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RESUMEN

El objetivo fue determinar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos
hidroetandlico e hidrometandlico de la cascara y pulpa con semillas de Morinda
citrifolia L. “noni” frente a S. mutans ATCC 25175. El tipo de investigacion fue
cuasiexperimental, teniendo a S. mutans ATCC 25175 y Morinda citrifolia L. como
unidad de analisis. Se realizaron los tamizajes fitoquimicos, mostrando la presencia
de metabolitos secundarios, ademas, se determind la actividad antibacteriana
mediante el método de Disco Difusion de Kirby Bauer donde se evaluaron las
concentraciones 900 mg/mL, 750 mg/mL, 500 mg/mL, 300 mg/mL y de 200 mg/mL.
Se hall6 que con la concentracion 900 mg/ml del extracto hidroetandlico e
hidrometandlico de la cascara hubo mayor actividad antibacteriana, con halos
promedios de 11,36 mm y 11,20 mm, porcentaje de inhibicion de 69,86% y 77,35%
respectivamente comparados frente a un estandar, amoxicilina (25ug); para el
extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas con la concentracién 900 mg/mL y
750 mg/mL se obtuvieron halos promedios de 14,32 mm y 11,54 mm, porcentajes de
inhibicion de 80,36% y 64,76% respectivamente; con la concentracion 900 mg/mL del
extracto hidrometandlico de la pulpa con semillas 11,14 mm y 78, 34%. La CMI y
CMB fue de 25 mg/mL y 50 mg/mL respectivamente para los tipos de extractos, a
excepcion del extracto hidroetandlico de la cascara donde se report6 100 mg/mL para
la CMB. En conclusion, todas las concentraciones evaluadas de los tipos de extractos
de Morinda citrifolia L. “noni” presentaron actividad antibacteriana in vitro frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras claves: Moarinda citrifolia L., Streptococcus mutans, efecto antibacteriano,
concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida (CMB).
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INTRODUCCION

En los dltimos afos la fitoterapia se estd tomando en cuenta como una terapéutica
para tratar infecciones en la lucha contra la resistencia a antimicrobianos
convencionales, contra enfermedades como la caries dental (OPS, 2019). No se
aprovecha o aln se desconoce la utilidad de muchas especies que contienen
principios fitoquimicos (Flores et al., 2016), por lo tanto la creacién de nuevos
compuestos que se basan la extraccion de principios activos, de los y los extractos
vegetales (Enioutina et al., 2017 ; Altemimi et al., 2017) obtenidos de distintas partes
de la planta son usados, por su mecanismo antibacteriano y en formulaciones de
productos anticariogénicos, debido a que se encuentran refrendados el uso antiguo
y no han acrecentado procesos de resistencia conocidos (Vany Holl , 2017 ; Gamarra
et al., 2017).

Morinda citrifolia L. “noni” contiene una amplia cantidad de metabolitos secundarios
con accién antibacteriana, antiinflamatoria, antiséptica, antimicética, antihelmintica;
estudios previos demostraron esta accion empleando distintos extractos frente a
Streptococcus mutans, que es el principal microorganismo cariogénico transmisible
a nivel mundial, que forma parte del microbioma oral (OMS,2022; Ojeda et al., 2013),
y que en el tiempo ha experimentado farmacorresistencia en su tratamiento; la
amoxicilina es el antibidtico preferido para el tratamiento de enfermedades
odontogénicas en adultos y nifios, sin embargo, ya se han reportado estudios que
demuestran la resistencia de Streptococcus mutans (Gonzalez et al.,, 2022)
(Rodriguez, 2022), por consiguiente, la finalidad de esta investigacion es medir la
accion antibacteriana in vitro de los extractos hidroetanolico e hidrometandlico de la

cascara y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni” frente a S. mutans ATCC



25175, este conocimiento podria ser til en la formulaciébn de productos
anticariogénicos de origen natural (De Camargo et al., 2018).

En nuestra regién hay pocas plantas que han sido evaluadas cientificamente con
fines terapéuticos, tal es el caso de Morinda citrifolia L. “noni”, ya que no existe
informacién acerca de la efectividad antibacteriana de los extractos hidroetandlico e
hidrometandlico de Morinda citrifolia L. “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC
25175, por lo que proporcionariamos una base de datos para futuros trabajos de
investigacion. Los resultados incentivaran a estudiar mas las propiedades y
componentes de Morinda citrifolia L. “noni” para generar productos de origen natural
basados en ella, estableciendo opciones que facilitaran la prevencién de la caries
dental en las personas.

Por tales motivos se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos de Morinda citrifolia L.

“noni” sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Objetivos especificos

1. Determinar de manera cualitativa los metabolitos secundarios esenciales en los
dos tipos de extractos de la cascara y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L.
“noni”.

2. Determinar el diametro de los halos de inhibicién de los dos tipos de extractos
de la cascara y pulpa con semillas Morinda citrifolia L. “noni” in vitro sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. Determinar el porcentaje de inhibicion de los dos tipos de extractos de la cascara
y pulpa con semillas Morinda citrifolia L. “noni” in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175.

4. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima
Bactericida de las concentraciones 900 mg/mL,750 mg/mL, 500 mg/mL, 300
mg/mL y 200 mg/mL de los dos tipos de extractos de la cascara y pulpa con
semillas de Morinda citrifolia L. “noni” in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.



MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Herrera (2017), en Ecuador, en su investigacion titulado “Efecto inhibitorio del
extracto de Noni y Jengibre frente a Candida albicans y Streptococcus mutans.
Estudio in vitro”, tuvo como objetivo determinar y comparar la eficacia antimicrobiana
de los extractos hidroalcohdlicos de jengibre y “noni” al 0,62% y 2,5% en cepas de S.
mutans y C. albicans. Los métodos utilizados fueron de tipo experimental, sobre la
poblacion compuesta por cepas de Streptococcus mutans y Candida albicans, en
cuanto al tamafio y selecciébn de la muestra, se utilizaron procedimientos d no
probabilisticos siendo el muestreo por conveniencia, los procedimientos utilizados
consistieron en sembrar total de 24 cultivos en placas Petri divididas en 12 para S.
mutans y otras 12 para C. albicans, se colocaron en cada uno de los cultivos 5 discos
de papel filtro, 4 de ellos impregnados con las concentraciones respectivas del
extracto de “jengibre” y “noni”, el quinto disco se embebid con clorhexidina al 0,12%,
como control positivo, se incubaron por un tiempo de 48 horas a 37°C; luego se
midieron los halos de inhibicion. Concluyeron que los extractos de “noni” lograron
inhibir las cepas de Candida albicans con mayor eficacia, ya que se obtuvo como
promedio de los halos de inhibicion 11 mm (0,62%) y 15 mm (2,5%). En cuanto a
Streptococcus mutans se obtuvo halos de 10 mm (0,62%) y 10,21 mm (2,5%).
Respecto a los extractos de jengibre contra Candida albicans, estas no tienen un
mayor efecto inhibidor, presentando halos de inhibicion mas pequefios contra las
cepas de Streptococcus mutans que si fueron mas efectivas. Se concluyd que el
“noni” al ser enfrentado a cepas de Streptococcus mutans y Candida albicans es
mucho mas efectivo que el extracto de jengibre en términos de propiedades

antimicrobianas.



Kumarasamy et al., (2014), en India, en su estudio “Role of Aqueous Extract of
Morinda Citrifolia (Indian Noni) Ripe Fruits in Inhibiting Dental Caries-Causing
Streptococcus mutans and Streptococcus mitis”, la finalidad de la investigacion
estudio fue demostrar la capacidad de inhibicion en relacion de la cantidad de
extracto acuoso crudo de los frutos maduros de Morinda citrifolia L. frente a
estreptococos de tipo oral, tal como son el Streptococcus mutans y también el
Streptococcus mitis, quienes implicados con el inicio de la caries dental en las
personas. Se empled el método de Kirby Bauer a fin de evaluar la actividad
antibacteriana de distintas concentraciones del extracto acuoso frente a S. mutans y
S. mitis. Ademas, evaluaron la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) empleado el
método de la microdilucién. Reportaron como resultados que el extracto empleado
refren6 efectivamente el desarrollo de S. mutans ya que se obtuvieron halos de
aproximadamente 19 + 0,5 mmy en el caso de S. mitis sus halos fueron de alrededor
18,6 £ 0,3 mm, la CMI del extracto para S. mutans y S. mitis resulté ser de 125 pg/mL
y 62,5 pg/mL, en ese orden. Llegando a la conclusién de que los fitoquimicos
sintetizados naturalmente por M. citrifolia tienen un efecto inhibitorio sobre los
estreptococos orales. Ademas, si se purifica y caracteriza molecularmente el principio
activo, esto permitiria formular un producto de higiene bucal sostenible.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Oliva (2019), en Pimentel, en su investigacion titulada “Efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroetandlico de la fruta Morinda citrifolia “noni” frente Streptococcus
mutans ATCC 35668”, busco explicar in vitro la actividad antibacteriana del extracto
hidroetandlico del “noni” contra Streptococcus mutans ATCC 35668”. La metodologia
que empled consistié en un estudio de tipo experimental, se emple6 una muestra no
probabilistica, para lo cual, emple6 30 unidades experimentales que estuvieron
conformadas por tres concentraciones del extracto de “noni” y la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 35668, mediante el método de Kirby-Bauer. Llegaron a
las conclusiones que el extracto hidroetanolico empleado si tiene actividad
antibacteriana frente Streptococcus mutans ATCC 35668 ya que con las
concentraciones 75 mg/mL, 50 mg/mL y 25 mg/mL, se obtuvieron halos de 23,5 mm,
21 mm y 17 mm en ese orden. Utilizaron como control positivo la clorhexidina al
0,12% obteniéndose un halo de inhibicion promedio de 20,5 mm y no se obtuvo
ningdn halo con el cloruro de sodio 0,9 % que fue control negativo. Se concluyé que
el extracto empleado tiene accién antibacteriana contra Streptococcus mutans ATCC
35668.



Altamirano y Castro (2017), en Lambayeque, en su investigacion “Actividad in vitro
del extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “noni” contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus”, buscaron de manera in vitro determinar la
actividad antibacteriana empleando el extracto etandlico de “noni” frente a las cepas
de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. La metodologia que emple6
fue de tipo experimental en el que los grupos experimentales estuvieron conformados
por las cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa a quienes se
les sometid a distintas concentraciones de los extractos etandlicos de “noni”, para lo
cual emplearon la técnica de Kirby Bauer para determinar los halos de inhibicion,
ademas, usaron el método de la Macrodilucién en Caldo para establecer la CMI.
Obtuvieron como producto la sensibilidad de Staphylococcus aureus ya que presento
un halo promedio de 16,22 mm y para la CMI un promedio de 58,3 mg/m; en cambio
Pseudomonas aeruginosa no presento sensibilidad. Llegando a la conclusion de que
el extracto hidroetanélico de Morinda citrifolia L. “noni” presenta accion antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus, mientras que no mostré actividad bacteriana frente a
Pseudomonas aeruginosa.
2.2. Marco conceptual
2.2.1. Efecto Antibacteriano
Se refiere a la capacidad que tiene alguna sustancia para poder inhibir o eliminar el
crecimiento bacteriano, esto puede evaluarse empleando técnicas como la difusion
en agar y la microdilucién en placa, estos métodos han sido estudiado profundamente
para la evaluacion de la accién antimicrobiana de las plantas (Ramirez, 2009 citado
por Vasquez, 2018). En la actualidad, la fitoterapia tiene como fin el poder generar
medicina, basandose en nuevos compuestos activos de las plantas, que presenten
actividad bactericida, bacteriostéatica o incluso sean citotdxicos.
2.2.1.1. Antibiético

Amoxicilina: Es un antibiético betalactamico, derivado de la penicilina, eficaz
para tratar procesos odontogénicos en su fase aguda, asi como para prevenir
complicaciones. Presenta efectividad frente a patdgenos aerobios facultativos y
anaerobios, por ello es empleado para tratar infecciones mixtas de la boca, puesto
gue presentan un espectro mayor que el de la penicilina. Su mecanismo de accion
actla sobre la transpeptidacion, paso importante en formacion de la pared celular de
las bacterias, uniéndose a proteinas especificas conocidas como proteinas fijadoras
de penicilinas (PBP) que se ubican en la capa de péptidoglucano, impidiendo asi que

se construya totalmente (Liflares y Martin-Herrero, 2003).



De acuerdo con el (CLSI, 2023) los puntos de corte de CMI para Streptococcus spp.

Grupo Viridans son los siguientes:

Categorias interpretativas y puntos de corte de CMI,
_Agente_ pg/mL.
antimicrobiano Sensible | Intermedio | Resistente
Penicilinas
Penicilina <0,12 0,25-2 >4
Ampicilina <0,25 05-4 >8

2.2.1.2. Microbiota oral

El microbioma de la boca es todo un ecosistema complicado que esta conformado
por una gran diversidad de especies microbianas. Antes de la erupcion de los dientes,
la boca es colonizada por muchos microorganismos (Rivera, et al., 2017). Cuando
erupcionan los dientes, se forma la placa dental que se desarrolla en la superficie
expuesta de los dientes que estan cubiertos por una capa imperceptible y esta
formada mayormente por glicoproteinas que se encuentran en la saliva (Simén et al.,
2013).

Las especies microbianas que prevalecen varian mucho segun los lugares de
ubicacién. Aparte de las diferencias que existen entre una muestra y otra, los
estreptococos, bacilos gram positivos y veillonelas incluyen la mayoria de los
recuentos viables (Pasich, 2013).

2.2.1.3. Streptococcus mutans

Clasificacion taxonémica: De acuerdo con (Clarke, 1924)

Dominio : Bacteria

Fito : Fimicutes

Clase : Bacili

Orden : Lactobacilales
Familia . Streptococcaceae
Género : Streptococcus
Especie : Streptococcus mutans

Generalidades de Streptococcus mutans: la microbiota oral contiene
Streptococcus mutans, principal causante de caries dental e infecciones graves por
estreptococos, como endocarditis y bacteriemia (Erdem et al., 2018; Jacinto, 2018).
Es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, se detalla como inmovil y negativo

para la enzima catalasa segun las pruebas bioquimicas (Alfonso et al., 2018) y como



sefalaron (Ojeda et al., 2013) Streptococcus mutans produce acido lactico
rapidamente, transformando el medio de un pH de 7 a un pH de 4,2 en 24 horas.
Streptococcus mutans es un estreptococo de tipo a-hemolitico o también llamado no
hemolitico, se puede ver como cocobacilo en un medio con pH &cido y como coco en
un medio con pH neutro o alcalino (Carrién, 2016).
Streptococcus mutans utiliza algunos hidratos de carbono como la sacarosa, glucosa
y fructuosa, que son fermentados y producen acido lactico, acético, propiénico y
férmico. Estos acidos logran ingresar por la placa dental y migran hacia el esmalte
que tiene aspecto poroso, alli se disocian y liberan hidrogeniones, estos
hidrogeniones formados disuelven velozmente los minerales que conforman el
esmalte, produciéndose calcio y fosfato, los que se esparcen al exterior del esmalte,
este proceso es llamado desmineralizaciéon (Ojeda et al., 2013).
Respecto a su intervencién en la generacion de la pelicula bacteriana, Streptococcus
mutans tiene la capacidad de producir glucosiltransferasas (GTF) y estas enzimas
juegan un papel trascendental en los procesos de interaccion adhesiva y en la
expresion de virulencia de estos microorganismos porque catalizan la produccion de
polisacaridos extracelulares que fomentan la adhesion de Streptococcus iniciadores
de del proceso de adhesion a la superficie dental (Pairazaman, 2021). Las
glucosiltransferasas pueden metabolizar sustratos con la finalidad de que la célula
obtenga energia y logré mantener la produccién de acido por tiempos prolongados,
ademas, la sintesis de dextran le otorga gran adhesividad (Jiménez et al., 2013).
De acuerdo con Lamas (2003) citado por Maldonado (2017) teniendo en
consideracion los enlaces de los polisacaridos y la composicion de la pared celular,
los estreptococos pertenecientes al grupo mutans estarian conformados en 8
serotipos: Streptococcus mutans donde se encuentran los serotipos c, e, fy kK,
Streptococcus sobrinus con los serotipos d y g, Streptococcus cricetus con el serotipo
a, Streptococcus rattus con el serotipo b, Streptococcus ferus con el serotipo c,
Streptococcus macacae con el serotipo ¢ y Streptococcus downei con el serotipo h.
Se ha descubierto que en comparacion con las cepas e, d, fy k, el serotipo ¢ de S.
mutans dentro de la cavidad oral humana, es el mas predominante (Cosco, 2010).
Medios de cultivo para Streptococcus mutans: Hay cierta dificultad técnica
para lograr la obtencién de muestras representativas de diversas partes orales, lograr
aislarlas, cultivarlas y contar los microorganismos. Para aislar Streptococcus mutans,
actualmente existen algunos medios de cultivo diferentes. Estos son: Agar Mitis

Salivarius con bacitracina y kanamicina (MSKB), Agar Mitis salivarius con bacitracina



(MSB), Agar Tripticasa de soya con sacarosa y bacitracina (TYS20B), Agar glucosa-
sacarosa-telurito bacitracina (GSTB) y Agar triptona extracto de levadura cisteina con
sacarosa Yy bacitracina (TYCSB). En algunos casos, los procedimientos deben ser
completamente anaerobios. Por suerte, varias especies de estreptococos orales
pueden ser aislados en el Agar Mitis Salivarius (MS) que es un medio selectivo, este
agar MS es el medio de cultivo mas utilizado para aislar Streptococcus mutans, ha
sido modificado para que sea mucho més selectivo afiadiendo sulfonamida,
bacitracina, polimixina o incluso sacarosa (Cruz, 2018).

En el agar MS, se pueden observar colonias que miden entre 0,5-1,0 mm y se ven
convexas, elevadas, onduladas, opacas y de coloracion azul oscuro, ademas,
presenta margenes que son irregulares (Estupifian & Galindo, 2000) (Cosco. 2010).
No obstante, el aspecto de las colonias puede variar significativamente en diferentes
medios, tanto entre especie como entre cepas que son de igual especie, esto dificulta
su reconocimiento (Cruz, 2018).

2.2.1.4. Cepas ATCC

Por sus siglas ATCC: American Type Culture Collection, es la coleccion que garantiza
gue se esta proporcionando una cepa especifica, que proviene de un cultivo axénico
y al que se le han realizado las pruebas microbiolégicas, bioquimicas y moleculares
adecuadas. También son microorganismos clasificados a nivel de género y especie,

debidamente caracterizados, catalogados, y de origen conocido (Huashuayo, 2016).

2.2.1.5. Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos

Método cualitativo de difusién: La prueba de antibiograma (Kirby Bauer),
permite evaluar de manera in vitro la actividad de un antibidtico sobre un
microorganismo especifico y demuestra si tiene accién para impedir que crezcan
bacterias (SEIMC, 2000). Este es un método cualitativo y sus resultados se
interpretan como sensible (S), intermedio (1) o resistente (R), es usada mayormente
en bacterias de crecimiento rapido (Vera, 2018).
La metodologia implica impregnar discos de papel absorbente con concentraciones
especificas de un antimicrobiano. Se colocan estos discos sobre la superficie de una
placa con agar Mueller Hinton, en la que se inoculé una suspension de la cepa por
probar, la que debe tener la turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de
McFarland. El antimicrobiano se difundira radialmente hacia afuera cuando el disco
se humedezca y las placas deberan ser incubadas invertidas y en grupos no

superiores a 5 placas a 35 °C por 18 a 24 horas (Montero-Recalde et al., 2018).



Cumplido el tiempo de incubacion, se interpretan los halos como sensible (S),
intermedio (1) o resistente (R) de acuerdo con las categorias que estableci6 el CLSI
(2022). El tamafio de halo de inhibicién se evaluara dependiendo de la sensibilidad o
la resistencia del microbio por evaluar, ademas, dependera de la solubilidad que
presente la droga y la capacidad de difusion en el agar Mueller Hinton.

Figura 1

Prueba de sensibilidad por antibiograma

Nota. La imagen muestra la prueba de Kirby Bauer, usada para realizar el

antibiograma con discos que contienen una concentracion predeterminada de
antibiotico. Tomado de Koneman & Allen (2008).

Método cuantitativo de dilucion: Son empleados tradicionalmente para
poder determinaciéon de la CMI y la CMB de distintos antimicrobianos. Estos métodos
miden el crecimiento o inhibicién del microorganismo cuando entra en contacto con
concentraciones que van creciendo del antimicrobiano, que estan diluidos en el

medio de cultivo sea caldo o agar (SEIMC, 2000).

e Macrodilucién en caldo para determinar la CMI: El método de macrodiluciéon
en caldo se desarrolla empleando una bateria de tubos por cada combinacion
microorganismo/antimicrobiano. Normalmente utiliza un conjunto de tubos que
tienen como contenido 1mL de caldo que esta estéril y sin el antimicrobiano, al
primer tubo se le agrega 1 mL de la solucién inicial del antimicrobiano y se
procede a pasar 1 mL de esta solucion al segundo tubo y asi sucesivamente a
fin de que las demas diluciones seriadas tengan la mitad de la dilucion en cada
tubo, hasta conseguir la dilucion mas baja que queramos evaluar, luego se
adiciona a la bateria de tubos el microorganismo que se evaluara, ademas habra
un tubo control que solo contendra 1 mL de caldo estéril. (SEIMC, 2000). La CMI



es considerado como el “Patrén de oro” que viene a ser la minima concentracion
de antimicrobiano expresado en uyg/ mL que logra impedir el crecimiento visual
de un microorganismo pasado las 24 horas de incubacion a 37°C (Lépez-Avila
etal., 2016). Este método emplea el caldo Mueller-Hinton, que sirve para analizar
las bacterias aerobias y anaerobias facultativas, como parte de su composicion
contiene infusién de carne de vaca deshidratada, almidon de maiz y digerido
acido de caseina. Gran parte de los patdgenos crecen de manera satisfactoria
en el medio (Uday, 2018).

Figura 2

Concentracion minima inhibitoria
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Nota. La imagen muestra que la concentracion minima inhibitoria seria 6,25
pg/mL. Tomado de Koneman & Allen (2008).

Concentracion minima bactericida (CMB): Se define como la concentracion
mas pequefia de antimicrobiano que tiene la aptitud de eliminar a mas del 99,9%
de los microorganismos viables luego de 24 horas de incubacion. Puede ser
obtenido utilizando el método de macrodilucién en tubo o microdilucién, donde
se busca determinar en las placas sin crecimiento cual fue la concentraciéon de
antimicrobianos que ha logrado matar el 99,9% y no solo inhibido el aislado
bacteriano que se esté estudiando. En su mayoria los valores que se obtienen
tanto de CMI como de la CMB en los antibiéticos que se consideran bactericidas,
estan muy cercanas (SEIMC, 2001).

2.2.2. Obtencién de extractos por maceracion

Este proceso implica poner en contacto continuamente alguna especie vegetal que

se fragmentd previamente con un solvente escogido, obteniéndose un conjunto

homogéneo; durante este proceso el solvente tendra contacto con todas las partes

10



de la planta, disolviendo asi sus principios activos (Llivicura, 2018; Sotelo, 2016).
Para evitar reacciones que puedan alterar el producto, la mezcla de vegetal y el
solvente no deberian de tener contacto con la luz y se debe mantener a una
temperatura ambiente y siendo agitado constantemente (Carribn y Garcia, 2010
citado por Llivicura, 2018).

La maceracion debe realizarse a temperatura ambiente (Huashuayo, 2016) y el
tiempo requerido para completar la maceracién varia segun la especie vegetal a
macerar, parte de esta o principio activo a que se desee extraer; después de la
maceracion, se filtrara y pasara por el rotavapor y asi recuperar el solvente y obtener
el extracto concentrado (Miranda y Cuéllar, 2013).

2.2.2.1 Metabolitos secundarios

Son componente del vegetal con bajo peso molecular que realizan una variedad de
funciones relacionadas con las interacciones ecoldgicas que se dan entre la planta y
el medio ambiente, por ejemplo, protegen a la planta de depredadores o algun
patdgeno, contrarrestando asi el desarrollo de insectos, hongos, nematodos,
bacterias y favoreciendo el desarrollo de los vegetales (Sepulveda-Vazquez et al.,
2018). Ademas, protegen las plantas del estrés abidtico causado por las radiaciones
ultravioletas (Zaynab et al., 2018).

Asi mismo, la ubicacién de los metabolitos secundarios no es uniforme en todos los

componentes estructurales de las plantas (Sepulveda-Vazquez et al., 2018).

2.2.2.2. Morinda citrifolia L. “noni”

Clasificacion taxonémica:

Clase : Magnoliopsida
Sub-clase . Asteridae

Orden : Rubiales

Familia : Rubiaceae

Género : Morinda

Especie : Morinda citrifolia Linneo
Nombre vulgar : “noni"
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Figura 3

Hojas de “noni” y frutas

";.f\ . 3 Ly
Nota. La imagen muestra una planta de “noni” y las caracteristicas mas notorias de

las hojas y del fruto. Tomado de Noni fruit crop is a versatile medicinal plant, por
Thorat et al, (2017), Journal of Medicinal Plants Studies.

Distribucién geografica: El “noni” se cultiva en Polinesia, India, el Caribe y

en el Norte, centro y sur de América, es originario del Sudeste de Asia, Australia,
Oceania, Asia tropical, también. (Simones, 1920 citado por Garay et al., 2010; Abou
et al., 2017).
En Perd, a finales del afio 1999, en la ciudad de Pucallpa, Javier Hasegawa, un
japonés, planté Moarinda citrifolia “noni” y posteriormente en 2003 Cecil Martinez un
norteamericano junto a su colaborador lo sembraron en Bagua Chica, region
Amazonas. Actualmente, el “noni” es cultivado en varias zonas de nuestro pais, tales
como: Selva Central, distrito de Pichanaki, Ayacucho, el valle del rio Apurimac,
Cusco, Huanuco, Piura, Tumbes y Madre de Dios (Oliva, 2019).

Descripcion botanica: Estas plantas pueden alcanzar una altura de 2 a 4
metros, tienen abundantes hojas anchas de forma eliptica, sus flores presentan
aroma y estan colocadas en cabezuelas globosas, tienen el céliz truncado, su corola
es tubular y de color blanco. El fruto del “noni” puede alcanzar de tres a 10

centimetros de largo y de tres a seis centimetros de ancho, tiene forma oval y su
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color varia de acuerdo con la madurez desde verde, amarillo, hasta volverse blanco
al momento de ser recolectado, la cascara esta cubierta de pequefias protuberancias
gue contienen en su interior semillas. La fruta inmadura tiene un color verde oscuro
y la fruta ya madura presenta olor a podrido que se debe a la presencia de acido
butirico, su pulpa es muy jugosa y algo amarga, de color blanco amarillento opaco
claro y de consistencia gelatinosa cuando se rasga la fruta (Honey et al.,2012;
Ancona et al., 2018).

Composicion quimica: Como indican Ancona et al., (2018), se han logrado
identificado casi 200 componentes fitoquimicos en la planta del “noni”, sin embargo,
toda la composicion fitoquimica adn no ha sido reportado.

El fruto del “noni” contiene en su mayoria compuestos fendlicos, tales como:
escopoletina, damnacantal, la morindina, morindona, acubina, alizarina, nor-
damnacantal y glucésidos de antraquinonas (Abou et al., 2017).

Ademads, la capacidad de traspasar las membranas plasmaticas de los compuestos
fendlicos facilita su fractura y su paso al medio intracelular; llegando a precipitar y
desnaturalizar las proteinas, también pueden inactivar enzimas como
deshidrogenasas y oxidasas de la membrana que alteran su permeabilidad,
desencadenando la lisis del microorganismo (Bakkali et al.,2008). La facilidad para
la extraccion de flavonoides hidroxilados se da por el uso de solventes polares tales
como el etanol y el agua (Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016), estos flavonoides
tienen la capacidad de traspasar la pared celular bacteriana Gram positiva, ademas,
estos son toxicos para la bacteria (Domingo y Lopez, 2003). El etanol es un solvente
gue facilita el arrastre de una mayor cantidad de principios activos favoreciendo el
incremento de su concentracion, lo que aumenta el efecto antibacteriano.

Algunos compuestos encontrados en los extractos acuoso etandlico y metandlico del
fruto son glucésidos cardiotonicos, esteroides, taninos, fenoles, alcaloides, terpenos,
azucares reductores, carbohidratos, flavonoides, grasas, lipidos y saponinas, aunque
estas Ultimas solo se han encontrado en extractos acuoso y metandlico. (Mohammad
et al., 2016; Rodriguez et al., 2015)

En el extracto de la fruta fermentada, se encontraron los siguientes metabolitos que
son componentes volatiles y no volatiles, por ejemplo: antraquinonas, fitoesteroles,
carotenoides, flavonoides, terpenoides, lactonas, vitamina A, betacarotenoides, etc.
(Ancona et al., 2018).

Tal como indica Ulloa et al., (2012) la composicion quimica es distinta en cada parte

evaluada de la planta.
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Propiedades bioldgicas: Tienen una amplia gama de propiedades, incluidas
las propiedades analgésica, antioxidante, antiinflamatoria, estimulante del sistema
inmunolégico, hipoglicemiante, antimicrobiana, anticancerigena, antiviral, etc.
(Ancona et al., 2018)

En paises como Hawai y Tabhiti se utilizan la corteza, las hojas, el tallo y los frutos
para tratar dolencias como la tos, dolor, resfriados, las infecciones del tracto urinario
y las enfermedades cardiovasculares, etc. Ademas, el aceite del “noni” también se
utiliza como insecticida y para tratar la artritis. (Nayak et al., 2010; Abou et al., 2017).
También se le atribuye al jugo de “noni” propiedades inmunomodulatorias, con
potencial para mejorar el sistema inmune, asi como efectos estimulando sustancias
como las citocinas que son participes en la lucha contra el crecimiento del tumor y
gue tienen accion macréfaga intensa en la muerte de tumores (Hirazumi y Furusawa,
1999 citado por Ulloa et al.,2012).

Segun (Atkison, 1956 citado por Arguedas et al., 2004) el “noni” tiene también
propiedades antibacterianas, se ha demostrado que el fruto presenta L-asperuldsido,
acubina y la alizarina, ademas, la raiz tiene componentes como las antraquinonas,
todas estas presentan accion contra cepas como Proteus morgaii, Baciillis subtilis,
Salmonella, Shigela, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del lugar de estudio

Se realizé en dos laboratorios: El laboratorio de Farmacognosia “Jack Harrison Thiel”
de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica de la Facultad de Ciencias de la
Salud y el laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Biologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de San Cristébal de Huamanga.
3.1.1. Ubicacién politica

Departamento: Ayacucho

Provincia: Ayacucho

Distrito: Ayacucho

3.1.2. Ubicacion geografica

La ubicacion geogréfica es la siguiente (UTM):

e Laboratorio de Farmacognosia “Jack Harrison Thiel”
Latitud: -13,1476602
Longitud: -74,2217501
Altitud: 2.781,9329347 msnm.

¢ Laboratorio de Microbiologia

Latitud: -13,1456911
Longitud: -74,2212969
Altitud: 2.787,9468612 msnm.
3.2. Materiales
3.2.1. Muestra vegetal

Se utilizaron en total 600 g, divididos en 300 g de la cascara y 300 g de la pulpa con
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semillas de Morinda citrifolia L. que se recolectaron en el mes de enero del 2021 en
el distrito de Kimbiri, provincia de La Convencion.

3.2.2. Cepa bacteriana

Se empled la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 adquiridas del laboratorio
Gen Lab del Pert S.A.C. (Anexo 2) y (Anexo 9).

3.3. Metodologiay recoleccion de datos

3.3.1. Obtencién de los extractos hidroetanodlico e hidrometandlico

Las muestras de fruta de Morinda citrifolia se obtuvieron en estado de madurez y se
trasladaron al laboratorio de Farmacognosia de Farmacognosia “Jack Harrison Thiel”
los frutos se lavaron con agua destilada y se desinfectaron con alcohol de 96 grados.
Para la preparacion de los extractos hidroetandlicos se licu6 300 g de cascara de la
fruta y 300 g de pulpa mas semillas, las que se dispensaron cada una en botellas de
vidrio de color oscuro o ambar, a los que se les afiadié 500 mL de etanol al 58%,
dejandolas por siete dias. El macerado se agité constantemente; de la misma manera
se realizo la preparacién de los extractos hidrometandlicos de la cascara y pulpa mas
semillas, se licué 300 g de cascara de la fruta y 300 g de pulpa mas semilla, las que
se dispensaron cada una en botellas de color oscuro o ambar, a los que se les afiadié
500 mL de metanol al 83 %, dejandolas macerar por una semana en constante
agitacion (Miranda y Cuéllar, 2013) (Anexo 3).

Posteriormente los macerados se filtraron utilizando papel filtro Whatman N° 2. El
filtrado libre de residuos se paso por el rotavapor R-300 Buchi para eliminar el alcohol
y se dejo secar en una estufa a una temperatura menor a 50 °C hasta obtener un
residuo blando el que se dispensé en un envase de vidrio ambar y se refriger6é a 2
°C, almacenandose hasta posterior uso (Anexo 4).

3.3.2. Preparacion de las concentraciones

A partir de las muestras obtenidas se prepararon las concentraciones hidroetandlico
e hidrometandlico de la cascara y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni” de
(900 mg/mL), (750 mg/mL), (500 mg/mL), (300 mg/mL) y (200 mg/mL).

Se peso6 1,8 g de la muestra obtenida y fue disuelta y aforada en 2 mL de agua
destilada esterilizada para la concentracion 900 mg/mL, de igual manera se pesé 1,5
g de muestra y se disolvié 2 mL de agua destilada estéril para la concentraciéon 750
mg/mL. Para la concentracion 500 mg/mL se pes6 1,5 g de muestra que se disolvid
en 3 mL de agua destilada estéril; se peséd 0,6 g de muestra que en 2 mL de agua
destilada estéril para la concentracion 300 mg/mL y por ultimo se pes6 0,4 g de

muestra que se disolvié en 2 mL de agua destilada estéril para la concentracion 200
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mg/mL.

También se probaron las concentraciones 150 mg/mL y 100 mg/mL de la muestra

tanto de la cascara como de la pulpa con semillas.

3.3.4. Tamizaje fitoquimico

Después de someter las muestras hidroetanélicas e hidrometanélicas de la cascara

y pulpa més semillas al secado en estufa, se us6 una porcién de estas para cada tipo

de ensayo (Mohammad et al., 2016).

La determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios de los extractos

hidroetandlico e hidrometandlico de Morinda citrifolia L. “noni” se realizaron

basandonos en el método sefialado por Miranda y Cuéllar (2013). (Anexo 5, 6, 7y 8).

a) Ensayo de FeCl; (Para la evaluacion de fenoles y/o taninos)

e Se coloc6 1 mL de la solucién alcohdlica en un tubo de ensayo que no estuviera
contaminado.

e Se agreg6 1 gota de FeClzal 1% de alcohol y se combiné.

e La presencia de coloracion violeta, verde, azul u oscuras sefial6 una reaccion
positiva.

b) Ensayo de Mayer (Para la evaluacién de alcaloides)

e Se agreg6 una pequefia porcién de cloruro de sodio en polvo, se sacudié.

e Se afiadi6 de 2 a 3 gotas de la solucion de Mayer.

e Se observd y se reporté en cruces: cuando presentd opalescencia, una cruz, en
caso de turbidez definida dos cruces y en caso de precipitado coposo tres cruces.

¢) Ensayo de Baljet (determinacion de compuestos lacténicos)

e Se disolvié en 1 mL de alcohol y se afiadié 1 mL de reactivo.

e Se reportd en cruces la aparicion de coloracion o precipitado rojo.

d) Ensayo de Borntrager (determinacion de quinonas)

e Laalicuota debera ser resuspendida en 1 mL de cloroformo.

e Se adicion6 1 mL de hidroxido de sodio, también puede ser hidroxido de potasio
0 amonio al 10%.

e Se agitdé uniendo las fases que se forman y se dejé en reposo hasta su
separacion.

e Se considerd positivo la prueba cuando la fase acuosa alcalina (superior) se
colore6 de rosado (++) 0 rojo (+++).

e) Ensayo de Shinoda (determinacién de flavonoides)
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Se empled una alicuota del extracto que se encontraba disuelta en alcohol, se
diluyé 1 mL de la alicuota con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado méas una
pequefa porcién de cinta de magnesio metalico.

Después de transcurridos 5 minutos, se agregé 1 mL de alcohol amilico, las dos
fases formadas se mezclaron y se dejo reposar hasta que se separaron.

Se considera positivo el ensayo cuando el alcohol amilico se coloreé de amarillo,

naranja, carmelito o rojo.

f) Ensayo de la Espuma (Determinacion de saponinas)

9)

h)

Se partié de una alicuota disuelta en alcohol que se diluyé con 5 veces su
volumen en agua y se agit6é fuertemente esta mezcla por 5 a 10 minutos.

Se tuvo un ensayo positivo si se observd espuma en la superficie del liquido de
més de 2 mm de altura y que fue persistente por mas de 2 minutos.

Ensayo de resinas
A 2 mL de la solucién alcohdlica se le adicioné 10 mL de agua destilada.

Se considero positivo el ensayo si hubo aparicién de un precipitado.

Ensayo de Kedde (Glucosidos cardiotonicos)
A 1 mL del extracto se mezclé con un 1 mL del reactivo de kedde preparado con
acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% en metanol y 1ml de hidréxido de potasio al 5,7%
en agua.

Se dej6 reposar de 5 a 10 minutos.

Se considero positivo la prueba si hubo cambio de coloracién a violeta persistente
por 1-2 horas.

Ensayo de catequinas (Flavonas)

Con un capilar se puso 1 gota de la solucién alcoholica sobre papel filtro.

Se agreg0 sobre el papel filtro unas gotas de solucién de carbonato de sodio.

Se considero positiva la prueba si hubo aparicion de una mancha verde carmelita
alaluz UV.

Ensayo Fehling (AzuUcares reductores)

A una alicuota de 1 mL del extracto, se le adicion6 una mezcla de la preparacion
del reactivo Fehling Ay de Fehling B.

La preparacion se calent6 a bafio Maria por 15 minutos.

Se considerd un ensayo positivo si la solucion se colored de rojo o aparecié un

precipitado rojo.

k) Ensayo de Prueba de Liebermann-Burchard (Esteroidales y triterpenos)
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e La muestra se redisolvid en 1mL de cloroformo y se le agregdé 1 mL del reactivo
anhidrido acético y se homogenizé.

e Se hizo caer por las paredes del tubo unas 2 a 3 gotas de acido sulfarico
concentrado y no se agito.

e El ensayo positivo se dio por el viraje de coloracion, del rosa-violaceo hasta un
color verde intenso-visible que pasa rapidamente, finalmente la reaccion acaba
con una coloracion de verde oscuro-negro.

3.3.5. Determinacion de la actividad antibacteriana

Se empled el método de antibiograma disco-placa (Kirby-Bauer) para determinar la

actividad antibacteriana, lo que permitié evaluar los halos de inhibicion. También se

empled el método de macrodilucion en caldo para evaluar la CMI (Koneman & Allen,

2008).

3.3.5.1. Preparacioén de los medios de cultivo

Se realiz6 la preparaciéon de los medios de cultivo Agar Mueller-Hinton, Agar Mitis

Salivarius y Caldo Mueller-Hinton. Basandonos en las indicaciones del fabricante, se

esterilizaron y se dejaron enfriar hasta lograr una temperatura de 45-50 °C, alli se

procedié a homogenizarlos e inmediatamente dispensarlos en las placas de Petri, en

el caso del caldo, se reservo hasta su posterior uso (Duarte et al., 2012).

3.3.5.2. Preparacion del inéculo

Se procedié a reactivar la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 en una placa

con Agar Mitis Salivarius. Transcurrido de 18 a 24 horas de incubacién a 37 °C, se

comenz6 a preparar el in6culo en un tubo, adicionando 5 mL de solucién salina
fisiologica 0,9 %, poniendo una pequefia asada de la cepa reactivada para ajustar la
turbidez de forma visual y poder estandarizar la suspensién con la escala 0,5 de

McFarland, in6culo estandarizado por delante de un papel blanco con rayas negras

para evaluar la turbidez. La suspensién ajustada se usé como inéculo dentro de los

15 minutos (SEIMC, 2000) (Anexo 9).

3.3.5.3. Siembra e inoculacién de placas

Se introdujo un hisopo estéril en la solucion preparada, posteriormente se presioné

el hisopo en el borde interior del tubo, para eliminar el exceso de la solucién (SEIMC,

2000).

Se continué con la inoculacién de toda la parte superficial de la placa de agar Mueller

Hinton con el hisopo que contenia la inoculacion en la placa de agar se hizo de borde

a borde rotandola. Se dej6 en reposo las placas por 5 minutos (SEIMC, 2000) (Anexo

10).
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3.3.5.4. Dispensacion de discos

Haciendo uso de una pinza estéril se tomd el antibiético (Amoxicilina 25 pug) como
control positivo y se puso al centro de la placa conteniendo el Agar Mueller Hinton,
presionando delicadamente el disco con la pinza, también se colocé el disco de papel
Whatman embebido e n agua destilada esterilizada como un control negativo y mas
discos de papel Whatman que fueron embebidos en las diferentes concentraciones
tanto del extracto hidroetandlico como del extracto hidrometandlico de las distintas
partes del noni y se dispusieron alrededor del disco de antibi6tico, respetando un
espacio no menor a 15 mm con la finalidad de evitar que los halos de inhibicion se
superpongan. Se dejaron reposar las placas Petri por 5 minutos (SEIMC, 2000).
Para brindar un ambiente con 5% de CO;que necesita S. mutans para su desarrollo,
se colocé una vela prendida dentro de la cAmara de anaerobiosis, dentro del cual se
pusieron las placas Petri. También se puso vaselina en los alrededores de la camara
de anaerobiosis con la finalidad de sellarla herméticamente y se incubaron las placas
por 24-48 horas a 37 °C (Duarte et al., 2012) (Anexo 10).

3.3.5.5. Determinacion del halo de inhibicién: Después de las 24 horas de
incubacion, se leyé e interpreto el diametro de los halos de inhibicién que se formaron
por los discos, para lo cual se emple6 una regla (SEIMC, 2000) (Anexo 10, 11, 12,
13y 14).

Si hubo formacién de un halo de inhibicidon se interpretd como sensible (S) y si hubo
ausencia de halo de inhibicion significo resistencia (R)

3.3.5.6. Determinacion del porcentaje de inhibicion

Para su determinacion se procedio a utilizar la siguiente férmula (LLantoy, 2013):
o A
% de inhibiciéon = ke 100

Donde:
A= Promedio del didmetro de los halos de inhibicién de cada concentracién de las
partes de la planta.

B= Promedio del diametro de los halos de inhibicién de la amoxicilina de 25 pg.

Se realizaron estos calculos para los promedios de los halos de inhibicion de los

extractos hidrometandlicos e hidroetanélicos de la cascara y de la pulpa con semillas.

3.3.5.7. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
Para su determinacion se us6 el método de macrodilucion en caldo y los pasos se

detallan a continuacién (Anexo 10, 15, 16, 17 y 18).
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e Se prepararon en total 12 tubos de ensayo.

e Alos 12 tubos se le agreg6 1mL de caldo Mueller Hinton.

e Se agreg6 1mL de extracto hidroetandlico de la cdscara o pulpa con semillas de
Morinda citrifolia L. segun correspondia, a partir de este se tomé 1 mL y se
transfirié al siguiente tubo de ensayo, y asi consecutivamente hasta el ultimo tubo
de ensayo del que se descarté 1mL.

e A cadauno de los 11 tubos se le adicioné 0,1 mL de la suspension estandar de S.
mutans, a excepcion del tubo control negativo, ya que solo contenia Caldo Mueller
Hinton.

e Todos los tubos se llevaron a incubar a 37 °C con una atmdsfera de 5% de CO:
durante 24 horas (Duarte et al., 2012).

¢ Se hizo el mismo procedimiento con el extracto hidrometandlico de la cascara y
pulpa mas semillas de Morinda citrifolia L.

e Lalectura se realiz6 cuando hubo aparicién de turbidez en el medio; por lo que se
determin6é como CMI al tubo donde no habia turbidez en el medio (SEIMC, 2000).
Si hubiera habido turbidez, esto habria indicado que la concentracion de extracto
hidroetandlico o hidrometandlico presente en el medio no habia inhibido el
crecimiento bacteriano.

3.3.7. Concentracion Minima Bactericida

A partir del tubo donde se determiné la CMI, se sembré una asada de muestra de los

caldos no turbios, con la ayuda de un asa de Kolle estéril, en las placas con agar

Mueller Hinton y agar Mitis Salivarius, se llevaron a incubar a 37 °C con una

atmésfera de 5% de CO;durante 24 horas y la lectura de las placas se hizo por medio

de la observacion directa, determinando como CMB la placa donde no hubo

crecimiento de colonias. (SEIMC, 2001) (Anexo 10, 19, 20, 21y 22).

3.4. Tipo de investigacion

Investigacién basica: este tipo de investigacion se enfoca en lograr conocimiento

nuevo de modo sistematico, con la Unica finalidad de aumentar el conocimiento de

una determinada realidad (Alvarez, 2020).

3.5. Disefio de investigacion

Disefio cuasiexperimental: cuando el investigador obtiene datos observando los

hechos condicionados y manipula una variable y espera la respuesta de otra variable

(Alvarez, 2020).

En los disefios cuasiexperimentales se utiliza la manipulacion intencional de por lo

menos una de las variables independientes para analizar su impacto y su relacién ya
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sea con otra variable o mas variables dependientes. Ademas, en este disefio no se
asignan al azar los sujetos ya sea a grupos o emparejarlos, sino que ya se formaron
antes del experimento (Hernandez & Fernandez, 2018).

La investigacion cuasiexperimental requiere de contar con una hipétesis, una
exposicion y una respuesta para poder corroborar, pero los sujetos no se aleatorizan
entre los grupos de tratamiento y el control, 0 no existe un grupo control en si mismo
(Ujaen, s.f.)

3.6. Andlisis estadistico

Se empled el programa estadistico Minitab donde los datos se evaluaron empleando
el Analisis de varianza, luego se hizo una comparacion de medias con la prueba de
Tukey (p<0,05).

22



IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroetandlico e
hidrometandlico de la cascara y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni”.
Ayacucho 2021.

Tipo de extracto

) Extracto Extracto
Metabolito Ensayo hidroetanolico hidrometanélico
secundario =

ulpa
. Pulpa con . P
Céscara . Céscara con
semillas :
semillas
Flavonoides Shinoda - ++ - +
Fenoles y i
Taninos Cloruro férrico +++ +++ ++ +++
Alcaloides Mayer - - - -
Lactongs y Baljet + + + +
Cumarinas
Quinonas Borntrager + - - ++
Saponinas Espuma - - - -
Resinas Resinas - - - -
Glucésidos
P Kedde - - - -
cardioténicos
Flavonas Catequinas ++++ ++++ ++++ ++++
rééﬂg'i[iorreess Fehling ++++ +++ +++ ++++
Estt_armdales y Liebermann- + i+t it i+t
Triterpenos Burchard
Aminoacidos E. Ninhidrina ++++ ++++ ++++ +++

libres 0 aminas

Leyenda:

- : Ausente

+ : Escaso

++ : Moderado

+++ : Abundante
++++ : Muy abundante
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Tabla 2. Promedio de los halos de inhibicion (mm) del extracto hidroetandlico e
hidrometandlico de la cascara de Morinda citrifolia L. “noni” frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Extracto hidroetandlico de la cascara

Concentracién en mg/mL Repeticiones Promedio (mm)
T1 (200 mg/mL) ° 7,62
T2 (300 mg/mL) 8,44
T3 (500 mg/mL) 8,78
T4 (750 mg/mL) 10,2
T5 (900 mg/mL) 11,36
Amoxicilina 25 pg 16,26

Extracto hidrometanélico de la cascara

Concentracién en mg/mL Repeticiones Promedio (mm)

7,34
T1 (200 mg/mL)
T2 (300 mg/mL) 7,52
T3 (500 mg/mL) 8,68
T4 (750 mg/mL) 10,04
T5 (900 mg/mL) 11,20
Amoxicilina 25 pg 14,48
Leyenda:
T : Tratamiento
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Tabla 3. Promedio de los halos de inhibicion (mm) del extracto hidroetandlico e
hidrometandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Extracto hidroetanodlico de la pulpa con semillas

Concentracidon en mg/mL Repeticiones Promedio (mm)
T1 (200 mg/mL) > 8,26
T2 (300 mg/mL) 5 9,04
T3 (500 mg/mL) 5 10
T4 (750 mg/mL) 5 11,54
T5 (900 mg/mL) 5 14,32
Amoxicilina 25 ug 5 17,82

Extracto hidrometanélico de la pulpa con semillas

Concentracién en mg/mL Repeticiones Promedio (mm)
7,1
T1 (200 mg/mL) ° 16
T2 (300 mg/mL) 5 8,08
T3 (500 mg/mL) 5 9,04
T4 (750 mg/mL) 5 10,32
T5 (900 mg/mL) 5 11,14
Amoxicilina 25 pg 5 14,22
Leyenda:
T : Tratamiento
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicién de los extractos hidroetandlico e hidrometandlico
de la cascara y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni” en comparacién al
estandar de amoxicilina (25 pg) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ayacucho 2021.

Porcentaje de inhibicion (%)

Concentracién en E. hidroetandlico E. hidrometanélico
mg/mL ) Pulpa con ) Pulpa con
cascara cascara
semillas semillas
T1 (200 mg/mL) 46,86 46,35 50,69 50,35
T2 (300 mg/mL) 51,91 50,73 51,93 56,82
T3 (500 mg/mL) 54,00 56,12 59,94 63,57
T4 (750 mg/mL) 62,73 64,76 69,34 72,57
T5 (900 mg/mL) 69,86 80,36 77,35 78,34
Amoxicilina 25 pg 100 % 100 % 100% 100%
Leyenda:
T : Tratamiento
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Tabla 05. Concentracion Minima inhibitoria y Concentraciéon Minima Bactericida del
extracto hidroetandlico e hidrometanodlico de la cédscara y pulpa con semillas de
Morinda citrifolia L. “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, en caldo
Mueller Hinton. Ayacucho 2021.

Tipo de extracto Organo de Morinda citrifolia L. CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)

_ . Céscara 25 100
Hidroetanolico )
Pulpa con semillas 25 50
) . Céscara 25 50
Hidrometandlico _
Pulpa con semillas 25 50
Leyenda:
CMI : Concentracion minima inhibitoria
CMB : Concentracion minima bactericida
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V. DISCUSION

Los hallazgos obtenidos al identificar los metabolitos secundarios encontrados en los
tipos de extractos hidroetandlico e hidrometandlico de la cdscaray pulpa con semillas
de Morinda citrifolia L. “noni” se detallan en la tablas 1, donde se encontrd
flavonoides, fenoles, taninos, lactonas, cumarinas, quinonas, flavonas, azucares
reductores, esteroides, triterpenos, aminas; en la investigacién de (Ancona et al.,
2018) se obtuvieron resultados parecidos en el estudio de componentes quimicos en
extracto acuoso del fruto, flor, hoja y raiz del “noni”; sin embargo, a diferencia de
nuestros resultados, también reportaron la presencia de alcaloides y glucésidos
cardioténicos. Asi mismo, en el estudio de Mookhtiar et al.,, (2018) evaluaron
extractos metandlico, etandlico y en hexano e identificaron otros compuestos como
acido caproico, acido linoleico, acido caprilico, rutina, acido ursélico y proxenina,
ademas de compuestos fendlicos como la acubina, alizarina, L-asperulosido, entre
otros componentes que serian los responsables de su potencial antibacteriano, sin
embargo, la diferencia con lo hallado en este estudio podria deberse a que se usaron
distintos tipos de extractos y condiciones de temperatura como lo indica (Mohammad
et al., 2016).

Los componentes que se hallaron en esta investigacion, en los tipos de extractos de
Morinda citrifolia L. “noni” en la cdscara como en la pulpa con semillas, confieren la
capacidad antimicrobiana, antiinflamatoria, antiviral y antioxidante como lo sefiala
Ancona et al.,, 2018. Ademas, (Ulloa et al.,2012) mencionan los componentes
fendlicos presentes en diferentes partes del “noni” tienen efecto antibacteriano en
oposiciébn a cepas de Bacillus subtilus, Staphylococcus aureus, Echerichia coli,

Shigella y Salmonella, los compuestos fendlicos tienen el potencial de destruir la
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pared y membrana de la célula, inactivar los sistemas enzimaticos (Abud et al., 2015).
En cuanto a los taninos tienen la propiedad de ser astringentes y de sabor amargo,
sus principales mecanismos de accién son atribuidos a la inhibicién de enzimas,
accion sobre las membranas de los microorganismos y la privacion de sustratos
(Olivas et al., 2015). Respecto a los flavonoides, estos tendrian su accion inhibiendo
la produccion de ADN, debido a que crean complejos entre las proteinas que son
extracelulares y solubles como las adhesinas con la pared de la bacteria, provocando
la alteracion de la membrana del microbio (Domingo y Lépez-Brea, 2003; Salazar,
2016). Las cumarinas presentan accion antibacteriana mediante la interaccion con el
ADN (Al-Majedy et al.,2017; Domingo y LOpez-Brea, 2003). Las lactonas de tipo
sesquiterpénicas, inducen la apoptosis celular (Ruiz-Reyes & Suarez, 2015). Los
terpenos presentan como actividad antibacteriana el alterar la bicapa lipidica de la
membrana plasmatica, alterando asi su permeabilidad (Bueno et al., 2009). Los
esteroides presentan actividad antimicrobiana (Ferndndez, 2017). Las quinonas
poseen alta reactivad, forman complejos con los aminoacidos hidrofilicos de las
proteinas, lo que inactiva las proteinas y anula su funcién (Domingo y Lopez-Brea,
2003). Algunos azucares reductores tienen accion antibacteriana (Vizcaino et al.,
2013). La accién de las aminas se da por su interaccién con la membrana plasmatica
(Diomedi et al.,2017).

En la tabla 2 observamos el promedio de los halos de inhibicién que se obtuvieron al
exponer los extractos hidroetandlico de la cascara de Morinda citrifolia L. “noni” frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175, encontrandose que el halo de inhibicion de
mayor diametro se obtuvo con la concentracion 900 mg/mL cuyo promedio de halos
de inhibicién fue de 11,36 mm y fue superior a las concentraciones de 200 mg/mL,
300 mg/mL, 500 mg/mL y 750 mg/mL cuyo promedio de halos de inhibicién fueron
de 7,62 mm, 8,44 mm, 8,78 mm y 10,2 mm en ese orden. La prueba de ANOVA
(Anexo 27) con un nivel de confianza del 95%, indica que hay diferencia entre el
efecto de los tratamientos (p<0,05) y la prueba de Tukey (Anexo 31) muestra que con
la concentracién de 900 mg/mL se obtiene mejores resultados de efecto inhibitorio y
gue difiere significativamente de las concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL y 500
mg/mL; ademas las concentraciones 750 mg/mL y 500 mg/mL no presentan
diferencia significativa entre ella.

Los resultados encontrados respecto a la evaluacion del efecto antibacteriano estan
directamente relacionados con la concentracion del extracto, ya que se observo que,

a mayor concentracion de los metabolitos secundarios, hay mayor efecto

30



antibacteriano producido, estos hallazgos se explican por el uso de la técnica de Kirby
Bauer, ya que, si se coloca una cantidad alta de extracto vegetal, principio activo o
antibidtico sobre el disco de papel, entonces este se propagara mas, abracara mas
area y producird un halo de inhibiciobn mas amplio (SEIMC, 2000; Ramirez y Castafo,
2009). En cuanto a la eficacia del extracto hidroetandlico de “noni”, Herrera (2017)
demostré que este tipo de extracto inhibié mejor la cepa de Streptococcus mutans,
con halos de inhibicion de 10 mm para la concentracién de 6,2 mg/mL y 10,21 mm
para la concentracion de 25 mg/mL. Sin embargo, mostré mayor eficacia Candida
albicans, llegandose a la conclusién de que el extracto de “noni” es eficaz como
antibacteriano. Sin embargo, nuestros resultados no se asemejan del todo a los
obtenidos por Oliva (2019) quien evalu6 concentraciones de 25 mg/mL, 50 mg/mL y
75 mg/mL del extracto hidroetandlico del fruto Morinda citrifolia L. “noni” frente a S.
mutans, los halos de inhibicién promedio que se tuvieron fueron de: 17,00 mm, 21,00
mm y 23,5 mm respectivamente, mucho mas grandes que los obtenidos en este
estudio, por lo que es importante sefialar que muchos factores afectaran el tamafio
de los halos de inhibicidn, tales como: el medio de cultivo donde ser realiza la prueba,
la capacidad del compuesto para difundirse, cantidad de inGculo que se use, el tiempo
de generacidon del microorganismo, la susceptibilidad que presente hacia el
antibiético y por ultimo el periodo de incubacion. Ademas, debemos tener en cuenta
gue por mas que se obtenga un halo de inhibicién pequefio, este indicara que hay
actividad antibacteriana cuando se trabaja con material vegetal (Palomino, 2000).

Asi mismo, en la tabla 2 observamos que el promedio de los halos de inhibicion que
se obtuvieron al exponer el extracto hidrometandlico de la cascara de Morinda
citrifolia L. “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, vemos que el halo de
inhibicion de mayor diametro se obtuvo por la concentracion de 900 mg/mL cuyo
promedio de halos de inhibicion fue de 11,20 mm, siendo superior a las
concentraciones 200 mg/mL,300 mg/mL, 500 mg/mL y 750 mg/mL cuyo promedio de
halos de inhibicion fue de 7,34 mm, 7,52 mm, 8,68 mm y 10,04 mm en ese orden.
La prueba de ANOVA (Anexo 28) con un nivel de confianza del 95%, nos indica una
diferencia entre el efecto de los tratamientos (p<0,05) y la prueba de Tukey (Anexo
32) demostré que las concentraciones estudiadas de 900 mg/mL y 750 mg/mL
muestran mejor efecto inhibitorio, no hay diferencia significativa entre ellas, sin
embargo, si hay diferencia estadistica entre las concentraciones 200 mg/mL, 300
mg/mL y 500 mg/mL, mientras que entre las concentraciones 300 mg/mL y 200

mg/mL no hay diferencia estadistica.
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Abou et al., (2017) reportaron la acciéon antimicrobiana de extractos de metanol-n-
butanol, metanol, acetato de etilo y hexano del fruto de noni frente a distintas
bacterias y hongos, demostrando mejor actividad antimicrobiana con el extracto de
metanol que fue el méas efectivo y que se atribuyeron a la presencia de componentes
fendlicos como l-asperulosido, acubina, escopoletina y alizarina.

En la tabla 3, se muestra que con el extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas
de “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, el halo de inhibicion de mayor
diametro se obtuvo con la concentracion de 900 mg/mL, cuyo promedio de halos de
inhibicion fue de 14,32 mm y es superior a las concentraciones evaluadas de 200
mg/mL,300 mg/mL, 500 mg/mL y 750 mg/mL que tuvo como promedio de halos de
inhibicién 8,26 mm, 9,04 mm, 10,00 mm y 11,54 mm en ese orden. La prueba de
ANOVA (Anexo 29) empleando un nivel de confianza del 95%, demostré que hay
diferencia entre el efecto de los tratamientos (p<0,05) y la prueba de Tukey (Anexo
33) demostrd que la concentracion de 900 mg/mL presenta mejor efecto inhibitorio y
que difiere significativamente de las concentraciones 200 mg/mL,300 mg/mL, 500
mg/mL y 750 mg/mL; ademas las concentraciones de 750 mg/mL y 500 mg/mL no
muestran diferencias significativas entre ellas, tampoco hay diferencia significativa
entre las concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL y 500 mg/mL.

En la investigacién de Kumarasamy et al., (2014), se demostr6 que el extracto acuoso
crudo de los frutos maduros de Morinda citrifolia L tienen actividad antibacteriana
frente a Streptococcus mutans y el Streptococcus mitis, que son la causa principal
de caries dental en personas, el extracto probado logré inhibir efectivamente el
desarrollo de S. mutans obteniéndose halos promedios de 19 + 0,5 mm y para S.
mitis halos promedios de 18,6 + 0,3 mm. De igual manera (Altamirano et al., 2021)
evaluaron la accion antibacteriana del extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. “noni” empleando las concentraciones 400, 500, 600, 700, 800 y 900 mg/mL frente
a cepas de Staphylococcus aureus, demostraron halos de 6,11 mm, 8,00 mm, 9,88
mm, 11,22 mm, 13,11 mm y 16,22 mm respectivamente, concluyendo que hay un
mayor efecto antibacteriano del extracto etandlico de Morinda citrifolia L. al evaluar
mayor concentracion.

También la tabla 6 se muestra que con el extracto hidrometandlico de la pulpa con
semillas de “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, el halo de inhibicién
de mayor diametro se obtuvo por la concentracion estudiada de 900 mg/mL cuyo
promedio de halos de inhibicién fue de 11,14 mm, que superé a las concentraciones

de 200 mg/mL ,300 mg/mL, 500 mg/mL y 750 mg/mL, con halos de inhibicion
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promedio de 7,16 mm, 8,08 mm, 9,04 mm y 10,32 mm respectivamente. La prueba
de ANOVA (Anexo 30) empleando un nivel de confianza del 95%, nos indica que hay
diferencia entre el efecto de los tratamientos (p<0,05) y la prueba de Tukey (Anexo
34) demostrd que la concentracién de 900 mg/mL muestra diferencias significativas
con las concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL y 500 mg/mL. Ademas, las
concentraciones 500 mg/mL y 750 mg/mL no difieren entre si, pero la concentracion
750 mg/mL difiere significativamente de las concentraciones de 200 mg/mL y 300
mg/mL.

En la investigacion de Wei et al. (2008) se reporté las propiedades antibacteriales del
extracto metandlico del fruto maduro del “noni" sobre las bacterias Vibrio
parahaemolyticus, E.coli, Salmonella sp, Streptococcus sp y Vibrio cholerae; asi
mismo en la investigacion de (Jayaraman et al., 2008) se mostrd la accién inhibitoria
del extracto metandlico del fruto de M. citrifolia sobre Salmonella paratyphi y
Staphylococcus aureus empleando la técnica de difusion a una concentracion de 100
mg/mL.

En la tabla 4, observamos el porcentaje de inhibicibn empleando distintas
concentraciones del extracto hidroetandlico de la cascara de Morinda citrifolia L.
‘noni” sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Se observa que las
concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL, 500 mg/mL, 750 mg/mL y 900 mg/mL de
los extractos hidroetandlico de la cascara presentaron porcentajes de inhibicion de
46,86%, 51,91 %, 54%, 62,73% y 69,86% en ese orden, respecto al estandar
amoxicilina de 25 pg. Asi mismo, la concentracion 900 mg/mL generé el mayor
porcentaje de inhibiciébn (69,86%) y la concentracion 200 mg/mL de extracto
hidroetandlico de la cdscara, gener6 menor porcentaje de inhibicién (46,86%). Con
relacion a los porcentajes de inhibicion, (Ramirez y Diaz, 2007 citado por Cruz et al.,
2010) sefialan que se considerara la actividad antibacteriana alta cuando el
porcentaje de inhibicién obtenido sea mayor a 70%, sera intermedia si esta entre 50-
70% y considerada baja cuando es menor al 50 %. Por ende, podemos afirmar que
el porcentaje de inhibicion de los extractos hidroetandlico de la cédscara en su
concentracion 200 mg/mL es baja, el porcentaje de inhibicién de las concentraciones
300 mg/mL, 500 mg/mL, 750 mg/mL es intermedia y para la concentracion 900
mg/mL es alta. Asi mismo, en la misma tabla se observa el porcentaje de inhibicion
de los extractos hidrometandlico de la cdscara de Morinda citrifolia L. “noni” sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. Se observa que las concentraciones 200

mg/mL, 300 mg/mL, 500 mg/mL, 750 mg/mL y 900 mg/mL de los extractos
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hidrometandlico de la cascara presentaron porcentajes de inhibicién de 50,69%,
51,93 %, 59,94%, 69,34% y 77,35% en ese orden, respecto al estdndar amoxicilina
de 25 pg, la concentracion 900 mg/mL gener6 un porcentaje de inhibicion alto, las
concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL, 500 mg/mL y 750 mg/mL generaron un
porcentaje de inhibicion intermedio.

También en la tabla 4 se observa los porcentajes de inhibicion del extracto
hidroetandlico de la pulpa con semillas sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
Se observa que las concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL, 500 mg/mL, 750 mg/mL
y 900 mg/mL, presentaron porcentajes de inhibicion de 46,35 %, 50,73 %, 56,12 %,
64,76 % y 80,36% en ese orden, respecto al estandar amoxicilina de 25 pg, la
concentracion 900 mg/mL de extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas generé
un porcentaje de inhibicion alto, las concentraciones 300 mg/mL, 500 mg/mL y 750
mg/mL generaron un porcentaje de inhibicion intermedio y la concentracion de 200
mg/mL generd un porcentaje de inhibicion bajo. En la misma tabla, se observa los
porcentajes de inhibicion de los extractos hidrometandlico de la pulpa con semillas
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Se observa que las concentraciones
200 mg/mL, 300 mg/mL, 500 mg/mL, 750 mg/mL y 900 mg/mL, presentaron
porcentajes de inhibicion de 50,35 %, 56,82 %, 63,57 %, 72,57 % y 78,34 % en ese
orden, respecto al estandar amoxicilina de 25 ug, las concentraciones de 900 mg/mL
y 750 mg/mL de extracto hidrometandlico de la pulpa con semillas generaron un
porcentaje de inhibicion alto, las concentraciones 200 mg/mL, 300 mg/mL y 500
mg/mL generaron un porcentaje de inhibicién intermedio de acuerdo con lo
establecido por (Ramirez y Diaz, 2007 citado por Cruz et al., 2010).

En la tabla 5 se muestra el producto de la evaluacion de la CMI y la CMB del extracto
hidroetandlico de la cascara de Morinda citrifolia L. “noni”, resultando como CMI la
concentracion de 25 mg/mL y como CMB la concentracién de 100 mg/mL. En la
misma tabla se sefala la CMI y la CMB del extracto hidrometandlico de la cascara
de Morinda citrifolia L. “noni”, teniendo como CMI la concentracion de 25 mg/mL y
como CMB a la concentracion de 50 mg/mL. Ademas, se puede observar en la tabla
la CMI y la CMB del extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas de Morinda
citrifolia L. “noni”, siendo CMI la concentracién de 25 mg/mL y como CMB la
concentracion de 50 mg/mL. También se muestran los resultados de la CMI y CMB
del extracto hidrometandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni”,
se indico como CMI la concentracion de 25 mg/mL y como CMB la concentracion de

50 mg/mL. Como sefiala Tinco (1998) los valores que se obtienen de CMIy CMB son
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altos y esto es normal cuando se trabaja con extractos de planta, esto se debe a que
las plantas poseen cantidades pequefias de estos metabolitos secundarios (entre 0,1
a 2%), ademas, la OPS (2019) menciona que dentro de la composicion vegetal se
pueden encontrar principios activos con otros metabolitos secundarios que pueden
suprimir acciéon antibacteriana. Estos resultados, cumplen con la condicién del
(SEIMC, 2001) de que generalmente la CMI y la CMB, se encuentran muy proximas.
Lo obtenido de la CMI de los extractos de Morinda citrifolia L. tienen sustento con el
estudio de Kumarasamy et al., (2014), quienes en su investigacion estudiaron la
accion antibacteriana del extracto acuoso de los frutos maduros de Morinda citrifolia
L. sobre estreptococos orales tales como Streptococcus mutans y el Streptococcus
mitis, determinando que la CMI del extracto para S. mutans y S. mitis fue de 125
pg/mL y 62,5 ug/mL, respectivamente. Ademas los resultados obtenidos guardan
relacién con el estudio de Mookhtiar et al., (2018) que demostraron que el jugo de la
fruta madura de Morinda citrifolia L. presenta efecto inhibidor contra los
microorganismos causantes de caries S. mutans y Streptococcus mitis, y su
concentracion minima inhibitoria es 125 pyg/mL y 62,5 pg/mL; resultados que de igual
manera muestran su conformidad con los obtenidos por Altamirano y Castro (2017)
realizaron un estudio cuyo objetivo era determinar la accién antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de Morinda citrifolia L. “noni” frente a cepas de Staphylococcus
aureus y de Pseudomonas aeruginosa, hallando que el extracto etandlico de Morinda
citrifolia L. “noni” presenta sensibilidad para Staphylococcus aureus teniéndose halos
de inhibicibn promedio de 16,22 mm y una CMI de 58,3 mg/mL; en cuanto a
Pseudomonas aeruginosa no hubo presencia de sensibilidad; Ademas, Altamirano et
al., (2021) también demostraron la CMI del extracto hidroetandlico de Morinda
citrifolia L. sobre 3 cepas de S. aureus resultado ser 50 mg/mL para la primera cepa,
de 100 mg/mL para la segunda cepa y 25 mg/mL para la tercera cepa; con todos
estos resultados se demuestra que los extractos de “noni” tienen efecto

antibacteriano frente a bacterias cariogénicas y otros grupos bacterianos.
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VI. CONCLUSIONES

Los extractos hidroetandlicos e hidrometandlicos de la cascara y pulpa con
semillas de Morinda citrifolia L. “noni” presentan accion antibacteriana in vitro
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se determiné cualitativamente la presencia de distintos metabolitos secundarios
en los extractos hidroetandlico e hidrometandlico de la cascara de Morinda
citrifolia L. “noni” siendo los mas abundantes en la cascara fenoles, taninos,
lactonas, cumarinas, flavonas, azlcares reductores, esteroides, triterpenos y
aminas; en los extractos hidroetandlicos e hidrometandlicos de la pulpa con
semillas, los méas abundantes fueron los flavonoides, fenoles, taninos, lactonas,
cumarinas, flavonas, azlcares reductores, esteroides, triterpenos y aminas.

Se obtuvo un mayor promedio del didmetro de los halos de inhibicién del
extracto hidroetandlico e hidrometandlico de la cascara de Morinda citrifolia L.
“noni” a una concentracién de 900 mg/mL siendo 11,36 mm y 11,20 mm
respectivamente; en cuanto a los extractos hidroetandlicos e hidrometanolicos
de la pulpa con semillas, el extracto hidroetandlico presenté mayores halos
promedio en las concentraciones 900 mg/mL y 750 mg/mL siendo 14,32 mm y
11,54 mm respectivamente y para el extracto hidrometandlico de la pulpa el
mayor promedio de halo de inhibicién presenté la concentracion 900 mg/mL
siendo 11,14 mm.

Se obtuvo mayor porcentaje de inhibicion a mayor concentracion, en cuanto a
los extractos hidroetanodlicos e hidrometandlicos de la cascara, en la
concentracion de 900 mg/ mL se obtuvieron porcentajes de inhibicién de 69,86
% y 77,35 % respectivamente; para los extractos hidroetandlico e

hidrometandlico de la pulpa con semillas, se obtuvieron porcentajes de
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inhibicién de 80,36 % y 78,34% respectivamente.

La CMI y la CMB determinada para Streptococcus mutans ATCC 25175,
empleando el extracto hidroetanélico de la cascara de Morinda citrifolia L. “noni”,
fue 25 mg/mL y 100 mg/mL en ese ordeny utilizando el extracto hidrometandlico
de la cascara fue 25 mg/mL y 50 mg/mL en ese orden. Asi mismo, la CMI vy la
CMB encontrada para Streptococcus mutans ATCC 25175, empleando el
extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni”,
fue 25 mg/mL y 50 mg/mL en ese orden y utilizando el extracto hidrometanolico
de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L. “noni”, fue 25 mg/mL y 50 mg/mL

en ese orden.
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VIl. RECOMENDACIONES

Profundizar la investigacién de Morinda citrifolia L. “noni” ya que no se cuenta con
muchos estudios respecto a la actividad anticariogénicas.

Determinar la accién antibacteriana sobre Streptococcus mutans y otros
microorganismos empleando las distintas partes de Morinda citrifolia L. “noni”
utilizando de diferentes solventes organicos.

Evaluar la toxicidad de los extractos de distintas partes de Morinda citrifolia L.
“noni”.

Realizar estudios in vivo en modelos animales para evaluar los efectos
terapéuticos de los extractos hidroetandlicos e hidrometanolicos de las distintas
partes del fruto de Morinda citrifolia L. “noni”, que podrian conducir a la

formulacién farmacéutica de productos anticariogénicos.
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Anexos

Anexo 1. Constancia de identificacién de Morinda citrifolia L “noni”
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Anexo 2. Certificado de andlisis de Streptococcus mutans ATCC ® 25175.
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Anexo 3. Preparacion de los extractos hidroetandlico e hidrometandlico de la cascara
y de la pulpa con semillas de Marinda citrifolia L “noni”. Ayacucho 2021.
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Anexo 4. Secado y obtencion de extracto blando en rotavapor y estufa del extracto
hidroetandlico e hidrometandlico de la céscara y pulpa con semillas de Morinda
citrifolia L “noni”. Ayacucho 2021.
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Anexo 5. ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroetandlico de la cascara Morinda citrifolia L “noni”. Ayacucho 2021.

Catequinas en los extractos hidroetandlico, en luz UV.
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Anexo 6. ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroetandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni”. Ayacucho 2021.

Ensayo de Bortrager de los extractos hidroetandlico e hidrometandlico de la cascara
y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni”
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Anexo 7. ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidrometandlico de la cascara de Morinda citrifolia L “noni”. Ayacucho 2021.

Catequinas de los extractos hidrometandlico, en luz UV.
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Anexo 8. ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidrometandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni”. Ayacucho
2021.

Ensayo de Bortrager de los extractos hidroetandlico e hidrometandlico de la cascara
y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni”
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Anexo 9. Cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Streptococcus mutans ATCC 25175 en agar Mitis Salivarius y su coloracion Gram.
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Anexo 10. Determinacion de los halos de inhibicion, Concentracion Minima
Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroetandlico e

hidrometandlico de la cascara y pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni”.
Ayacucho 2021.
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Anexo 11. Halos de inhibicién formados por el extracto hidroetandlico de la cascara
de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho
2021.
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300 mg/mL

900 mg/mL

300 mg/mL 500 mg/mL
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Anexo 12. Halos de inhibicién formados por el extracto hidroetandlico de la pulpa con
semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ayacucho 2021.

750 mg/mL
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Anexo 13. Halos de inhibicién formados por el extracto hidrometandlico de la cascara
de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho
2021.

500 mg/mL 300 mg/mL

900 mg/mL
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Anexo 14. Halos de inhibicion formados por el extracto hidrometandlico de la pulpa
con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2021.

500 mg/mL

900 mg/mL

300 mg/mL
200 mg/mL

Concentraciones 900 mg/mL, 750 mg/mL, 500 mg/mL, 300 mg/mL y 200 mg/mL

| 750 mg/mL
500 mg/mL -

300 mg/mL

900 mg/mL

200 mg/mL




Anexo 15. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto hidroetanélico de la cascara

de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en caldo
Mueller Hinton. Ayacucho 2021.

TUBO N°3
CcMI
31,25 mg/mL

T 7

TUBO N°3
CMI
31,25 mg/mL

63



Anexo 16. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto hidroetandlico de la pulpa
con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175
en caldo Mueller Hinton. Ayacucho 2021.

TUBO N°3
CMI
31,25 mg/mL
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TUBO N°3
CMI
31,25 mg/mL
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Anexo 17. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto hidrometandlico de la

cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en
caldo Mueller Hinton. Ayacucho 2021.

TUBO N°3
CMI
31,25 mg/mL

TUBO N°3
CcMI
31,25 mg/mL
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Anexo 18. Concentracién Minima Inhibitoria del extracto hidrometandlico de la pulpa

con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175
en caldo Mueller Hinton. Ayacucho 2021.
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TUBO N°3
CMI
31,25 mg/mL

TUBO N°3
CcMI
31,25 mg/mL
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Anexo 19. Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroetandlico de la
cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
acucho 2021.

TUBO N°3
i
31,25 mg/L

TUBO N°1
CMB
150 mg/mL

3
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Anexo 20. Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroetandlico de la pulpa

con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2021.

TUBO N°2
cmB
62,50 mg/ml

Y

R l ,;,
\ TUBON®3 | =
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Anexo 21. Concentracion Minima Bactericida del extracto hidrometanolico de la
cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ayacucho 2021.

o
31,25 mg/ml

TUBO N®2
cmB
62,50 mg/ml

A\ ///
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Anexo 22. Concentracion Minima Bactericida del extracto hidrometanélico de la
pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. Ayacucho 2021.

TUBO N'3

31,25 mg/mi

TUBO N°2
cmB
62,50 mg/ml

»

-

’ : / — //
\ J /
| TuBO N2 / /

3
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Anexo 23. Prueba de normalidad de Anderson-Darling de los halos de inhibicion del
extracto hidroetandlico de la cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

A-cuadrado Valor P
T (200 mg/mL) 0,34 0,320
T (300 mg/mL) 0,33 0,344
T (500 mg/mL) 0,22 0,651
T (750 mg/mL) 0,31 0,403
T (900 mg/mL) 0,29 0,453

Nota: Valor de P=0.05 indica distribucién normal de la muestra
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Anexo 24. Prueba de normalidad de Anderson-Darling de los halos de inhibicion del
extracto hidrometandlico de la cédscara de Morinda citrifolia L “noni” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

A-cuadrado Valor P
T (200 mg/mL) 0,21 0,723
T (300 mg/mL) 0,22 0,658
T (500 mg/mL) 0,39 0,235
T (750 mg/mL) 0,44 0,159
T (900 mg/mL) 0,36 0,275

Nota: Valor de P=0.05 indica distribucién normal de la muestra
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Anexo 25. Prueba de normalidad de Anderson-Darling de los halos de inhibicion del
extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

A-cuadrado Valor P
T (200 mg/mL) 0,33 0,341
T (300 mg/mL) 0,39 0,237
T (500 mg/mL) 0,25 0,554
T (750 mg/mL) 0,35 0,309
T (900 mg/mL) 0,27 0,516

Nota: Valor de P=0.05 indica distribuciéon normal de la muestra
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Anexo 26. Prueba de normalidad de Anderson-Darling de los halos de inhibicion del
extracto hidrometandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

A-cuadrado Valor P
T (200 mg/mL) 0,182 0,42
T (300 mg/mL) 0,38 0,248
T (500 mg/mL) 0,44 0,162
T (750 mg/mL) 0,29 0,453
T (900 mg/mL) 0,37 0,263

Nota: Valor de P20.05 indica distribucién normal de la muestra
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Anexo 27. Andlisis de varianza de los halos de inhibicion del extracto hidroetanélico
de la cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2021.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 44,42 11,1050 16,05 0,000
Error 20 13,84 0,6920
Total 24 58,26
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Anexo 28 Analisis de varianza de los halos de inhibicion del extracto hidrometanélico
de la cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2021.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 54,802 13,7004 28,96 0,000
Error 20 9,460 0,4730
Total 24 64,262
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Anexo 29. Andlisis de varianza de los halos de inhibicién del extracto hidroetandlico
de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 114,93 28,733 18,19 0,000
Error 20 31,58 1,579
Total 24 146,51
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Anexo 30. Analisis de varianza de los halos de inhibicién del extracto hidrometandlico
de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 52,23 13,0576 18,12 0,000
Error 20 14,41 0,7206
Total 24 66,64
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Anexo 31. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién del

extracto hidroetandlico de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

la cascara de Morinda citrifolia L “noni” frente a

Factor Media Agrupacion
T (900 mg/mL) 11,360
T (750 mg/mL) 10,200 B
T (500 mg/mL) 8,780 B C
T (300 mg/mL) 8,440 C
T (200 mg/mL) 7,620 C

Nota: Se muestrean las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Las medias que no comparten

una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 32. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién del
extracto hidrometandlico de la cédscara de Morinda citrifolia L “noni” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Factor N Media Agrupacion
T (900 mg/mL) 5 11,200 A
T (750 mg/mL) 5 10,040 A
T (500 mg/mL) 5 8,680 B
T (300 mg/mL) 5 7,520 B C
T (200 mg/mL) 5 7,3400 C

Nota: Se muestrean las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 33. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién del
extracto hidroetandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Factor N Media Agrupacion
T (900 mg/mL) 5 14,320 A
T (750 mg/mL) 5 11,540 B
T (500 mg/mL) 5 10,000 B C
T (300 mg/mL) 5 9,040 c
T (200 mg/mL) 5 8,260 C

Nota: Se muestrean las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.

81



Anexo 34. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién del
extracto hidrometandlico de la pulpa con semillas de Morinda citrifolia L “noni” frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Factor N Media Agrupacion
T (900 mg/mL) 5 11,140 A
T (750 mg/mL) 5 10,320 A B
T (500 mg/mL) 5 9,040 B C
T (300 mg/mL) 5 8,080 C D
T (200 mg/mL) 5 7,1600 D

Nota: Se muestrean las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 35. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicion de
los extractos hidroetandlico de la cdscara, hidroetandlico de la pulpa con semillas,
hidrometandlico de la cascara, hidrometandlico de la pulpa con semillas de Morinda
citrifolia L “noni” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2021.

Tratamientos Media Agrupacién

HE PULPA 900 mg/mL
HE PULPA 750 mg/mL
HE CASCARA 900 mg/mL
HM CASCARA 900 mg/mL
HM PULPA 900 mg/mL
HM PULPA 750 mg/mL
HE CASCARA 750 mg/mL
HM CASCARA 750 mg/mL 10,040

HE PULPA 500 mg/mL 10,000

N

5 14,320 A
5
5
5
5
5
5
5
5

HM PULPA 500 mg/mL 5 9,040

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

11,540
11,360
11,200
11,140
10,320
10,200

0 0 W W W W W W

O O O o0 0 O 0

HE PULPA 300 mg/mL 9,040
HE CASCARA 500 mg/mL 8,780
HM CASCARA 500 mg/mL 8,680
HE CASCARA 300 mg/mL 8,440

HE PULPA 200 mg/mL 8,260

HM PULPA 300 mg/mL 8,080
HE CASCARA 200 mg/mL 7,620
HM CASCARA 300 mg/mL 7,520
HM CASCARA 200 mg/mL 7,3400

HM PULPA 200 mg/mL 7,1600

O O O 0O 0O U U O O O

m m m m m m m m m Mm

mM MM M M M M M M M M T

Nota: Se muestrean las medias para todos los tratamientos evaluados. Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.
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Anexo 36: Matriz de consistencia

. VARIABLES E .
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA

Efecto ¢Los extractos Objetivo general Los extractos de Variable independiente Tipo de investigacion
antibacteriano de Morinda Determinar el efecto antibacteriano  Morinda citrifolia L. Extractos hidroetandlicos e Basica
in vitro de los citrifolia L. invitro de los extractos de Morinda ~ “noni” tienen efecto hidrometandlicos de la Disefio de investigacion
extractos de “noni” tendran citrifolia L. “noni”  sobre  antibacteriano in vitro cascara y pulpa con semillas  Cuasiexperimental
Morinda efecto Streptococcus  mutans  ATCC  gopre |a cepa de de Morinda citrifolia L. “noni”  Unidad de analisis
citrifolia L. antibacteriano 29175 . Streptococcus mutans  Indicadores Muestra bioldgica de fruta
“‘noni”  sobre in vitro sobre OPIetivos especificos ATCC 25175. Concentraciones de 900 de Morinda citrifolia L.
Streptococcus Streptococcus Determinar de manera cualitativa los mg/mL, 750 mg/mL 500 Unidad de andlisis

mutans ATCC
25175.

mutans ATCC
251757

metabolitos secundarios esenciales
en los dos tipos de extractos de la
cascara y pulpa con semillas de
Morinda citrifolia L. “noni”.
Determinar el diametro de los halos
de inhibiciébn de los dos tipos de
extractos de la cascara y pulpa con
semillas Morinda citrifolia L. “noni” in
vitro sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Determinar el porcentaje de inhibicion
de los dos tipos de extractos de la
cascara y pulpa con semillas Morinda
citrifolia L. “noni” in vitro sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.
Determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria y la Concentracion Minima
Bactericida de las concentraciones
900mg/mL,750mg/mL,500mg/mL,300
mg/mL y 200mg/mL de los dos tipos
de extractos de la cascara y pulpa con
semillas de Morinda citrifolia L. “noni”
in vitro sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.

mg/mL, 300 mg/m y 200
mg/mL

Marcha fitoquimica

Variable dependiente

Efecto antibacteriano de los
extractos hidroetandlicos e
hidrometandlicos de la
cascara y pulpa con semillas
sobre Streptococcus mutans.
Indicadores
Diametro  del
inhibicion (mm)
Porcentaje de inhibicion (%)

halo de

Concentracién Minima
Inhibitoria (mg/mL)
Concentracién Minima

Bactericida (mg/mL)

Cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175
Analisis estadistico de
los datos

Se realizarda pruebas de
homogeneidad,
normalidad y andlisis de
varianza (ANOVA) para
determinar si hubo
diferencia en los halos de
inhibicién en los
extractos. Ademads, se
realizard la prueba de
Tukey para hacer
comparaciones multiples.
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Anexo 37: Operacionalizaciéon de variables

DEFINICION TIPO DE ESCALA DE DEFINICION INSTRUMENTOS DE
VARIABLES CONCEPTUAL VARIABLES MEDICION INDICADOR OPERACIONAL MEDICION
Un extracto es un preparado
concentrado de 1) Técnica
consistencia solida, liquida 1) Concentraciones -
Extracto . . : para la obtencion
! . o intermedia, derivados de 900 mg/mL,
hidroetandlico e de los extractos
. e generalmente de alguna . 750 mg/mL 500 - oy
hidrometandlico de la < ; Variable de Morinda 1) Balanza analitica
. parte u drgano de especies . . . mg/mL, 300 P PR .
céscara y pulpa con . independiente Razén citrifolia L. “noni”  2) Reacciones de
A . vegetales, se obtienen al mg/mL y 200 -
semillas de Morinda ial mL 2) Ensayos coloracion
citrifolia L. “noni” evaporar parcia 0 mg/m de identificacion
totalmente el disolvente en 2) Marcha de metabolitos
los liquidos extractivos de fitoquimica. .
- - secundarios
origen vegetal (Carrion y
Garcia,2010)
1) Prueba de
sensibilidad
1) Diametro de halo S: sensible
de inhibicion (formacion de
. (mm) halo)
. . Capac_ldad de | matar, 2) Concentracion R: resistente
Efecto antibacteriano destruir o} inactivar Variable Minima (ausencia de 1) Vernier
sobre Streptococcus microorganismos, impedir . . oo P
; L . . dependiente Razén Inhibitoria halo) 2)Observacion directa
mutans. su proliferacion y/o impedir (mg/mL) 2) Presencia 0 3)Observacion directa
su accion patdgena (Sosa, 9 L :
3) Concentracion ausencia de
2015) - ;
Minima turbidez
Bactericida 3) Presencia o]
(mg/mL) ausencia de

crecimiento  de
colonias.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Bach. Katty Sarai ORE GALVEZ
RESOLUCION DECANAL N° 233-2024-UNSCH-FCB-D
En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del veinte de junio del afio dos mil
veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, presidido
por el Dr. Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA; Dr. Aurelio CARRASCO VENEGAS (Miembro-
Jurado); Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ (Miembro — Asesor); Dra. Roberta Brita ANAYA
GONZALEZ (Miembro- 4to. Jurado); actuando como secretario docente el Mg. lime Jack
RIVERA VILLAR; para presenciar la sustentacién de tesis titulada: Efecto antibacteriano in
vitro de los extractos de Morinda citrifolia L. “noni” sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
presentado por la Bach. Katty Sarai ORE GALVEZ; el presidente encargado luego de verificar
la documentacion presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacién
generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio al acto de
sustentacion, indicando a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para
exponer su trabajo de investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos
de la Escuela Profesional de Biologia. Culminada la exposicion, el presidente invité a cada
uno de los Miembros del Jurado a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas
a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente invité a la sustentante vy al publico
asistente a abandonar momentdneamente el Auditorio para que los miembros del jurado
evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados son los que se
consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicidn Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Aurelio CARRASCO VENEGAS 18 17 18
Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ 16 14 15
PROMEDIO 17

La sustentante alcanzo el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé
el ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las
doce y veinte del medio dia; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Dr. Saturnj BAUTISTA

Miembro — 4to. Jurado iembro-Asesor

Mg. Ji ILLAR

ecrétario docente



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 69-2024-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director Encargado de la Escuela Profesional de
Biologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto antibacteriano in
vitro de los extractos de Morinda citrifolia L. “noni” sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175. por KATTY SARAI ORE GALVEZ; he constatado por medio del uso de la
herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 18%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento
de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucion del
Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 11 de octubre de 2024.
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