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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Morinda citrifolia sobre
cepas de Staphylococcus aureus. Se utilizé la técnica de disco difusion para determinar el efecto inhibitorio del extracto. La
concentracién minima inhibitoria se determind mediante la técnica de macrodilucién en caldo. Se encontré que Morinda citri-
folia presenté efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus, con diametro promedio de los halos inhibitorios de 16,22 mm.
El efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Morinda citrifolia resulté ser directamente proporcional a la concentracion
del extracto, siendo variable en cada cepa evaluada.

Palabras clave: Morinda, Staphylococcus aureus, fitoterapia, antibacteriano (Fuente: DECS BIREME).

INRIBITORY EFFECT OF THE ETHANOLIC EXTRACT
OF MORINDA CITRIFOLIA (NONI) IN FRONT OF STYLE
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ABSTRACT

The objective of the investigation was to determine the in vitro inhibitory effect of the ethanolic extract of Morinda citrifolia
on Staphylococcus aureus strains. The diffusion disk technique was used to determine the inhibitory effect of the extract.
The minimum inhibitory concentration was determined using the broth macrodilution technique. Morinda citrifolia was found
to have an inhibitory effect on Staphylococcus aureus, with an average diameter of inhibitory halos of 16.22 mm. The in vitro
inhibitory effect of the ethanolic extract of Morinda citrifolia turned out to be directly proportional to the concentration of the

extract, being variable in each strain evaluated.

Keywords: Morinda, Staphylococcus aureus, phytotherapy, antibacterial (Source: DECS BIREME).

INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es un grave
problema mundial que amenaza la eficacia terapéutica,
facilitando el incremento de la morbi-mortalidad de los
pacientes tanto en el &mbito hospitalario como ambulato-
rio (1). Esto pone en riesgo la seguridad sanitaria, incre-
mentandose los costos para el tratamiento de las enfer-
medades ocasionadas por microorganismos resistentes,
teniendo en consideracion el tiempo de hospitalizacion y
los cuidados requeridos para la recuperacion de los pa-
cientes (2,3).

En la actualidad, existe un gran nimero de microorganis-
mos que han adquirido genes de resistencia a diversos
farmacos sintéticos. Entre ellos se encuentra Staphylo-
coccus aureus, una bacteria Gram positiva que ocasiona
infecciones cutaneas, mucosas, pleuropulmonares y os-
teoarticulares (4). Este patdgeno es comUn en el ambiente
hospitalario, por lo que las cepas resistentes de estafiloco-
cos constituyen un gran riesgo para la salud, haciéndose
necesario buscar nuevas alternativas que resulten econé-
micas, seguras y con pocos efectos adversos. Las plantas
que poseen principios activos terapéuticos una opcion de
gran interés para la investigacion cientifica moderna (5).
Al respecto, Peru es un pais con una gran diversidad de
especies vegetales, lograndose identificar mas de 1400
especies con propiedades medicinales, lo que evidencia
la enorme reserva de plantas con principios activos tera-
péuticos que pueden ser Utiles para el control de muchos
microorganismos patdgenos (6).

Morinda citrifolia, conocida comunmente como noni, es un
arbusto de 3 a 10 m de altura que pertenece a la familia
Rubiaceae (7). Originaria del sur este asiatico pero que
hoy en dia crece en casi todas las regiones del mundo (8).
Estudios de caracterizacion fitoquimica de las hojas de
noni, han evidenciado la presencia de compuestos feno-
licos (antraquinonas, acubina, acido asperuldsido y esco-
poletina), acidos organicos y alcaloides (xeronina) (9,10).
Cabe resaltar que M. citrifolia tiene propiedades anti-
inflamatorias, analgésicas, antibacterianas, antivirales,
antifingicas, antitumorales, antihelminticas e inmunoes-
timulantes (8,9,11), por lo que es utilizado empiricamente
para tratar el dolor y combatir infecciones que afectan la
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salud de muchas personas. Al respecto, Castillo et al. (12)
han evaluado el potencial antimicrobiano del noni fren-
te a Staphylococcus sp, Escherichia coli y Candida sp.
Por su parte, Oliva (13) ha demostrado su efecto sobre
Streptococcus mutans. También se ha reportado actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus epidermidis, Pseu-
domonas aeruginosa, Bacillus sublilis, entre otros (14,15).
Por lo expuesto anteriormente, la presente investigacion
tuvo como objetivo determinar el efecto inhibitorio in vi-
tro del extracto etandlico de frutos de M. citrifolia frente a
cepas de S. aureus, un microorganismo causante de mal-
tiples patologias y que ha adquirido resistencia a muchos
de los farmacos utilizados frecuentemente para su tra-
tamiento. Por tal motivo, se buscan terapias alternativas
para controlar su proliferacién, ademas de contribuir al
mejor estudio del M. citrifolia y de sus propiedades repor-
tadas, que fomentaron el interés por esta investigacion.

MATERIALES Y METODOS

Disefio y poblacion de estudio

El estudio fue experimental de estimulo creciente. La pobla-
cion estuvo conformada por cepas de S. aureus y la mues-
tra constituida por tres cepas de S. aureus proporcionadas
por el cepario del laboratorio de Microbiologia de la Uni-
versidad Nacional Pedro Ruiz Gallo situada en la avenida
Juan XXIIl 391, provincia de Lambayeque, departamento
de Lambayeque, Perl. Ademas, las cepas de S. aureus
fueron confirmadas microbiolégicamente antes de su uso.

Material vegetal

Las hojas y frutos de M. citrifolia (noni) fueron adquiridos
del mercado Moshoqueque, perteneciente al distrito de
Chiclayo, provincia de Chiclayo, departamento de Lam-
bayeque [ Peru. Se seleccionaron los frutos en mejores
condiciones sanitarias y se trasladaron al Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz
Gallo. Parte del material vegetal adquirido fue llevado al
Herbario Pedro Ruiz Gallo para su identificacion, caracte-
rizacion y certificacion.
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Preparacion del extracto etandlico de Morinda
citrifolia

Para la preparacion del extracto etanélico, se desinfecta-
ron previamente los frutos de noni con hipoclorito de sodio
al 5%. Se utilizaron 2 kg de noni que fueron colocados en
el horno a 60 °C durante 5 dias para su deshidratacion. El
material vegetal seco fue triturado con ayuda de un mor-
tero hasta su pulverizacion total. Se pesaron 250 g del
polvo obtenido y se colocaron en un vaso de precipitacion
esteéril conteniendo etanol al 80°, utilizado como solvente
(1:2 m/v) para su maceracion durante 7 dias en constante
movimientos rotatorios a temperatura ambiente y sin con-
tacto directo con la luz solar. Transcurrido el tiempo, se fil-
tro el producto con papel filtro Whatman N°1 (tres veces).
El extracto total se llevé a sequedad forzada en el rota-
vapor, obteniéndose asi el extracto seco de M. citrifolia.
Al extracto seco se le agreg6 etanol al 40° (1:1 m/v) con
la finalidad de obtener una solucién madre a 1000 mg/
ml. A partir de la solucién madre se realizaron diluciones
para obtener concentraciones de 400, 500, 600, 700, 800
y 900 mg/ml. Ademas, cada concentracion del extracto
fue colocada en un reciente estéril de color ambar, tapa-
do herméticamente y refrigerado hasta el momento de la
experimentacion.

Reactivacion de las cepas de Staphylococcus
aureus

Las tres cepas de S. aureus se reactivaron, cada una por
separado, en 5 ml de caldo nutritivo y se incubaron a 37
°C durante 4 a 6 horas en condiciones de aerobiosis. A
partir del cultivo puro se realizé una suspension bacte-
riana equivalente al tubo N° 0,5 del nefelémetro de Mac
Farland, siendo este el indculo empleado para la siembra.
Preparacién de medios de cultivo y discos de difusion eva-
luar el efecto antibacteriano de las diferentes concentra-
ciones del extracto alcohodlico de M. citrifolia se elaboraron
discos de sensibilidad de 6 mm de didmetro a base de
papel Whatman N° 01, los cuales se esterilizaron en au-
toclave a 121 °C durante 15 minutos (dentro de un sobre
de papel kraft). Ademas, el medio de cultivo utilizado fue el
agar Mller Hinton (Merck), el cual fue preparado siguien-
do las especificaciones del fabricante y posteriormente
fue sometido a control de esterilidad por 24 horas.

Prueba de susceptibilidad antibacteriana de Morinda
citrifolia mediante el método de difusion en disco

Los discos de difusion esterilizados previamente, fueron im-
pregnados con el extracto etandlico de frutos de M. citrifolia
a las concentraciones de 400, 500, 600, 700, 800 y 900
mg/ml y con solucién salina fisiol6gica estéril (SSFE) como
control negativo. Los discos embebidos fueron secados
a temperatura ambiente y en el interior de una cabina de
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bioseguridad Nivel Il. Posteriormente se sembré el indculo
estandarizado utilizando un hisopo estéril. Transcurridos 5
minutos se colocaron los discos impregnados con extracto
etandlico a las diferentes concentraciones evaluadas, sepa-
rados entre si por una distancia 20 mm, para evitar la super-
posicion de los halos de inhibicion. Asi, también se agregd
un disco embebido en SSFE. Seguidamente se dejaron
reposar las placas durante 15 min a temperatura ambiente
y luego se incubaron a 36 °C por 24 h en condiciones de
aerobiosis. Posterior al periodo de incubacién se midieron
los halos de inhibicién (mm) obtenidos (16).

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria mediante la técnica de macrodilucion

Para la determinacion de CMI se emple6 el indculo bacte-
riano equivalente al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland
que indica una densidad poblacional de 1,5 x 108 UFC/
ml. Seguidamente se realizaron diluciones del indculo
en agua destilada estéril hasta obtener una dilucién de
1x10%UFC/ml. Se utiliz una serie de 12 tubos de ensayo
estériles (enumerados del 1 al 12), agregandose 0,5ml de
extracto etanolico en los tubos 1y 2y, se coloco 0,5 ml de
Caldo Muller Hinton desde el tubo nimero 2 al 12. Parale-
lamente se mezcl6 el contenido del tubo N°2 y se transfirio
0,5 ml de la dilucion al tubo N° 3. Se continud el mismo
procedimiento hasta llegar al tubo N° 10, de donde se des-
cart6 0,5 de la dilucion obtenida. Enseguida se agreg6 0,5
ml del indculo bacteriano diluido desde el tubo N° 1 al N°
11. El tubo N° 11 sirvié como un control del indculo, mien-
tras que el N°12 se empled como control de esterilidad.
Una vez terminado el procedimiento se incubaron los tu-
bos a 35 °C durante 16020 horas. Finalmente se identifico
la CMI por la falta de turbidez en el caldo, para lo cual se
considerd el tubo de control de crecimiento (16).

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron recopilados en una ficha de
recoleccion y para el andlisis estadistico se emplearon
los programas Microsoft office excel® 2016 y Minitab® 18
para Windows® version 8. Se aplico el Analisis de Varian-
za (ANOVA) con la finalidad de determinar si la inhibicién
bacteriana era por efecto de la concentracion del extracto
etandlico del noni o la cepa empleada. Ademas, se utilizo
Prueba de Tukey (p<0,05) para establecer el efecto del
extracto etanolico de M. citrifolia a las concentraciones de
400, 500, 600, 700, 800 y 900 mg/ml sobre las cepas de
S. aureus empleadas, asi como el efecto de cada cepa
bacteriana evaluada.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el comité de expertos de la
facultad de Biologia de la Universidad Nacional Pedro
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Ruiz Gallo (UNPRG) y siguié con todos los criterios y
lineamientos éticos establecidos en Declaracion de Hel-
sinki. Ademas, la investigacion conto con el permiso de la
UNPRG para la utilizacién de los ambientes de laboratorio
con las medidas de bioseguridad adecuadas.

RESULTADOS

En la presente investigacion, se determiné el efecto
inhibitorio del extracto etandlico de M. citrifolia a las
concentraciones de 400, 500, 600, 700, 800 y 900mg/
ml sobre el crecimiento de tres cepas de S. aureus.
Observandose un aumento sostenido en los diametros
de halos inhibitorios entre las diferentes concentraciones
evaluadas. Encontrandose para la concentracion de 900
mg/ml un diametro promedio de 16,22 mm (Figura 1).
Mediante el andlisis de varianza (ANOVA) se evidenci6
que existen diferencias estadisticas entre los diametros
promedios de los de halos inhibitorios (mm) obtenidos
considerando cada cepa de S. aureus, las concentraciones
del extracto etanolico e interacciones ente ambas. Estos
resultados permitieron determinar que el efecto inhibitorio del
extracto etandlico de M. citrifolia fue independiente del tipo
de cepa de S. aureus, pues muestran diferente sensibilidad
al extracto etandlico, asi mismo la concentracion del
extracto interfirié en la actividad antibacteriana (Tabla 1).
La prueba de significancia evidenci6 la dependencia en
los promedios de los halos inhibitorios de acuerdo a las
fuentes de variacion del andlisis, siendo directamente pro-
porcional el incremento de la concentracién del extracto
etandlico. De modo que, a la concentracion de 400 mg/
ml se observé un halo de inhibicidn promedio de 6,11 mm,

mientras que, a la concentracién 900 mg/ml se obtuvo un
halo de inhibicion promedio de 16,22 mm (Tabla 2).

Figura 1. Promedios de los diametros de halos inhibitorios
obtenidos al exponer4 el extracto etanélico Morinda citrifolia
(moni) a las concentraciones de 400, 4500, 600, t00, 800 y 90
ng/ml sobre 3 cepas de Staphyloccocus aureus.

En la tabla 3 se observaron las diferencias entre cada
una de las cepas de S. aureus (SA1-SA3) empleadas, de
acuerdo al halo de inhibicién producido por las concen-
traciones del extracto etandlico. La cepa SA3 present6 la
mayor sensibilidad, al obtener un halo de inhibicién pro-
medio de 12,77 mm.

La Figura 2 mostré la concentracion minima inhibitoria
para cada cepa de S. aureus (SA1-SA3), siendo de 50
mg/ml para la cepa SA1, de 100 mg/ml para SA2 y 25 mg/
ml para SA3. Por lo que la cepa SA2 resulté ser la mas
resistente.

Tabla 1. Andlisis de varianza del promedio de los diametros de halos inhibitorios obtenidos al exponer al extracto etandlico
Morinda citrifolia (noni) a las concentraciones de 400, 500, 600, 700, 800 y 900 mg/ml sobre 3 cepas de Staphyloccocus aureus.
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Tabla 2. Prueba de significancia de Tukey de los promedios de halos de inhibicién ocasionados
por efecto del extracto etandlico Morinda citrifolia (noni) a las concentraciones
de 400, 500, 600, 700, 800 y 900 mg/ml sobre Staphyloccocus aureus.
Letras iguales: No hay diferencia significativa. Letras diferentes: Hay diferencia significativa.

Tabla 3. Prueba de significancia de Tukey de los promedios de halos de inhibicién obtenidos
en las diferentes cepas de Staphyloccocus aureus expuestas al extracto etanélico de Morinda citrifolia (noni).
Letras iguales: No hay diferencia significativa. Letras diferentes: Hay diferencia significativa.
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Figura 2. Concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico de Morinda citrifolia (noni) sobre tres cepas de
Staphyloccocus aureus.

En la Figura 3 se mostré el material vegetal (frutos de
Morinda citrifolia) empleado en la presente investigacion.

Figura 3. Frutos de Morinda citrifolia (noni).

DISCUSION

Se evaluaron las concentraciones de 400, 500, 600, 700,
800 y 900 mg/ml del extracto etandlico de M. citrifolia so-
bre 3 cepas de S. aureus (SA1-SA3), encontrandose un
aumento considerable en el diametro de los halos de in-
hibicion obtenidos con las diferentes concentraciones del
extracto. El mayor promedio de halos de inhibicion se ob-
tuvo al exponer las cepas de S. aureus a la concentracion
de 900 mg/ml (16,22 mm).

-0

Cabe resaltar que en el fruto de M. citrifolia (Figura 3) se
han identificado gran cantidad de compuestos fitoqui-
micos como componentes fendlicos, acidos organicos y
alcaloides (11). Ademas, se atribuye el potencial antimi-
crobiano del fruto de noni a la presencia de compuestos
fendlicos dentro de los que destacan la acubina, alizarina,
escopoletina y otras antraquinonas (10,16).

Los compuestos fenolicos son capaces de atravesar
las membranas plasméticas logrando su ruptura, lo que
facilita su ingreso al medio intracelular; precipitando y
desnaturalizando las proteinas, ademas de inactivar en-
zimas como oxidasas y deshidrogenasas de la membrana
(alterando su permeabilidad), lo que ocasiona la lisis del
microorganismo (17). Sumado a ello, el uso de solventes
polares, como el etanol y el agua, permite la extraccién
de flavonoides hidroxilados (18), capaces de atravesar las
paredes celulares de las bacterias Gram positivas y que
resultan toxicos para la célula bacteriana (19). Solventes
como el etanol permiten arrastrar una mayor cantidad de
metabolitos secundarios incrementando la concentracion
del principio activo, lo que a su vez permite potenciar el
efecto antibacteriano.

Los resultados de este estudio guardan relacion con lo ob-
tenido por Rodriguez y Zevallos (20), quienes evidenciaron
el efecto inhibitorio del extracto acuoso liofilizado de noni
sobre S. aureus, reportandose el mayor efecto inhibitorio
a la concentracion de 900 mg/ml, con un promedio de halo
de inhibicion de 7,3 mm. Posteriormente, Borroto et al. (21)
realizaron un estudio para comprobar actividad antibacte-
riana del extracto diclorometanico de Morinda royoc sobre
bacterias Gram positivas como S. aureus resistente a oxa-
cillina, S. aureus ATCC 12598 y Enterococcus faecalis, en-
contrando fuerte actividad inhibitoria del extracto. También
Santos demostro la actividad antibacteriana del extracto de
la fruta de noni frente a microorganismos como Pseudomo-
nas aeruginosay Escherichia coli (15).

Diversos investigadores reportan que las bacterias Gram
positivas presentan mayor susceptibilidad que las Gram
negativas, posiblemente porque estas bacterias tienen
una estructura de menor complejidad, ya que carecen de
membrana externa, teniendo como Unica barrera el pepti-
doglucano, permitiendo un mayor ingreso a las células de
compuestos como terpenos y fenoles, principios activos
de la planta (1,22). Asi también, otros factores como el
tipo de especie bacteriana, condiciones del suelo, edad
de la planta, porcentajes de los componentes quimicos
pueden afectar la actividad bactericida de una planta (23).
El andlisis de varianza demostré que existe diferencia sig-
nificativa entre los promedios de los halos de inhibicién
(mm), las concentraciones del extracto etandlico y la inte-
racciones entre ambos, siendo la actividad antibacteriana
del extracto etandlico independiente de las cepas emplea-
das, ya que se observé diferente susceptibilidad en cada
una de ellas (Tabla 1). Esta diferencia podria deberse a la
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produccién de mutaciones en el material genético de los
microorganismos, que ocasionan cambios en la estructura
bacteriana, limitando la accion diversos compuestos qui-
micos (22,24).

Ademés, mediante la prueba de Tukey se determiné que
a medida que incrementaba la concentracion del extracto
etanolico se vio afectado el didmetro de los halos de in-
hibicion (Tabla 2). Respecto a las cepas de S. aureus, se
evidencid que la cepa SA3 presentd mayor sensibilidad al
extracto de noni (Tabla 3).

Todas las cepas de S. aureus (SA1-SA3) utilizadas resul-
taron sensibles a la actividad del extracto etandlico de M.
citrifolia, siendo la cepa SA3 la que presentd mayor sensibi-
lidad al evidenciarse una CMI de 25 mg/ml, mientras que la
cepa SA2 fue la mas resistente al efecto del extracto (Figura
2). Esto podria relacionarse con las mutaciones que se pue-
den desarrollar en el ADN bacteriano, ocasionado cambios
en la estructura de las células bacteriana, modificando su
reaccion a distintos compuestos quimicos (22,23).

La bisqueda de plantas con propiedades terapéuticas ha
incrementado durante los Ultimos afios, lo que ofrece una
gran posibilidad para el estudio de especies vegetales y
sus metabolitos secundarios, ademas del desarrollo de in-
vestigaciones orientadas a evaluar caracterizacion fitoqui-
mica, pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad, pudiendo
emplearse en un futuro como prometedores farmacos
alternativos y convirtiéndose en una opcion terapéutica
importante para el tratamiento de muchas enfermedades.

CONCLUSION

Se concluye que el extracto etandlico de M. citrifolia tiene
efecto inhibitorio frente a cepas de S. aureus, siendo di-
rectamente proporcional a la concentracion del extracto.
Ademas, la concentracion de 900 mg/ml evidencié mayor
efecto inhibitorio frente a las tres cepas de S. aureus.
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