruto es oval, presenta un color que varia entre verde y amarillo, con
tonalidad blanquecina. Presenta una céscara cubierta de pequefias protuberancias, cada
una de las cuales contiene una semilla. Pertenece a la familia Rubiaceae, es originaria de
la Polinesia, Malasia, Australia, India y el Sudeste de Asia, pero hoy en dia crece en casi
todas las regiones del mundo. Posee un amplio rango de propiedades medicinales el cual
es originado de las diferentes partes de la planta. Entre estas se pueden mencionar que
el fruto y las hojas ejercen actividad antibacterianas, la raiz elimina las infecciones
pulmonares y hemorroides. Ademas es Util particularmente por su habilidad para tratar
dolores e inflamaciones de la piel. Muchas personas toman extractos de la fruta para
tratar la hipertension, dolores menstruales, artritis, Ulceras gastricas y diabetes, entre

otras afecciones. (Ulloa et al., 2012; Heinecke RM ,1985).

En las Ultimas décadas, la multiresistencia bacteriana a los antibiéticos, ha adquirido tal
importancia que la Organizacion Mundial de Salud (OMS) ha identificado este problema
como la quinta amenaza para la salud humana. (Rise LB, 2009). La importancia de la
multiresistencia radica en que provoca un claro aumento de la morbi-mortalidad de los
pacientes tanto en el ambito hospitalario como ambulatorio y la repercusién en los costos
sanitarios siendo esto un problema afadido para la salud publica (Aloush,V. et al .,2006 ;

Boucher et al.).



El Instituto Nacional de salud (INS) comparte la creciente preocupacién de la comunidad
médica y cientifica con respecto al desarrollo de la resistencia antimicrobiana, por ello
desde el afio 1997 inici6 la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos, inicialmente esta
vigilancia fue exclusiva para las bacterias relacionadas a la enfermedad diarreica aguda.
Sin embargo a partir del 2002 se incorporo la vigilancia de la resistencia para las bacterias
de origen hospitalario. (Laboratorio de infecciones Intrahospitalarias, Centro Nacional

de Salud Publica (CNSP) — INS. 2012).

Es amplia la lista de microorganismos de origen intrahospitalario que poseen resistencia a
los diferentes antibiéticos, entre estos podemos encontrar a Pseudomonas aeruginosa;
Que es uno de los principales patégenos oportunistas de individuos immunodeficientes e
inmunodeprimidos (Kenneth Todar., 2016). El perfil de resistencia de Pseudomonas
aeruginosa en pacientes hospitalizados es bastante preocupante, pues estudios revelan
que la resistencia de esta bacteria es alta, siendo sensible en un 30% a los antibiéticos

convencionales. ( Enlacenacional, 2016).

Otro de los microorganismos de origen intrahospitalario es Staphylococcus aureus el cual
se ha vuelto resistente a antibioticos como a la eritromicina con un 80%, la clindamicina
con un 75% asi como también a la oxacilina con un 84%, sin embargo los niveles de
resistencia mas elevados son para penicilina con un 99%.(J. Alarco, 2014). Hoy en dia,
una nueva cepa ha desarrollado resistencia a la vancomicina, unos de los pocos

antibiéticos que todavia eran capaces de controlar esta bacteria.


https://es.wikipedia.org/wiki/Inmunodeficiencia
http://www.enlacenacional.com/

Frente al desarrollo de microorganismos multiresistentes a los antibioticos, existen
alternativas en la medicina natural, recurriendo a una gran diversidad de plantas como es
el caso de M. citrifolia L “Noni”; segun las referencias, presenta propiedades
antibacterianas. Por este motivo se ha creido conveniente realizar este estudio, que tiene
como objetivo principal Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de M. citrifolia L “Noni”, frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus y como objetivos especificos: Evaluar el efecto antibacteriano, in
vitro del extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”, a concentraciones de 400 mg/ml, 500
mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/l y 900mg/ml. frente a cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus y Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
del extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni” sobre cepas de Pseudomona aeruginosa y

Staphylococcus aureus segin el método de Macrodilucion en tubo.



[I.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Aproximadamente 160 compuestos fitoquimicos se han identificado en la planta de
M. citrifolia L “Noni”, de los cuales los principales son compuestos fendlicos, acidos
organicos y alcaloides. Entre los compuestos fendlicos mas importantes estan las
antraquinonas, acubina, &cido asperulésido y escopoletina; los principales acidos
organicos son el caproico y caprilico mientras que el principal alcaloide reportado es la
xeronina. La composicion quimica varia dependiendo de la parte de la planta que se
analice. La composicion fisicoquimica completa del fruto alin no esta disponible y sélo se
cuenta con informacién parcial del jugo de Noni. La fruta contiene 90% de agua y los
componentes mayoritarios de la materia seca son solidos solubles, fibra dietética y
proteinas. El contenido proteinico de la fruta es de 11.3% de la materia seca del jugo y los
principales aminoacidos son el acido aspartico, el acido glutamico y la isoleucina. El
contenido de minerales es de 8.4% de la materia seca y los mas importantes son potasio,
azufre, calcio y fosforo, ademas de trazas de selenio. Por otra parte, de los compuestos
fendlicos con propiedades funcionales identificados en el jugo de Noni destacan:
damnacantal, escopoletina, morindona, alizarina, acubina, nor-damnacantal, rubiadina.

(Ulloa et al., 2012).

En la Universidad Nacional Mayor De San Marcos, Se realiz6 un estudio de los
factores de riesgo asociados a la presencia de Pseudomonas aeruginosa multirresistente
en pacientes hospitalizados del Hospital Edgardo Rebagliatl Martins. En 28 pacientes con
bacteremia por P. aeruginosas, de los cuales 21 pacientes tenian SIDA, se obtuvo que al
menos 65% de los pacientes habian recibido terapia antibidtica un mes antes de la
presentacion de la bacteremia, siendo las vias de infecciones mas frecuentes pulmonar,
sanguinea y tracto respiratorio alto. (L6pez, 2002).
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Estudios realizados en la Universidad de Pamplona (Colombia), evaluaron de
manera in vitro el efecto bactericida de extractos acuosos de laurel, clavo, canela y tornillo
sobre cinco cepas bacterianas patdgenas de origen alimentario. Las cepas elegidas
fueron de Escherichia coli, Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Bacillus cereus. El extracto de canela mostr6 un amplio espectro de accion, al
detener el crecimiento de todas las bacterias ensayadas. Los demas extractos,
demostraron accién inhibitoria contra algunas de las cepas bacterianas. En este estudio,
también se observo, la diferencia en la sensibilidad frente a los extractos, entre las cepas

Gram negativas y las Gram positivas. (Arias, et al., 2006).

Por otro lado en la facultad de farmacia y bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos se determind la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos
metandlico, etandlico e hidroalcohdlicos de cuatro plantas del nor-oriente Peruano:
Cassia reticulada, Llex guayusa Loes, Piper lineatum, y Terminalia catappa. La actividad
antimicrobiana se evalué mediante el método de difusidon en agar. Los microorganismos
utilizados fueron las bacterias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Escherichia coli; y los hongos Candida
albicans, Aspergillus niger y Microsporum canis. De doce extractos investigados, ocho
(67%) presentaron actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis y uno (8%) frente a Escherichia coli. De doce extractos
investigados, diez (83%) presentaron actividad significativa frente a Candida albicans, y

seis (50%) contra Microsporum canis. (Ruiz, et al., 2009).



En la universidad de Trujillo se evalué el efecto inhibitorio in vitro Myrciaria dubia
“camu-camu” contra Staphylococcus aureus y Candida albicans. Se preparé el extracto
etandlico de la cascara de Myrciaria dubia en cuatro concentraciones: 25%(250 mg/ml),
50%(500 mg/ml), 75%(750mg/ml) y 100%(1000mg/ml). Se utiliz6 el método de Kirby
Bauer (difusion en disco) y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).
Se determiné que existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto
antimicrobiano de las diferentes concentraciones de extracto etandlico de M.dubia tanto
sobre el crecimiento de S. aureus como en el de C. albicans (P<0.05). Tanto S. aureus
como C. albicans fueron sensibles a las cuatro concentraciones del extracto etandlico, al
comparar los halos de inhibicion segun la escala de Duraffourd. La CMI para S.aureus fue
del 75% (750mg/ml) y para C. albicans la concentracién que tuvo efecto inhibitorio fue la

del 100%(1000 mg/ml). (Carranza, C. 2013).

Se ha reportado que M. citrifolia L “Noni” tiene una gran historia de uso en la
medicina tradicional en Polinesia para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Un
amplio estudio sugiere que el extracto acuoso de M. citrifolia L “Noni” contiene
sustancias farmacologicamente activas con propiedades antibacterianas. Existen
evidencias de que el Noni inhibe el crecimiento de ciertas bacterias como
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Escherichia coli, Salmonella y Shigella. Se
estima que el efecto antimicrobiano puede ser debido a ciertos compuestos fendlicos
como la acubina, alizarina, escopoletina y otras antraquinonas. Los extractos del fruto
maduro mostraron actividad antibacteriana moderada contra Pseudomona aeruginosa,
Streptococcus pyogenes, E. coli, Salmonella typhosa, Salmonella montevideo,
Salmonella schottmuelleri y Shigella paradys. (Locher, 1995. Citado por Rodriguez.et

al.; Leach, 1988; Atkinson, 1956; Bushnell, 1950.).



En la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, se hizo un estudio para
determinar actividad antibacteriana in vitro del fruto de Morinda citrifolia L “Noni” y la
planta entera de Notholaena nivea (Poiret) desv, frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. Los métodos utilizados para el presente
trabajo de investigacion fueron ensayo de Kirby Bauer y determinacion de CMI
(concentracion minima inhibitoria). Los resultados de disco difusion para el exudado
liofilizado del fruto de M. citrifolia L “Noni”, fueron: inactivas frente a Enterococcus
faecalis; en todas las concentraciones ensayadas; frente a Escherichia coli demostr6
inactividad a concentraciones de 100 a 800 mg/ml, poca actividad a concentracion
de 900 mg/ml; en tanto frente a Staphylococcus aureus también demostré ser
inactiva a concentraciones de 100 a 800 mg/mly poco activa a concentracion de 900
mg/ml. La concentracion minima inhibitoria fue de 512 mg/ml frente a Enterococcus
faecalis, también fue de 512 mg/ml frente a Escherichia coli, y, 128 mg/ml frente a

Staphylococcus aureus. (Rodriguez, et al., 2014).

En la Universidad Nacional Federico Villarreal se ha demostrado el efecto
histopatolégico de la Morinda citrifolia L “Noni” en alveolos post exodoncia de ratas
albinas. Se trabaj6 con 24 ratas albinas de raza Holtman machos a los que aleatoriamente
se divididé en dos grupos: 12 del grupo control y 12 del grupo con Noni. Extrajo un diente
superior e inferior a cada una de las ratas y se aplicd directamente en el alveolo 3 gotas
de 0,2ml cada una, conteniendo el extracto de M. citrifolia L “Noni”, tres veces al dia en
intervalos de 6 horas en el grupo experimental. Se obtuvieron 4 muestras del grupo
control y 4 muestras del grupo con Noni a las 24 horas, 3 dias y 7 dias. Se concluyé que
el extracto de la Morinda citrifolia “Noni “favorece la cicatrizacién post-exodoncia de
alvéolos de ratas albinas a través de la formacién de mas componentes del tejido de

granulacion. (Chahua, 2010).



lll.- MATERIALES Y METODOS

1.1. MATERIAL BIOLOGICO:

< Material Botanico: Frutos de M. citrifolia L “Noni”, estos frutos fueron adquiridos
del mercado Moshoqueque-Chiclayo, Provincia de Chiclayo, Departamento de

Lambayeque.

X3

%

Material Biologico: Cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
donadas por el area de Microbiologia del Hospital Provincial Docente Belén y por
el Laboratorio de Microbiologia Humana de la Universidad Nacional Pedro Ruiz

Gallo de Lambayeque.

1.2. METODOS Y TECNICAS

1. Poblaciéon y muestra de estudio

+» Poblacion: Cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
provenientes del area de Microbiologia del Hospital Provincial Docente Belén y
del cepario del Laboratorio de Microbiologia Humana de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo de Lambayeque.

% Muestra: Se trabajé con tres cepas de Pseudomonas aeruginosa y tres
cepas de Staphylococcus aureus las que fueron enfrentadas a seis
concentraciones del extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”, realizandose
tres repeticiones por microorganismo. Se utiliz6 como control negativo

solucién salina fisiolégica esterilizada.



2. Procedimientos:

2.1

Identificacion de las cepas de Pseudomonas aeruginosay
Staphylococcus aureus.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus fueron
identificadas segun el Manual de Procedimientos Bacteriolégicos en

Infecciones Intrahospitalarias del instituto nacional de salud.

2.2. Actividad antibacteriana in vitro del extracto etano6lico de Morinda citrifolia

L. “Noni” sobre cepas de Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus.

2.2.1. Tratamiento del fruto y obtencion del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni”. (Raulich y De la Cruz 2008)

Se selecciono los frutos aleatoriamente.

Se desinfecto con hipoclorito de sodio 5%, durante 6 minutos removiéndose el
desinfectante con tres enjuagues con agua destilada esterilizada,
permaneciendo en agua durante un minuto por enjuague.

Se limpié finalmente con un algodén embebido con alcohol de 70°.

Se pesd 2kg de Noni, los cuales se trozaron en porciones pequefas y
colocadas en capsulas de porcelana luego se llevd a estufa a 60°C por un
promedio de 5 dias. para su deshidratacion

Una vez deshidratadas se procedidé a triturar, y procedié a colocarlas en un

frasco de vidrio de aproximadamente 1000ml de capacidad.



Posteriormente al producto triturado se le agregé etanol al 96°, en proporcion
1:2 respectivamente, para su posterior maceracion durante 7 dias en constante
movimientos rotatorios, guardadas sin contacto con luz solar.

Pasados los 7 dias se procedio al filtrado, esto se llevé a cabo con papel filtro
Whatman N° 1.

El filtrado se deposité en una capsula de porcelana, la cual se colocé a estufa
de 37°C, esto se hizo para que el etanol de 96° se evapore, de esta manera
guedo solo el extracto seco.

Finalmente se procedi6 a pesar el extracto etandlico.
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Figura N° 1: Diagrama de la obtencion del extracto etanolico de Morinda Citrifolia. L

“Noni”
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2.2.2 Preparacién de las concentraciones del extracto etanélico de Morinda

citrifolia L. “Noni”.

Se us6 25 g de extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”, al cual se le agregé
25 ml de alcohol al 40° (proporcion de 1:1) y asi se obtuvo una solucién madre
con una concentracién de 1000 mg/ml.

Partiendo de la solucion madre se procedid a realizar las respectivas
disoluciones para obtener concentraciones de 400 mg/ml, 500 mg/ml, 600
mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/ml y 900mg/ml. Tomando un volumen de la solucion

stock y empleando solucion salina fisiologica estéril. (Ver tabla N21).

Tabla N°1: Concentraciones del extracto acuoso de Morinda citrifolia L. “Noni”

obtenidas a partir de la solucién madre.

Extracto acuoso Solucion salina Concentraciones
fisioldgica estéril (ml)

(ml) (mg/ml)
4.0 6.0 400
5.0 5.0 500
6.0 4.0 600
7.0 3.0 700
8.0 2.0 800
9.0 1.0 900
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Figura N°2: Diferentes concentraciones del extracto acuoso de Morinda citrifolia

L. “Noni”. Obtenidas a partir de la solucién madre.

2.2.3. Preparacion de los discos de susceptibilidad

o

Para la preparacion de los discos de sensibilidad se utilizd papel filtro
Whatman N°1 del cual se obtuvo discos de 5mm de didmetro con ayuda de
un perforador.

Los discos se colocaron dentro de un frasco de vidrio para su esterilizacion
en autoclave (15 Lb. de presion a 121 °C por 15 minutos).

Se dejo secar en horno a 80 °C por 24 horas.

Posteriormente en los discos se colocaron 20 uL de cada una de las
concentraciones del extracto acuoso de M. citrifolia L “Noni”, y se dejo en
reposo por 5 minutos para luego realizar la prueba de susceptibilidad.

Se tuvo como control negativo solucion salina fisiolégica esterilizada.
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2.2.4. Prueba de susceptibilidad bacteriana segun el método modificado

de difusion de Kirby Buer.

o En placas de Petri previamente esterilizadas se sirvieron 10 ml de Agar
Mueller Hinton.

o Se dej6 solidificar y se le realizd el control de esterilizacion llevandolas a
incubacién a 37°C por 24 horas.

o Con el hisopo esterilizado se tomé el inoculo estandarizado, eliminando el
exceso por rotacion firme contra la pared interna del tubo, luego se sembré
superficialmente por estrias en tres direcciones diferentes, con el fin de
cubrir toda la superficie del agar y se dejé secar durante cinco minutos.

o Se colocaron los discos conteniendo 20 uL de extracto acuoso de M.
citrifolia L “Noni”, que tengan las diferentes concentraciones descritas
anteriormente y ademas el disco de control con 20 pyL de solucién salina
fisiologica esterilizada, en las placas de Petri servidas anteriormente.

o Posteriormente se llevaron las placas a incubacion a 37°C por 24 horas.

o Trascurrido el tiempo se midieron los diametros de las zonas de inhibicién

completa (incluyendo el diametro del disco), usando una regla o calibrador.
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2.3. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria. Método de Macrodilucién

en Tubo seguin Norma Técnica Peruana n°30 del INS.

En cuanto a la poblacién bacteriana, las cepas se sembraron e incubaron en agar
Muller Hinton por un tiempo de 24 horas y a una temperatura de 37°C, luego se
procedid a la cosecha; se comparé con el tubo nimero 0.5 del nefelometro de Mc
Farland que indica una densidad poblacional de 1.5 x 108 bacterias/ml. Una vez
ajustado el inéculo y dentro de los 15 minutos de preparado la misma, se diluy6é en
caldo para lograr una dilucién de 1/100(inoculo de trabajo= 1x10°UFC/ml).

» Colocamos 0.5ml de Caldo Muller Hinton desde el tubo N°2 al N°12.

» Colocamos 0.5ml de solucidon del extracto etandlico al tubo N°1 y N°2.
Mezclamos el tubo N°2 y transferimos 0.5ml del tubo N°2 al tubo N°3.
Mezclamos el tubo N°3 y transferimos 0.5 ml de este tubo al tubo N°4.
Continuamos con el mismo procedimiento hasta el tubo N°10.

Descartamos 0.5ml de la dilucion del tubo N°10.
Colocamos 0.5ml del in6culo desde el tubo N°1 al N°11.
El tubo N°11es el control del inoculo y el N°12 el control de esterilidad.

Incubamos a 35°C, en un tiempo de 16 — 20 horas.

vV Vv VvV VYV V V VY

El punto final se define a simple vista por la falta de turbidez del medio, para ello

se comparé cada tubo con el tubo control de crecimiento.
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2.4. Disefio experimental y analisis de datos.

Se aplicé el disefio experimental de estimulo creciente (Goode y Hatt, 1996). Los
grupos experimentales son las cepas bacterianas Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, cada una por triplicado, a las cuales se les aplico como estudio los extractos

etandlicos de M. citrifolia L “Noni”, a diferentes concentraciones.

Para el andlisis estadistico de los datos se aplico el analisis de varianza (ANAVA), con
arreglo factorial 6x6x3, en el cual: 6 correspondieron a las diferentes concentraciones del
extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”, tres cepas fueron el numero de cultivos puros
de Pseudomonas aeruginosa y tres cepas de cultivos puros de Staphylococcus aureus, en
total fueron seis el nimero de cepas utlizadas, y por dltimo, tres el numero de
repeticiones. Este andlisis se complementé con la prueba de Tukey con un nivel de
significancia de 0.05 para la actividad antimicrobiana del extracto etandlico, la
concentracion y las cepas bacterianas que se probé. Se utilizé el software estadistico:

Estadistica version 6.0 y Ms Excel 2010.

16



17



G.

Figura 3: Obtencion del extracto etandélico de Morinda citrifolia L. “Noni”. A) Limpieza; B)
Picado; C) Deshidratacion; D) Maceracion; E) Filtracion; F) Evaporacion; E)

Extracto.
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IV.- RESULTADOS.

4.1. Del efecto antibacteriano del extracto etanélico de Morinda citrifolia L. “Noni”

frente a cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Los resultados obtenidos en el desarrollo experimental del presente trabajo demostraron
gue el crecimiento de las cepas de Staphylococcus aureus fueron inhibidos por el extracto
etandlico de M. citrifolia L “Noni”.

Considerando la concentracién inicial (1.5x102 UFC/ml) de Staphylococcus aureus
expuestos a la accion del extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”, se observé que hubo
mayor halo de inhibicién del crecimiento conforme se incrementaban las concentraciones
del principio activo (400 mg/ml, 500 mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/ml y 900
mg/ml), siendo la concentracion de 900 mg/ml la que mostro mayor halo de inhibicion
(16.22 mm). En la especie de Pseudomonas aeruginosa no presenté sensibilidad al

extracto etanolico de M. citrifolia L “Noni”.
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Tabla N°2: Promedio del halo de inhibicibn (mm) de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa por el efecto del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni”

Concentracion del Extracto Halos de inhibicién por especies
(mg/ml) Staphylococcus ~ Pseudomonas

aureus aeruginosa

400 6.11 No presento

500 8.00 No presento

600 9.88 No presento

700 11.22 No presento

800 13.11 No presento

900 16.22 No presento
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Figura N°4: Promedio del halo de inhibicibon (mm) de Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa por el efecto del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni”
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Figura N°5: Halos de inhibicion (mm) de Staphylococcus aureus por el efecto del extracto

etanolico de Morinda citrifolia L. “Noni”
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Figura N°6: Resistencia de Pseudomonas aeruginosa frente al efecto del extracto

etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni”

23



En el andlisis de varianza (ANAVA) (Tabla N°3) se dedujo que existe diferencias
estadisticas entre los promedios de los halos de inhibicion (mm) obtenidos segun cepas y
concentraciones e interacciones ente ambas. Estos resultados permiten observar que el
efecto inhibitorio de extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni” es independiente del tipo de
especie, pues ellas muestran diferente sensibilidad al extracto etandlico, asi mismo la

concentracion del extracto interfiere en la actividad antibacteriana.

Tabla N°3: Andlisis de varianza de los promedio de los halos de inhibicién para las cepas
de Staphylococcus aureus concentracion del producto e interaccién de los

factores del extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni”.

Hipotesis:
Cepas:
Ho = No existen diferencia significativa

Ha = Si existen diferencia significativa

Concentracion:

Ho = No existen diferencia significativa

Ha = Si existen diferencia significativa
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Interaccion:
Ho = No existen diferencia significativa

Ha = Si existen diferencia significativa

FV SC GL CM F p
CcC 590.093 5 118.019 40.335 0.000000
CEPA 122.259 2 61.130 20.892 0.000001
CC x CEPA 140.185 10 14.019 4.791 0.000222
Error 105.333 36 2.926

FV = Fuente de variacion

SC = Suma de cuadrados

P= Probabilidad

25

GL= Grado de libertad

CM = Cuadrados medios



Estadisticamente se demostrd, a través de la prueba de Tukey que los promedios de
halos de inhibicién de Staphylococcus aureus expuestas a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”. (400 mg/ml, 500 mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml,
800 mg/ml y 900 mg/ml) aumentaba a medida que se incrementaban las concentraciones
(figura N°6) asi la concentracién de 400 mg/ml se observo un halo de inhibicién de 6,111
mm mientras la concentracion de 900 mg/ml se obtuvo un halo de inhibicion de 16,222

mm

Tabla N°4: Prueba de significancia de Tukey (0,05) para Staphylococcus aureus en

relaciéon a las concentraciones del extracto etandlico de Morinda citrifolia L.

“Noni”
Concentracion Tamafio del Significancia
Halo (mm)
400 6.11111 A
500 8.00000 A B
600 9.88889 B C
700 11.22222 C D
800 13.11111 D
900 16.22222 E

Letras diferentes = diferencia significativa
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CC; LS Means
Current effect: F(5, 36)=40.335, p=_00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura N°7: Promedio de los halos de inhibicién (mm) de las concentraciones (400 mg/ml,
500 mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/ml y 900 mg/ml) en el efecto del

extracto etanodlico de Morinda citrifolia L. “Noni”.
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Como se observa en la tabla N°5 al realizar la prueba de Tukey para los promedios de
halos de inhibicibn de las cepas de Staphylococcus aureus obtenidos después de la
prueba de sensibilidad bacteriana al extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”. “Noni”

demostré que la cepa 3 es independiente.

Tabla N°5: Prueba de significancia de Tukey (0,05) de Staphylococcus aureus en el

efecto del extracto etanoélico de Morinda citrifolia L. “Noni”

CEPA Tamario del Halo Significancia
(mm)
Staphylococcus 9.16667 A
aureus 2
Staphylococcus 10.33333 A
aureus 1
Staphylococcus 12.77778 B
aureus 3

Letras diferentes diferencia significativa

Letras iguales no hay diferencia significativa
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CEPA; LS Means
Current effect: F(2, 36)=20.892, p=.00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denaote 0.95 confidence intervals
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Figura N°8: Promedio de los halos de inhibicién (mm) de las cepas de Staphylococcus

aureus en el efecto del extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni”.
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4.2. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni” sobre cepas bacterianas de

Staphylococcus aureus.

En esta tabla, se demuestra que la concentraciéon minima inhibitoria se observé en el
tubo de ensayo C4 con la concentracion 50 mg/ml, esto se evidencia al no observar
turbidez (crecimiento bacteriano) desde el tubo de ensayo Cl de mayor
concentracién hasta el tubo de ensayo C4, por la actividad del extracto etandlico de M.
citrifolia L “ Noni”. Desde el tubo de ensayo C5 (25 mg/ml) hasta el tubo de ensayo C10

(0,78 mg/ml) si se observa turbidez.

Tabla N°6: Concentracion Minima Inhibitorio (CMI), del extracto etanédlico de Morinda

citrifolia L. “Noni” frente a cepas de Staphylococcus aureus Cepa — 01

CONCENTRACION

N° DILUCION RESULTADO OBSERVACION
EXTRACTO
Cl 400 mg/ml
C2 200 mg/ml
C3 100 mg/m SIN TURBIDEZ
C4 50 mg/ml CMI
C5 25mg/ml
C6 12.5 mg/ml
C7 6.25 mg/ml
C8 3.13 mg/ml TURBIDEZ
C9 1,56mg/ml
C10 0,78mg/ml
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Figura N°9: Concentracién Minima Inhibitorio (CMI), del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni” frente a cepas de Staphylococcus aureus Cepa 01.
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En esta tabla, se demuestra que la concentracion minima inhibitoria se observé en el
tubo de ensayo C3 con la concentracion 100 mg/ml, esto se evidencia al no observar
turbidez (crecimiento bacteriano) desde el tubo de ensayo 1 de mayor concentracion
hasta el tubo de ensayo C3, por la actividad del extracto etandlico de M. citrifolia L
“Noni”. Desde el tubo de ensayo C4 (50 mg/ml) hasta el tubo de ensayo C10 (0,78 mg/ml)

si se observa turbidez.

TablaN°7: Concentraciébn Minima Inhibitorio (CMI), del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni” frente a cepas de Staphylococcus aureus Cepa- 02

CONCENTRACION

N° DILUCION RESULTADO OBSERVACION
EXTRACTO
C1 400 mg/ml
C2 200 mg/ml
c3 100 mg/ml cMI SIN TURBIDEZ
c4 50 mg/mi
C5 25mg/ml
C6 12.5 mg/ml
C7 6.25 mg/ml
Cc8 3.13 mg/ml TURBIDEZ
C9 1,56mg/ml
C10 0,78mg/ml

Figura N°10: Concentracion Minima Inhibitorio (CMI), del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni” frente a cepas de Staphylococcus aureus Cepa- 02
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En esta tabla, se demuestra que la concentracibn minima inhibitoria se observd en el
tubo de ensayo C5 con la concentracion 25 mg/ml, esto se evidencia al no observar
turbidez (crecimiento bacteriano) desde el tubo de ensayo Cl de mayor
concentracion hasta el tubo de ensayo C5, por la actividad del extracto etandlico de M.
citrifolia L “Noni”. Desde el tubo de ensayo C6 (12.5 mg/ml) hasta el tubo de ensayo C10
(0,78 mg/ml) si se observa turbidez

Tabla N°8: Concentracién Minima Inhibitorio (CMI), del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni” frente a cepas de Staphylococcus aureus Cepa-03.

CONCENTRACION

N° DILUCION RESULTADO OBSERVACION
EXTRACTO
Cl 400 mg/ml
c2 200 mg/ml
C3 100 mg/ml SIN TURBIDEZ
Cc4 50 mg/ml
C5 25mg/ml CMI
c6 12.5 mg/ml
Cr7 6.25 mg/ml
c8 3.13 mg/ml TURBIDEZ
C9 1,56mg/ml
C10 0,78mg/ml

Figura N°11: Concentracion Minima Inhibitorio (CMI), del extracto etandlico de Morinda

citrifolia L. “Noni” frente a cepas de Staphylococcus aureus Cepa 03.
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En el presente grafico se observa la comparacion de los crecimiento minimo
inhibitorios de las cepas utilizadas (c1, c2 y c3); resultando la cepa c2 la mas

resistente con un CMI de 100 mg/ml, mientras que la cepa mas sensible fue la cepa c3

con un CMI de 25mg/ml.

Figura N°12: Comparacién de la concentracion inhibitoria minima (CMI) del extracto

etanolico de Morinda citrifolia L. “Noni” frente Staphylococcus aureus.
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V.- DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion acerca del estudio de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni” sobre cepas de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa; se obtuvieron los siguientes

resultados.

El extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni” presento actividad antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus con un promedio de halo de inhibicion de 10.76 mm; Sin
embargo no presenté actividad antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa. Estos
resultados permiten afirmar que el extracto etandlico de M. citrifolia L “Noni”, tiene
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, y por el contrario no presenta
actividad antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa, concordando con los estudios
realizados por Rodriguez y Zevallos en el 2014; quienes llevaron a cabo una investigacion
donde comprobaron el efecto inhibitorio del extracto acuoso liofilizado de “Noni” sobre
Staphylococcus aureus. Siendo sensible, con un promedio de halo de inhibicién de 7.3
mm a una concentracion de 900 mg/ml; asimismo, Borroto J. en el 2011, realizo un
estudio donde comprobd la actividad antibacteriana del extracto diclorometanico de
Morinda royoc L. sobre bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus resistente

a oxacillina, Staphylococcus aureus ATCC 12598 y Enterococcus faecalis.

Por otro lado el extracto diclorometanico de Morinda royoc L no fue activo frente a

cepas de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii y Klebsiella pneumoniae, lo

cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio.
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El efecto de las plantas medicinales se debe los metabolitos secundarios
denominados principios activos; estos son compuestos quimicos cuyas moléculas
atraviesan las membranas por transporte pasivo siguiendo pardmetros como; el grado de
liposolubilidad lo que le permite a las moléculas disolverse en las porciones lipidicas de la
membrana celular, facilitandole en ingreso al medio intracelular, el gradiente de
concentracion facilita el paso de molecular de una zona de mayor concentracion a una de
menor concentracion, también la influencia del pH como en la mayoria de drogas son
acidos o bases débiles tanto de forma ionizada como no ionizada, la porcién no ionizada
es comunmente liposoluble por lo que atraviesa la membrana citoplasmatica por difusion
pasiva, mientras que la fraccion ionizada debido a su escasa solubilidad no pueden

atravesar las membranas citoplasmaticas. (Valsecia, 1999).

La diferencia entre los promedios de los halos de inhibicion obtenidos en los
estudios de Rodriguez, y lo realizado en el presente trabajo, se deberia a la naturaleza del
solvente, puesto que en este estudio se utilizo etanol, el cual debido a su polaridad tiene
la capacidad de arrastrar una mayor cantidad de los metabolitos secundarios de M.
citrifolia L “Noni”, incrementando la concentracion del principio activo; a su vez genera un
mayor efecto antibacteriano, la cual es evidenciada por la formacién de un halo de

inhibiciébn de mayor diametro.

Entre los principales metabolitos secundarios que presenta el fruto de M. citrifolia L
“Noni” , se encuentran los compuestos fendlicos, los cuales son potentes bactericidas
(incluyendo las micobacterias), fungicidas y capaces de inactivar los virus lipofilicos. Sin
embargo no son Utiles para eliminar las esporas. Los compuestos fendlicos, actian

rompiendo las paredes y membranas celulares de las bacterias; precipitando las proteinas
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y desnaturalizdndolas; también inactivan enzimas como oxidasas y deshidrogenasas de

la membrana. (Universidad pontificia javeriana, Bogot4).

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de M. citrifolia L. “Noni” sobre
Staphylococcus aureus, se debe a que carece de membrana externa, teniendo como
Unica barrera el peptidoglucano el cual no impide la entrada de moléculas de mediano
peso molecular como es el caso de terpenos y fenoles, componentes mayoritarios del
fruto de M. citrifolia L.(Noni). Por el contrario las bacterias Gram negativas
estructuralmente presentan una pared celular formada por una delgada capa de
peptidoglucano seguido de una compleja membrana externa. Aparte de ello en el caso
especifico de Pseudomonas aeruginosa, posee en su membrana externa proteinas de
trasporte (porinas) muy pequefias las cuales impiden el paso de moléculas de mayor peso

molecular (Cabrera, et al., 2007).

En el andlisis de varianza (ANAVA) se demuestra que existe diferencia significativa
entre los promedios de los halos de inhibicibn (mm), cepas, concentraciones e
interacciones entre ambas. Por lo tanto se observa que la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de M. citrifolia L. “Noni”, es independiente a la cepa, pues presentan

diferente sensibilidad.

En la actividad antibacteriana del extracto etanélico de Morinda citrifolia L Noni , de
acuerdo a la prueba de Tukey de las concentraciones utilizadas (400 mg/ml, 500 mg/ml,
600 mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/ml y 900 mg/ml), las de 800 mg/ml y 900 mg/ml fueron las
mas efectivas en la inhibicion de los microorganismos , en los que se produjo un promedio
de halo de inhibicion de 13,11 y 16,22mm respectivamente, mientras que con las

concentraciones de 400 mg/ml y 500 mg/ml el efecto fue menor (6,11 y 8mm ). Con
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referencia a las cepas; la cepa numero 2 es la mas resistente, mientras que la cepa
nimero 3 es la mas sensible, esto es debido a los cuadros infecciosos de donde
procedieron y a la terapia antibacteriana a la que pudieron haber sido expuestas.

Con respecto al CMI de Morinda citrifolia L "Noni" sobre las diferentes cepas de
Staphylococcus aureus, se obtuvo un promedio de 58.33 mg/ml estos resultados no
concuerdan con los estudios de Rodriguez quien obtuvo una concentracibn minima
inhibitoria de 128mg/ml. Esto es debido a que Rodriguez utilizo cepas ATCC
(estandarizadas) mientras que en este estudio se uso cepas aisladas de pacientes con

infecciones hospitalarias.
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VI.- CONCLUSIONES

v'El extracto etandlico de Morinda citrifolia “Noni” presenté actividad antibacteriana
frente a cepas de Staphylococcus aureus y no presentd actividad antibacteriana

frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa.

v' La concentracién de 900mg/ml fue la mas efectiva, mientras que la concentracién

de 400 mg/ml fue la menos efectiva.

v El promedio de la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 58,3mg/ml.
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Vi RECOMENDACIONES

v' Se recomienda realizar ensayos de actividad antibacteriana usando los aceites
esenciales del fruto, hojas, tallo y raiz de la especie de Morinda citrifolia. Asimismo

usar otras especies de cepas bacterianas.

v' Realizar pruebas para evaluar la toxicidad del fruto, hojas, raiz y tallo de la especie

de Morinda citrifolia.

v' Realizar evaluaciones fitoquimicas de M. Citrifolia “Noni” para determinar las

moléculas que poseen efecto antibacteriano.
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VIIl.- RESUMEN

Morinda citrifolia L “Noni”, posee compuestos fendlicos (antraquinonas, acubina, &cido
asperulésido y escopoletina) que poseen actividad antibacteriana, las especies de
bacterias Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus estan presentado un alto
indice de resistencia frente a los antibiéticos y sobre todo en el ambito hospitalario

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni” sobre cepas de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. Se utiliz6 el método modificado de Kirby Bauer, para
determina la formacién de halos de inhibicion y el método de Macrodilucién en Caldo
para determinar la concentracion minima inhibitoria. Los resultados de disco difusion para
el e extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “Noni” fueron: sensible para Staphylococcus
aureus con un promedio del halo de inhibicién 16,222mm y un promedio de 58,3 mg/ml
respecto a la CMI. Mientras que Pseudomonas aeruginosa no presento sensibilidad.
Concluimos que el extracto etandlico de M. citrifolia L. “Noni” mostré actividad

antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, pero no, sobre Pseudomonas aeruginosa.
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Anexo 1

HERBARIO PEDRO RUIZ GALLO o S

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO

rﬂﬁbb,‘b
g10°

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSTANCIA

La que suscribe, hace constar que los ejemplares botanicos que estan presentando al
herbario los sefiores: Altamirano Fernandez Luis Angel y Castro Bruno Emeli Maday
pertenece a la especie Morinda Citrifolia L. de la familia Rubiaceae, las que seran

incorporadas a nuestro herbario como constancia de su identificacion.

Lambayeque, 27 de Agosto de 2016.
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Taxonomia de bacterias utilizadas

Clasificacién cientifica de Staphylococcus aureus

Reino:
Filo:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:

Especie:

Bacteria.
Firmicutes.

Bacilli.

Bacillales.
Staphylococcaceae.
Staphylococcus.

S. aureus.

Clasificacién cientifica de Pseudomonas aeruginosa

Dominio:

Filo:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:

Especie:

Bacteria.
Proteobacteria.

Gamma Proteobacteria.
Pseudomonadales.
Pseudomonadaceae.
Pseudomonas.

P. aeruginosa.
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Anexo 4
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Formula molecular
Propiedades fisicas
Densidad

Punto de fusion

Punto de ebullicion
Propiedades quimicas

Solubilidad en agua

Descripcién de la Antraquinona

O

C14Hs0O>
1.44 glcm?
284 - 286 °C (-199 °F)

379 - 381 °C (-275 °F)

No soluble
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https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

Descripcién de la Escopoletina

Formula C10HgO4

Peso mol. 192.16 g/mol

Sinonimos: Acido gelseminico
Escopoletina 6- Metilesculetina

Escopoletol

Anexo 6

La escopoletina ha mostrado actividad bacteriostatica contra varias especies de bacterias

incluyendo Escherichia coli, Streptococcus sp y klepsiella pneumoniae.
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https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
https://es.wikipedia.org/wiki/Masa_molar

Anexo 7

Biosintesis de escopoletinay escopolina

Cinamato/cumarato

/O/\/ COH 2-hidroxilasa /C(\/ COH /C(\/L
HO HO OH HO 0" o

Acido 4-cumarico Acido trans-2 4-dihidroxicinamico Umbeliferona
Escopoletina 0 HO
MeO N, glucosiltranferasa o X A
—-————— -
GlcO 0O (0] HO 0O O HO (0] (0]
Escopolina Escopoletina Esculetina
La escopoletina es una cumarina que se encuentra en la raiz de

las plantas del género Scopolia, Es biosintetizada por la via del acido shikimico, por la
ruta de los fenilpropanoides, siendo el precursor el acido 4-cumarico. La biosintesis de la

escopoletina esta relacionada con la de la umbeliferona y la esculetina.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Cumarina
https://es.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%ADz_(bot%C3%A1nica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_shik%C3%ADmico
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenilpropanoide
https://es.wikipedia.org/wiki/Umbeliferona
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Esculetina&action=edit&redlink=1

