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RESUMEN

El propdsito del estudio fue determinar el contenido de polifenoles, actividad antioxidante y
antimicrobiana del exudado del fruto de Morinda citrifolia L. (honi) conservado en presencia
y ausencia de luz.

Los frutos fueron separados en dos recipientes acondicionados con y sin luz. Se recolectd el
exudado a los 30 dias, se determind el contenido de polifenoles (método Folin Ciocalteu), la
actividad antioxidante (método DPPH) y se evalu6 el efecto inhibitorio contra las cepas
Staphyloccocus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25923 por el método de
excavacion en placa a dos concentraciones. En la fruta fresca y licuada se hizo las mismas
determinaciones.

El jugo de fruto fresco presentd actividad antioxidante (DPPH) equivalente a la vitamina C
(EVC) de 1.43mg/mL y polifenoles totales de 0.319 mg/mL equivalente al acido galico
(EAG), el exudado obtenido a los 30 dias en presencia de luz difusa presenté actividad EVC
de 3.46 mg/mL y contenido de polifenoles de 0.888 mg/mL EAG. El exudado a los 30 dias
en ausencia de luz present6 actividad antioxidante EVC de 3.97 mg/mL vy el contenido de
polifenoles de 0.9937 mg/mL EAG. Este exudado a los 30 dias presentd mayor actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli que a Staphyloccocus aureus. El jugo de fruto fresco
fue inactivo frente a las bacterias ensayadas. El exudado de noni en ausencia de luz y después
de 30 dias presentdé mayor actividad antioxidante y polifenoles con incremento de 178%y de

212% respectivamente ademas mayor actividad antimicrobiana frente a cepas estudiadas.

Palabras claves: Morinda citrifolia L, antioxidante, polifenoles, antimicrobiana,

Escherichia coli.
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ABSTRACT

The purpose of the study was to determine the content of polyphenols, antioxidant and
antimicrobial activity of the exudate of the fruit of Morinda citrifolia L. (noni) preserved in
the presence and absence of light.

The fruits were separated in two containers conditioned with and without light. The exudate
was collected after 30 days, the content of polyphenols was determined (Folin Ciocalteu
method), the antioxidant activity (DPPH method) and the inhibitory effect against the strains
Staphyloccocus aureus ATCC 29213 and Escherichia coli ATCC 25923 was evaluated by the
method of plate excavation at two concentrations. The same determinations were made in
fresh and blended fruit.

The fresh fruit juice presented antioxidant activity (DPPH) equivalent to vitamin C (EVC) of
1.43 mg/mL and total polyphenols of 0.319 mg/mL equivalent to gallic acid (GAE), the
exudate obtained at 30 days in the presence of diffuse light presented EVC activity of 3.46
mg/mL and polyphenol content of 0.888 mg/mL EAG. The exudate at 30 days in the absence
of light presented EVC antioxidant activity of 3.97 mg/mL and polyphenol content of 0.9937
mg/mL EAG. This exudate at 30 days showed greater antibacterial activity against
Escherichia coli than Staphyloccocus aureus. The fresh fruit juice was inactive against the
bacteria tested.

Noni exudate in the absence of light and after 30 days showed higher antioxidant activity and
polyphenols with an increase of 178% and 212%, respectively, as well as higher antimicrobial

activity against the strains studied.

Keywords: Morinda citrifolia L, antioxidant, polyphenols, antimicrobial, Escherichia coli.
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l. INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los mas numerosos y representativos
metabolitos de plantas que participan en la fisiologia y el metabolismo celular como
morfologia, crecimiento, reproduccion, defensa contra plagas, predadores, y procesos
germinativos, entre otros. Numerosos estudios se vienen realizando demostrando que, estos
compuestos presentan una significativa actividad antioxidante que evidencia su potencial
beneficio sobre la salud humana. Muchos de los compuestos fenolicos extraidos o presentes
en las plantas muestran ademas de la actividad antioxidante, actividad antimicrobiana; asi
tenemos a los acidos organicos, acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos, taninos
cumarinas y xantonas cuyo posible mecanismo de accidn antibacteriano es explicado por
Suriyaprom S,et al.(2022)* .

Morinda citrifolia L.(noni) es un arbusto originario del sureste de Asia, Taiwan y las islas
Paracel de China. El fruto es utilizado como alimento y medicamento popular. En la
medicina popular se usan las hojas y los frutos para combatir una serie de dolencias como:
aftas, reumatismo, dolor, dificultad menstrual, diarreas, lombrices intestinales, asi como

quemaduras, tumores e infecciones de la piel 2.

En el Per0 esta especie se ha aclimatado bien y se cultiva preferentemente en la region de la
selva. Actualmente se ofertan varios productos elaborados a partir del fruto de Noni y para lo
cual hay escasos estudios que demuestren la eficacia de estos. Se consume el jugo de la fruta
frescay madura, asi como el jugo fermentado sin conocimiento de cual de estos contiene mayor
contenido de compuestos fendlicos y por tanto actividad antioxidante lo que seria necesario
conocer para orientar su consumo; asi como contribuir en la validacién del uso medicinal del

fruto y de los preparados obtenidos de este.

Nirwana, et al. (2022) determinaron la diferencia en la actividad antioxidante del polvo seco
y el extracto metanolico del jugo del fruto de noni antes y después de la fermentacion luego
de la inoculacion con Lactobacilus plantarum observando que ocurre un incremento de la
concentracion de polifenoles y de la actividad antioxidante después de 48 horas de

fermentacion 3.

Wang, et al. (2021), evaluaron los cambios en compuesto volatiles, fendlicos y polisacaridos
del jugo de noni (procedencia Hianan, China) con la fermentacion (a escala

industrial y en laboratorio) demostrando que a los 63 dias aumentaron los flavonoides y



disminuyeron los &cidos hexanoico y octandlico asi como el aroma intenso y penetrante

caracteristico del jugo *.

Barra F., (2019), evalu6 la actividad antioxidante del zumo por prensado neumatico de noni
con y sin céscara (76,77% y 81,54% inhibicion de radical DPPH), fenoles totales (75,59 y
83,68mg de acido galico/100g de zumo) y vitamina C (301,88 y 269,57mg de &cido
ascorbico/100g de zumo) con céscara y sin cascara respectivamente. Demostrando mayor

contenido de estos en el zumo sin cascara excepto en contenido de vitamina C °.

Robledo K, et al. (2017) demostraron que durante la fermentacion alcohdlica con
Saccharomyces cerevisiae (cepa de levadura de vino comercial EC1118) del fruto submaduro
de Noni procedente de la provincia de Chanchamayo, Junin, el contenido de fenoles y de su
actividad antioxidante varian a las 4 semanas siendo para polifenoles de 62 mg GAE/L y la
actividad antioxidante aumenté en un 18,75% 6 .

Villacorta G et.al. (2011) evaluaron la actividad antioxidante por el método de neutralizacion
del radical libre DPPH de los frutos y hojas de Morinda citrifolia L. como sus extractos acuoso
y metandlico determinando que ambos tienen muy buena actividad antioxidante siendo mayor
la del fruto. El extracto Metandlico del Fruto de Noni, presenté un ICso de 0.239 +

0.003 mg/ml, el extracto metanélico de las hojas, que tuvo un ICso de 0.265 + 0.008 mg/ml. El
extracto acuoso del fruto de Noni, presento un ICso de 0.586 + 0.023 mg/ml, mostrando mayor
actividad antioxidante que el extracto acuoso de las hojas, que tuvieron 0.723 + 0.006 mg/ml.

Por tanto, el extracto metanélico del fruto presenté mayor actividad antioxidante ”.

Yang et al. (2007)demostraron que el jugo fresco de Noni (Morinda citrifolia L.), posee
actividad captadora de radicales libres (RSA), 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
equivalentes a 140mg/100 mL de &cido ascorbico y fenoles totales equivalentes a 210 mg de
acido galico / 100 mL. La fermentacion de la fruta noni a temperatura ambiente (expuestos
directo al sol) por tres meses disminuye drasticamente la actividad antioxidante (en 90%), la
refrigeracion y el almacenamiento en frio retarda la reduccion de la actividad antioxidante.
Ellos recomiendan que para maximizar los beneficios potenciales y saludables de los

productos procesados de noni usar el jugo en polvo (deshidratados) o refrigerados y congelado

8
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Respecto a la actividad antimicrobiana existen varios reportes sobre el estudio en hojas y
semillas contra E. coli , S. aureus y Candida sp, mostrando buena actividad excepto para
candida sp ®1°.

Beteta X, (2018), determind la actividad antibacteriana del extracto acuoso de la harina de
Noni contra E coli a las concentraciones de 2, 4 y 8% por medida del halo de inhibicion en
mm de los discos e sensibilidad, demostrando que a una concentracion de 8% presenta un halo
de 6,63 mm y que a partir de esta dosis se observa actividad contra esta bacteria 1.

Véasquez, (2019), determind la actividad antioxidante por el método DPPH, compuestos
fendlicos y antimicrobiana (contra Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes) de las
hojas, su decoccion y del residuo de la decoccion de Morinda citrifolia L, resultado que ningin

extracto fue activo contra dichas bacterias 2.

Rodriguez et al., (2013) determinaron actividad antibacteriana del fruto de Morinda citrifolia
L y planta entera sin raiz de Notholaena nivea usando el método de Kirby o de disco difusién
contra las bacterias Escherichia coli ATCC25932, Staphylococcus aureus ATCC25923 y
Enterococcus faecalis ATCC29212. Resultando ser inactivo en todas las concentraciones
ensayadas frente a Enterococcus faecalisen y fue inactivo contra E coli y E aureus a las

concentraciones de 100 — 800 mg/mL y poca actividad a 900 mg/m 3,

En este trabajo de investigacion se planted el siguiente problema:
¢En qué medida presentan actividad antioxidante y antimicrobiana el exudado de los frutos

de Morinda citrifolia L.(“noni”) conservados a la luz natural y en ausencia de luz?

Los objetivos fueron:

Determinar la actividad antioxidante, contenido de polifenoles del fruto fresco y del exudado
obtenido del fruto de Noni conservado en presencia y en ausencia de luz.

Estimar la actividad antibacteriana del fruto fresco y del exudado obtenido del fruto de noni
conservado por 30 dias en presencia y en ausencia de luz frente a las bacterias Staphylococcus

aureus y Escherichia coli.
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2.1.-

2.2.

.- ESTRATEGIA METODOLOGICA

TIPO, NIVEL Y DISENO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion fue experimental, cuantitativa y prospectiva. El disefio utilizado
fue de tipo experimental pues consistio en preparar las muestras en el laboratorio, describir
cualidades de los exudados, cuantificar polifenoles y su actividad antioxidante por métodos
espectrofotométricos de absorcion en la region visible, asi como detectar el efecto
inhibitorio del exudado en presencia y ausencia de luz sobre las bacterias Staphyloccocus
aureus y Escherichia coli comparado con el fruto fresco.

MATERIALES:
Materiales de laboratorio
- Frasco Erlenmeyer 500 mL
- Vasos de precipitado 250 mL, 50 mL
- Pipetas, 5y 10 mL
- Probeta de 100 mL
- Mortero
- Papel de filtro
- Papel de aluminio
- Embudo simple
- Percolador de vidrio
- Guantes descartables
- Tubos de ensayo
- Frascos viales con tapa
- Papel indicador de pH
- Baguetas
- Placas Petri
- vernier o regla
- pinza punta plana
- hisopos de algodén
- tubos con tapa rosca
Equipos de laboratorio
- Estufa
- Balanza analitica

- Caocinilla eléctrica

12



- Rotavapor
- Destilador de agua
- peachimetro de sobremesa
- Espectrofotometro
- termémetro
- bafio maria
- vortex
- Autoclave
- incubadora
Reactivos y solventes
- Reactivo de Folin Ciocalteu
- 1,1-diphenil-2-picrilhidracil DPPH
- Limadura de Magnésio
- NaOH
- Hidroxido de amonio
- Reactivo de Dragendorf
- Reactivo de Mayer
- Reactivo de Hager
- Reactivo de Lieberman Burchard
- Alcohol amilico
- Acido clorhidrico
- Goma arabiga
- Etanol industria
- Diclorometano
- benceno
- Agua destilada
- Sol. Salina
- cloruro de bario
- acido sulfarico
Medios de cultivo y otros:
- agar Mueller Hilton
- caldo Mueller Hilton
- discos de sensibilidad antibiética
Material bioldgico:
Frutos maduros de Morinda citrifolia L.
Estaphyloccocus aureus ATCC 29213
Escherichia coli ATCC 25922

13



2.3.-

METODOS

2.3.1. Descripcion del muestreo (proceso de obtencion)

El fruto de Morinda citrifolia L. (noni) (1Kg) fue adquirido en los abastecedores de frutas
del Mercado Modelo en el mes de noviembre del 2023, quienes refieren como procedencia
la ciudad de Chachapoyas. Se seleccionaron los mejores frutos en estado maduro, los
cuales fueron lavados con agua corriente y se secaron con un pafio suavemente para

eliminar el material contaminante.

2.3.2. Preparacion de las muestras

Medio kilo de fruta madura se separd en dos grupos de 250 g cada una y puestos en
recipientes de vidrio con tapa, previamente acondicionados; un grupo fue protegido de la
luz (con cubierta oscura) y el otro se permitié el paso de luz (luz difusa). A los 30 dias se
recolecto el liquido exudado sin presion del fruto. El liquido recolectado y conservado en
recipientes con las mismas caracteristicas de acceso y ausencia de luz fue guardado en el
frigider y rotulado tiempo y condicién (con luz y en ausencia de luz).

250 g de fruto maduro es cortado en trozos y llevado a una licuadora para ser reducido
suavemente hasta formar una papilla homogénea sin destrozar las pepas. En una coladera
se filtr6 y el jugo se almacend en frascos de vidrio con tapa y fue conservado en el
refrigerador para su tratamiento fitoquimico, antioxidante y antimicrobiano. El resto se

Ilevo al Museo de Historia Natural para su clasificacion botanica.

2.3.3. Tratamiento de las muestras

En las muestras se evalué las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas: pH,

reacciones de Cloruro Férrico, Shinoda y solidos totales 4-1¢:

Caracteristicas organolépticas cuya determinacion u observacion proporciona una

primera impresion de la calidad del exudado.

@ Olor
Tomar una tira de papel secante de 1cm de ancho por 10 cm de largo aproximadamente
e introducir un extremo en la muestra de ensayo. Se huele y se anota, se determina si
corresponde con la caracteristica del fruto fresco.

@ Color
Colocar en una luna de reloj una pequefia cantidad de la muestra de ensayo y observar
el color y la transparencia.

2 Aspecto
En una luna de reloj se coloca una pequefia cantidad de muestra previamente mezclada
y se observa si es solucién homogénea o tiene precipitado o suspensién de particulas

propias de la muestra.
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PH. - Se determin6 el pH con un peachimetro de sobremesa HI 221. Hanna de la
siguiente manera. Se mezcld cuidadosamente la muestra hasta su homogenizacion, en
un vaso se colocé aproximadamente 30 mL de muestra y 20 mL de agua destilada, se
mezcld y colocd el electrodo dentro de la solucion. Se leyo y anot6 el pH

Reaccion de Cloruro Férrico. - En una placa de reacciones a la gota se coloca 5 gotas
de la solucion de muestra previamente centrifugada y disuelta en etanol y se agrega 3
gotas de la solucion de cloruro férrico acuoso al 5%. La reaccion es positiva al observar
cambio de color a tonos verdes azul y negro.

Reaccion de Shinoda. - 5 gotas de la muestra centrifugada y disuelta con etanol se
colocan en una placa de reaccion, se trata con 3 limaduras de magnesio y unas gotas de
acido clorhidrico concentrado. La reaccion es positiva si se observa tonos rojos,
magenta, violeta azul.

Sélidos totales. - Se calentd una capsula de porcelana limpia a 103 — 105°C durante
una hora. Se dej6 en un desecador hasta que se necesitd. Se anoté el peso. Se tom6 10
mL de la muestra bien mezclada y se coloc6 en la luna previamente pesada y se volvid
a pesar. Se coloc6 en una estufa a 60 °C por una horay luego se subié la temperatura
a 105°C. y se dejé por 2 horas mas. Se dejo6 enfriar en un desecador y se pesé e n una
balanza analitica. (% p/p)

El porcentaje de sélidos totales se obtuvieron mediante la siguiente formula:

Solidos totales = (C-A) x 100
(B-A)

A= Peso de laplaca secay limpia (g)
B= Peso de la placa + muestra himeda (Q)

C=Peso de la placa + muestra seca (g)

Screening Fitoguimico: Se trabajé con 25g de papilla (fruto fresco) y se procedio
segin metodologia de Lock O 26,

2.34. Actividad antioxidante por el método de neutralizacion del radical libre DPPH

El método empleado en este trabajo es el propuesto por Brand-William et al, 1995; con

algunas modificaciones.

Este método consiste en secuestrar o neutralizar al radical libre DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidracil por una muestra que tenga esa capacidad

15



Fundamento del método. - El radical libre DPPH en solucion etandlica o metandlica es de
color violeta y absorbe a 517 nm; cuando reacciona con una muestra (compuesto puro o
extracto) es neutralizado debido a una disminucién de su concentracion observandose ese
efecto por un cambio en la coloracion a amarillo, asi como una disminucion de su absorbancia
que se lee es en espectrofotometro treinta minutos después.
La reaccidn entre la sustancia a evaluar (HA) y el DPPH es la siguiente:

DPPH'(vio|eta)+ HA _— DPPH-H (AMARILLO) T A

. / ; ;
oN N—N & f \-\
. \ 7
Ph / 2

DPPH NO.

Figura 1 : Estructura molecula DPPH y el espectro de banda a 517 nm

Se determind la absorbancia de una solucion etandlica de DPPH a 517 nm con una absorbancia
inicial entre 0.600- 0.700.
Se us6 como estandar el reactivo de la vitamina C por tratarse de una muestra tipo fruto, para

obtener la capacidad antioxidante equivalente a vitamina C 1718,

Preparacion de las soluciones:

a) Preparacion del radical DPPH:

Se prepar6 una solucion a 0,1 mM de DPPH en 100 mL de etanol, luego se llevé al
espectrofotometro para comprobar que la absorbancia a 517 nm esté entre 0,6 y 0,7. El matraz
aforado se cubri6 con papel de aluminio para la proteccion frente a la luz.

b) Preparacion de la vitamina C:

Se prepar6 una solucion stock de Vitamina C, equivalente a 50 pg/mL, para luego preparar
diluciones finales en tubo de reaccién con etanol, cuyas concentraciones estuvieron entre 1y
7 pg/mL para realizar la curva de calibracion.

A partir de estas diluciones de Vit C se agregaron en tubos de ensayo por triplicado, por cada
uno de las concentraciones 300 pL de vitamina C y 2700 uL de DPPH. Se mantuvo en la
oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente, para después realizar la lectura en un

espectrofotometro UV/VIS a 517 nm.
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¢) Preparacion de la muestra:
Solucién de muestra de noni: Se prepard las diluciones de las muestras del exudado del fruto
de noni como se muestra a continuacion:

Tabla 1: Preparacion de las diluciones para trabajar las muestras de noni

MUESTRAS 1 DILUCION 2 DILUCION

0 dias 0,1/10mL de etanol 0,1/2mL de etanol
30 dias s/L 0,1/10mL de etanol 0,1/2mL de etanol
30 dias ¢/l 0,1/10mL de etanol 0,1/1mL de etanol

Reaccion de las muestras

Se tomé 300 pL de las muestras diluidas y se colocé en 3 tubos de ensayo respectivamente.

Luego se adicion6 2700 pL del reactivo de DPPH.

Se dejé reposar 30 minutos en oscuridad, luego es llevado al espectrofotémetro para leer
su absorbancia a una longitud de onda de 517 nm. Se realiz6 por triplicado.

Para el célculo de la capacidad antioxidante equivalente a vitamina C se tomo en cuenta el

factor de dilucién calculado que fue 1000.

2.35. Determinacion de polifenoles totales. Método de Folin Ciocalteu.

Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu para la determinacion de Compuestos Fendlicos

presentes en la muestra de noni.

El Reactivo Folin-Ciocalteu consiste en una solucién formada por acido fosfotlngstico
(HsPW12010) y acido fosfomolibdico (HsPM012014).

Se produce una reaccion 6xido-reduccion entre el reactivo de Folin-Ciocalteu (se reduce) y
los polifenoles (se oxidan).

El reactivo se reduce a 6éxidos de color azul (6xido de wolframio y de molibdeno) al

reaccionar con compuestos fenolicos. Observandose una absorbancia a 760 nm.

Se utilizé también carbonato de sodio (Na2COs) al 20% y una solucidn stock de acido galico
400 g/mL 1920,

a) Preparacion de los reactivos:

Reactivo de Folin Ciocalteu (FC): Se diluyd 1/3 en agua para la reaccion.

Carbonato de sodio (Na.COs) al 20%: Se tom0 4g de carbonato de sodio y se diluy6 en 20
mL de agua destilada.

Solucion stock de acido galico (AG) 400 g/mL.: Se tom6 4mg de &cido galico y se diluyd

en 10mL de agua destilada.
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b) Preparacion del estdndar de polifenoles:

A partir de la solucién Stock de &cido galico se prepard una solucién a una concentracion
de 100 g/mL , a partir de la cual se prepararon soluciones de 10, 30, 50 y 75 g/mL volumen final
de 1000 L.

¢) Reacciones
Reaccion para el Acido galico:

Se tom6 300 pL de cada una de las soluciones preparadas del estandar de acido galico
obtenido en el paso anterior, con la ayuda de la micropipeta se colocé de forma ordenada
en 4 tubos de ensayo rotulados.

A cada tubo se adicion6 450 pL del reactivo de Folin diluido y se dej6 reposar por 5 minutos
en la oscuridad.

Posteriormente se adiciond 450 pL de carbonato de sodio a cada uno de los tubos y
finalmente 1 8 0 0 uL de agua destilada, se dejé en reposo en un ambiente oscuro por 30
minutos, para después de ese tiempo ser llevado al espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 760 nm. Se prepar6 un Tubo blanco o tubo cero el cual contenia los reactivos
adicionados a los tubos anteriores excepto el acido galico, el cual sirvi6 para calibrar el

equipo.

Tabla 2 : Bateria de reaccion final del estandar de polifenoles.

Tubo  Acido galico  Reactivo  Na,COs Agua VF CF
(100 g/mL) de Folin 20% destilada  (mL) (9/mL)
ML pL pL puL
0 - 450 450 2100 3 0
1 300 450 450 1800 3 1
2 300 450 450 1800 3 3
3 300 450 450 1800 3 5
4 300 450 450 1800 3 75

VF: volumen final, CF: concentracion final.

d) Preparacion de la muestra:
Solucién de muestra de noni: A continuacion, las muestras de fruto fresco y del

exudado de noni se someten a dilucién:
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Tabla 3: Diluciones para las muestras del fruto fresco y exudado de noni.
Método Folin Ciocalteu

Muestra 1 dilucién 2 dilucion

0d 0,5/5mL de agua 1/2 mL de agua
30ds/L 0,1 /5 mL de agua 1/3 mL de agua
30dc/L 0,1/5 mL de agua 1/3 mL de agua

Reaccidn de las muestras

Se tom6 300puL de las muestras diluidas y se coloc6 en 3 tubos de ensayo
respectivamente.
Luego se adicion6 450uL del reactivo de Folin a cada uno de los tubos de ensayo,
se dejo en reposo por 5 minutos en la oscuridad.

Se adicion6 450 L de carbonato de sodio a cada tubo de ensayo, y finalmente
1800 pL de agua destilada.
Se dejo reposar 30 minutos en oscuridad, para ser llevado al espectrofotometro y
leer su absorbancia a una longitud de onda de 760 nm
Se obtuvieron las absorbancias promedio de las muestras y se llevaron a la
ecuacion de la recta del acido galico para obtener los resultados en mg/ml de
polifenoles equivalentes al acido galico (tabla 9, figura 6).

2.36. Actividad antimicrobiana

Fue realizado en la Facultad de Ciencias, laboratorio de Microbiologia donde se obtuvo
las cepas:

Staphyilococcus aureus ATCC 25923

Escherichia coli ATCC 25922

Médios de cultivo

Se utilizaron como medios de cultivo; Agar Mueller- Hilton (MH), Agar tripticasa Soya
(TSA), agar Mac Conkey, caldo nutritivo (CN) para los microorganismos en estudio.
Controles

El control positivo fue amikacina 30 pg para E.coli y ampicilina 10 pg. para S. aureus.
Como control negativo: Etanol-agua (1;1)

Preparacion del extracto a evaluar: A partir del jugo fresco y del exudado de Noni en

presencia y ausencia de luz se prepararon las muestras a la concentraciéon de 100% y 50%

usando como disolvente una solucién de etanol —agua (1:1).
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Reactivacidn de la especie bacteriana

Las bacterias fueron sembradas por estrias en tubos inclinados de agar TSA (por triplicado)
utilizando medios de cultivo selectivos y diferenciales para la confirmacion de la especie
bacteriana. Se utiliz6 agar Mac Conkey para el cultivo de Escherichia coli, el Manitol
salado (AMS) es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de Staphylococcus,
se incuba a 37°C por 24 a 48 horas, al cabo de las cuales se observo el crecimiento de las

colonias.

Preparacion del indculo

De un cultivo puro de cepas microbianas se eligié una asada de 4 a 5 colonias que
presentaron las mismas caracteristicas morfoldgicas, las cuales fueron sembradas en caldo
nutritivo para bacterias e incubadas a 37°C por 24 horas. Se ajusté la turbidez del in6culo
con solucioén salina o caldo apropiado hasta llegar a una turbidez equivalente al tubo N° 5
de la escala de Macfarland por comparacion visual con el estandar que contiene
aproximadamente 1 -2 x 10 8 UFC/ mL. Se utiliz6 una luz apropiada y se mir6 los tubos

contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.

Preparacion de las placas
La inoculacion de las placas se realiz6 dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la

turbidez de la suspension del indculo. Las placas previamente rotuladas.

Meétodo de difusién en agar mediante excavacion en placa

Fundamento:

El medio de cultivo sélido contenido en la placa y en el que se realiza la siembra de la

bacteria a ensayar es perforado con un sacabocado de 0.5 mm de didmetro, seguidamente

con una gota del mismo medio se tapiza esta perforacion de tal forma que gqueda una

excavacion; aqui se deposita 100 pL de extracto a ensayar. Al extracto debe permitirsele

que difunda alrededor de la excavacion y si este tiene actividad biol6gica contra el

desarrollo de la bacteria en la zona de difusion no crecerd esta.

Técnica:

Se procedi6 de la siguiente manera:

- Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo, se introdujo
un hisopo estéril en la suspension.

- Seinoculo la superficie seca de la placa de Mieller-Hinton, estriando con el hisopo

en tres direcciones y se dejo secar a temperatura ambiente durante 5 minutos
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Se realizaron excavaciones con un sacabocado de 5 mm de didmetro en las cuales se
depositaron 100 pl de extracto.
Las placas se llevan a la refrigeradora entre 3 a 8 °C por 2 horas en posicién normal
y luego se incub6 a 37°C por 24 h en posicién invertida.
Transcurrido el tiempo se leen los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano.
Como control negativo se utiliz6 etanol — agua (1;1) que fue el vehiculo del exudado
al 50%.

En la figura 2 se indican los procesos de este ensayo.

Lectura:

Se midi6 el halo de inhibicidn de cada uno de los discos en las placas en mm

El efecto inhibitorio fue calculado a partir del diametro (mm) del halo de inhibicion del

crecimiento bacteriano mediante el porcentaje de inhibicion relativa (PIR).

Determinacion del Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR)

Se utiliz6 el Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) para comparar los resultados, el
cual tiene por finalidad comparar la actividad antimicrobiana de los extractos frente al
control positivo del antibiético, obteniéndose un porcentaje de inhibicion 2 -2

a x100
PIR = b
Donde:
PIR = Porcentaje de Inhibicion Relativa
a = Promedio del diametro del halo de inhibicion del extracto.

b = Promedio del diametro del halo de inhibicion del antibiético estandar

Técnicas de recoleccion de datos
Para la recoleccion de datos en la presente investigacion se ha empleado lo siguiente:

1. Observacion directa: representa ser una fuente primaria de informacion al examinar
las condiciones y circunstancias en que se realiza la parte experimental del estudio.

2. Técnica analitica instrumental: debido a la investigacion fue de tipo experimental se
empled las notas de campo, guias de observacion y tablas de registro de resultados

como instrumentos de trabajo. Ademas, se recolectd datos de un Espectrofotometro.
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Figura 2: Procesos del ensayo de susceptibilidad antimicrobiana por el método de excavacion
en placa
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.- RESULTADOS

3.1. DE LAOBTENCION DE LAS MUESTRAS:
Se obtuvo el jugo fresco y el exudado del fruto de Noni a los 30 dias después de almacenarlos

en un recipiente hermético en presencia y ausencia de luz.

3.2. DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICOQUIMICAS

Tabla 4: Resultado de la determinacion de metabolitos secundarios en el fruto fresco de
Morinda citrifolia L. (nhoni)

Metabolitos secundarios A B FEa CCIonelsD E F
Grupos fenolicos libres +
Taninos -
Triterpenos y/o esteroides + + +
Nafto-antraquinonas + -
Alcaloides - -
Flavonoides - + +
Leucoantocianidinas/catequinas + +
Saponinas -

Fuente: la autora

Los metabolitos secundarios encontrados en el fruto fresco de Noni fueron: triterpenos y/o

esteroides, nafto-antraquinonas, flavonoides y catequinas

Tabla5: Resultadode la determinacién de las caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas de los exudados expuestos y no a la luz.

Tiempo de muestreo

Caracteristicas od 30d SL 30d CL
Color amarillento amarillo Amarillo
marron marrén oscuro
Olor o Suigéneris Suigéneris
suigéneris
fuerte fuerte
Aspecto liquido Liquido turbio o .
] o Liquido turbio
uniforme y precipitado
pH 3.65 35 4.0
Grupos fendlicos + +++ +++

Flavonoides + - ++ +
CL = 4181 = Sin luz7 gg 560 ruente: Lagysora




3.3. DELAACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
a) De las soluciones patrén de vitamina C
Los resultados de la determinacion de la actividad antioxidante de las diluciones patron
de vitamina C se presentan en la tabla y figura siguiente:

Tabla 6: Resultado de la determinacion de la actividad antioxidante de la solucidn patron

de vitamina C
VITC
DS +/-

(ng/mL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 |PROMEDIO
0 0.605 0.600 0.602 0.602 0.0025
1 0.463 0.47 0.472 0.468 0.0047
3 0.321 0.31 0.305 0.312 0.0081
5 0.132 0.139 0.145 0.139 0.0065
7 0.01 0.015 0.018 0.014 0.0040
0.700 W
0.600 ¢
0.500 | y =-0.0828x + 0.5721

E R? = 0.9897

N 0400 |

n

o

S i

8

& 0300 |

o)

©
0.200 |
0.100
0.000 ‘ : : ‘ ‘ : X 2 ‘

) 1 2 3 4 5 6 7 8
-0.100 -
VITAMINA C (ug/mL)

Figura 3 : Curva de calibracién de la solucién patron de vitamina C

b) De la actividad antioxidante de los exudados de Morinda citrifolia L. en diferentes

tiempos con y sin exposicion a la luz.
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Tabla 7: Resultado de la capacidad antioxidante de los exudados en presencia y ausencia de luz
comparados con la actividad de la vitamina C.

CAE CAE
Muestra abs1 abs2 abs3 promedio resultado FD  vitC vitC
(ug/mL) (mg/mL)
Noni O dias  0.452 0.453 0.456 0.454 1.43 1000  1430.35 1.4303
(+/-0.0021) (+-
0.0021)
noni 30 dias 0.28  0.285 0.29 0.285 347 1000  3467.39 3.4674
con luz (+/-0.005) (+/-0.005)
noni 30 dias 0.254 0.245 0.23 0.243 3.97 1000  3974.64  3.9746
sin luz (+/- 0.012) (+-
0.012)
CAE: Capacidad antioxidante equivalente a Vitamina C
© CAE Vitamina C mg/mL
3 4 " 3
2 E 35 7
2 }D r"’r 4
g £ 3 ”.—’
£ 525
T O i
% 2 ’ A r Series1
E % o - g P
< ; 1 - _.f”
&~ 05 7
S o Leyenda:
® 0 <
a 1 2 3 1. Noni 0 dias
(@]

Muestra Morinda citrifolia L (noni)

2. Noni 30 dias Luz
3. Noni 30dias Sin

Luz

Figura 4: Comparacion de la capacidad antioxidante de los exudados de Morinda citrifoliaL.
obtenidos en presencia y ausencia de luz (expresados en equivalente a mg/mL de Vitamina C).
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34. DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES:

a) De las soluciones patron de acido galico:

Los resultados de la determinacion del contenido de polifenoles totales de las diluciones

patron de &cido galico se presentan en la tabla 9 y figura 5:

Tabla 8: Resultados de las absorbancias de las soluciones patron de acido galico

Soluciones de

ABSORBANCIAS

acido galico ABS 1 ABS 2 ABS 3 PROMEDIO
(ng/mL)
1 0.15 0.155 0.159 0.155 +/-0.0045
3 0.2 0.225 0.23 0.218 +/-0.0161
5 0.27 0.268 0.259 0.266+/-0.0058
7.5 0.37 0.356 0.35 0.359+/-0.0103
0.400
0.350 y =0.0308x + 0.1223
' R2=0.9929
g 0.300
=
2 0.250
~N
S 0.200
f=
@
< 0.150
2
2 0.100
0.050
0.000 | . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracién Acido gélico (ug/mL)

Figura 5: Curva de calibracidn del acido galico
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a) Del contenido de polifenoles totales de los exudados de Morinda citrifolia L. en

diferentes tiempos con y sin exposicion a la luz.

Tabla 9: Resultado de las absorbancias de las muestras analizadas expresados como mg/mL de
polifenoles equivalente a &cido galico

Muestra abs1l abs2 abs3 promedio resultado ug/mL mg/mL  mg/100
EAG mi
EAG
noni 0 dias 061 062 0.615 0.615 16.00 319.93 0.3199 31,99
C.L.
noni 30 031 0.299 0.305 0.305 5.92 888.15 0.8881 88,81
diasC L
noni 30 0.325 0.324 0.33 0.326 6.62 993.67 0.9937 99,37
dias S.L.
mg/mL EAG
1.2
1 Layanda;
% 0.8 08881 1noni0d
- 06 2.noni 30d CL
£ 3nngw BEAES
€ 04
0.3199 ]

2
muestras noni

Figura 6 : Comparacion del contenido de polifenoles totales en las muestras analizadas

expresados como mg/mL equivalente al &cido gélico

3.5. DELAACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
La actividad antimicrobiana del jugo fresco de Noni y de los exudados en presenciay en

ausencia de luz se evalud por la presencia de halos de inhibicién y se reporta el valor promedio

+/- desviacion de cada diametro luego de tres determinaciones.
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En la tabla 10 se puede observar los halos de inhibicion de las muestras en presencia y en
ausencia de luz frente a las bacterias S. aureus y E.coli asi como el porcentaje de inhibicion
bacteriana. En la Figura 7 se observa las placas mostrando los halos de inhibicion del jugo
fresco y de los exudados a 30dias sin luz y en presencia de luz a 100 y 50%.

Tabla 10: Halos y porcentaje de inhibicién de las muestras frente a E. coli y S aureus por el
método de difusion por excavacion

Halo de Porcentaje de Halo de Porcentaje de
Muestras intz:r?liqgi)én inhibicion intg;‘t})riTc]i)c’)n inhibicion

E.coli PIR S aureus PIR
Etanol-agua(1:1) 0 0 0 0
1 a (100%) 0 0
1 b (50%) 0 0
2 a (100%) 20 +/- 0.58 71.42 16 +/- 0.89 41.02
2 b (50%) 18 +/- 0.36 64,28 14 +/- 1,0 35.90
3a (100%) 12 +/- 0.45 42.86 14 +/- 0.68 35.90
3b(50%) 10 +/- 0,59 35.71 14 +/- 0.85 35.90
Amikacina 30 pg 28 +/- 0.75
AmpicilinalOpg - 39 +/- 0.60

1: jugo fresco

2: exudado 30 dias sin luz

3. Exudado 30 dias con luzy
a: 100% b: 50%.

Se puede observar que el exudado conservado sin luz al 100% a 30 dias, presento la mejor
actividad frente a las bacterias estudiadas, siendo mayor para E.coli, de igual manera
dentro de las muestras al 50% conservado sin luz se observdé mayor actividad
antibacteriana para E. coli que para S aureus.

Los exudados al 100 y 50% en presencia de luz presentaron similar actividad frente a S

aureus y ligeramente diferente frente a E. coli

28



S. aureus

Figura 7 : Actividad antibacteriana de jugo fresco de noni (1 )y exudado a los 30 dias: 2 (SL),
3 (CL) frentea EcoliyasS. aureus

1: jugo fresco

2: exudado 30 dias sin luz

3. Exudado 30 dias con luzy
a: 100% b: 50%.
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IV.-  DISCUSION

En la actualidad la incidencia de enfermedades infecciosas y tropicales se ha incrementado en las
diversas regiones del PerQ. EI Ministerio de Salud est& preocupado por controlarlas, combatirlas y
evitar complicaciones dentro de ellas la resistencia bacteriana frente a los antibiodticos ya
conocidos. Nosotros como profesionales de la salud podemos contribuir de diferentes maneras en
la solucidn de la problemaética de salud de la poblacion una de ellas es buscar nuevas fuentes de
antibacterianos que resulten mas potentes y eficaces, asi como que estén al alcance de la
poblacion.

Las plantas medicinales, las cuales abundan en nuestro pais han resultado ser fuentes importantes
de sustancias medicinales dentro de ellas compuestos con actividad antioxidante y antimicrobianos
y otras.

Morinda citrifolia L. (noni) es una planta medicinal utilizada por los pobladores desde tiempos
antiguos para el tratamiento de muchas dolencias, enfermedades cronicas y degenerativas. En la
actualidad se consume este producto de diferentes maneras, como jugo de fruta fresca sola o
combinada con otras especies o luego de un proceso de fermentacidon por algunos dias. Los
reportes populares indican que el fruto tiene efectos para la prevencion y tratamiento de
enfermedades infecciosas y degenerativas y como quiera que estos estan mediados por estrés
oxidativo se hizo necesario identificar si el exudado obtenido a los 30 dias de almacenamiento
conserva sus propiedades antioxidantes y si tiene efecto antibacteriano.

En este trabajo considerando la estabilidad del producto y la apariencia aceptable del exudado, se
obtuvo este a los 30 dias de fermentacidn en ausencia y en presencia de luz, y se comprobd su
efecto inhibitorio sobre dos tipos de bacterias Staphyloccocus aureus y Escherichia coli, como
representativas de bacterias gram positivas y gram negativas, respectivamente en presencia y en
ausencia de luz, en comparacion con el jugo del fruto fresco.

Los metabolitos secundarios presentes en el jugo del fruto fresco de Morinda citrifolia L (noni)
fueron: triterpenos y/o esteroides, nafto-antraquinonas, flavonoides y catequinas coincidente con
lo reportado anteriormente y por otros autores 67891 No se detect6 la presencia de alcaloides por
los métodos y procedimientos aplicados en el fruto fresco de noni,

Respecto a las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del fruto y los exudados obtenidos a
los 30 dias, se pudo observar algunos cambios con el tiempo. El color fue obscureciéndose con el
tiempo indistintamente si el exudado haya sido almacenado en presencia o ausencia de luz. El olor
se hizo mas intenso a los 30 dias de almacenamiento en ambos casos con luz y sin luz.

El aspecto fue variado de un liquido amarillento uniforme a un liquido heterogéneo con
particulas y precipitado al finalizar el tiempo del estudio en el exudado en ausencia de luz.

El pH mantuvo su acidez en el exudado protegido de la luz hasta el final de los 30 dias lo que no

ocurrio con el exudado almacenado a la luz difusa pudiendo ser por transformacion de algunos
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compuestos durante el proceso de fermentacion por la actividad enzimatica o por la liberacién de
compuestos propios del fruto.

Respecto a los fenoles libres se detecté un aumento a los 30 dias en ambos grupos de muestras
(almacenados con luz difusa y en ausencia de luz). La reaccion para flavonoides fue mejor a los
30 dias para el exudado almacenado en ausencia de luz.

El fruto fresco de Morinda citrifolia L. presento buena actividad antioxidante equivalente a 1.43
mg de vitamina C por mL de jugo , si multiplicamos por 100 obtenemos una actividad equivalente
a la vitamina C de 143 mg/100mL de jugo resultado muy cercano al reportado por Yang y
col®(140mg/100ml) pero adiferencia de ellos en la presente investigacion la actividad antioxidante
fue aumentando con el paso de los dias en todos los casos, siendo algo menor cuando la muestra fue
almacenada en presencia de luz difusa. A los 30 dias el exudado de noni sin luz presentd una
actividad antioxidante equivalente de 3.97 mg/mL de muestra 0 397 mg/100 mL, 3 veces mayor
que el fruto fresco posiblemente por la actividad enzimatica activa del fruto y de algunos
microorganismos que con el paso de los dias producen cambios en las estructuras de los compuestos
como glucoésidos fendlicos y otros responsables de la actividad antioxidante los que se liberan o
hidrolizan y aumentan asi la actividad antioxidante.

Respecto al contenido de polifenoles totales el jugo del fruto fresco presento un total de polifenoles
de 31.9 mg/100mL equivalente al acido gélico a diferencia de los reportado por Yang quien reporta
210 mg/100 mL equivalente al acido galico. La diferencia puede deberse a su procedencia, este
altimo recolectado en las Isla de Guam del Archipiélago de las islas Marianas del Pacifico
occidental.

A los 30 dias el contenido de polifenoles aument6 en 177.62% y 210.62% para el exudado
almacenado con luz y en ausencia de luz respectivamente, lo cual puede deberse al aumento de
flavonoides como fue reportado por Wang et al (2021) #; quienes demuestran que los flavonoides
van aumentando hasta los 63 dias de fermentacion.

En el estudio microbiol6gico realizado podemos ver por los resultados obtenidos que los exudados
de noni a los 30 dias conservado en ausencia de luz y con luz presentan buena actividad
antibacteriana frente a las dos cepas estudiadas. Los halos de inhibicién fueron mayores en el
exudado conservado en ausencia de luz frente a E. coli (20mm) (PIR 70%) que ha S.
aureus.(16mm)(PIR 40%) estos exudados segln la clasificacion dada por el National Committee
for Clinical Laboratory Standards(NCCLS) (21) para los halos de inhibicién y comparado con la
amikacina para E coliy S aureus estarian considerados dentro del grupo de sensibles (S) (> 17).
Por lo que podemos decir que E coli es sensible al exudado al 100% y al 50% conservado sin luz.
El mismo es de sensibilidad intermedia frente a S aureus (15-16mm). El exudado a 30 dias con luz
a 100 y 50% es resistente comparado a la Ampicilina (< de 14mm).

El jugo del fruto fresco de Noni fue inactivo frente a las dos bacterias ensayadas E, coliy S aureus

a la concentracion de 100 y 50 %
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Rodriguez, M et al. (2014) ** determinaron que el liofilizado del exudado del fruto de Morinda
citrifolia L. por el método de disco difusion, fue: inactivo frente a Escherichia coli a
concentraciones de 100 a 800 mg/ml, poca actividad a concentracion de 900 mg/ml; en tanto frente
a Staphylococcus aureus también demostro ser inactiva a concentraciones de 100 a 800 mg/ml y
poco activa a concentracion de 900 mg/ml.

Los resultados de esta investigacion coinciden con lo reportado por Rodriguez et al.*® al no
encontrar actividad para el fruto freso frente a E coli y S aureus. La diferencia estaria en el tiempo
y forma de conservacion pues a los 30 dias el exudado gue obtuve con luz y sin luz mostraron
buena actividad (mejor el sin luz). Tras el reposo de 30 dias, la actividad enzimatica parece que
libera los compuestos fendlicos y otros que serian los responsables de la actividad antibacteriana
reportada en este trabajo.

El mecanismo de accion de los compuestos fendlicos fue explicado por Murphy Cowan 2* éstos
pueden inactivar enzimas esenciales, reaccionar con la membrana celular o alterar la funcién del
material genético. La aparicién de mayor nimero de grupos hidroxilo aumenta la actividad
antimicrobiana formando complejos con los aminoacidos nucleofilicos de las proteinas de la
membrana bacteriana y causan dafio a la célula.

En este trabajo se demostrd que:

Los exudados obtenidos en ausencia de luz y hasta por 30 dias aumentan su contenido en
polifenoles y su actividad antioxidante, asi como presentan buena actividad antibacteriana contra

E coli y algo menor contra S. aureus.
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V.- CONCLUSIONES

El fruto fresco de Morinda citrofolia L. (noni) presentd: triterpenos y/o esteroides, nafto-
antraquinonas, flavonoides y catequinas.

Las caracteristicas organolépticas, pH y sélidos totales del exudado obtenido hasta los 30
dias con presencia y ausencia de luz sufrieron cambios con el tiempo.

El jugo del fruto fresco de Morinda citrifolia L. (noni) presentd una actividad antioxidante
equivalente a la vitamina C de 1.43 mg/mL de muestra determinada por el método de
neutralizacion del radical libre DPPH. y el exudado obtenido a los 30 dias en ausencia y
en presencia de luz presentaron mayor actividad antioxidante (3.97 y 3,46 mg equivalentes
a la vitamina C por ml respectivamente).

El contenido de contenido de polifenoles totales en el jugo del fruto fresco de Morinda
citrifolia L. (noni) fue de 31.9 mg/100mL equivalente al acido galico. A los 30 dias el
contenido de polifenoles aument6 siendo ligeramente mayor en el almacenado en ausencia
de luz (99.37 mg/100ml EAC).

En la estimacién microbiol6gica realizado por el método de excavacion en placa el jugo
del fruto fresco de Morinda citrifolia no presenté actividad antibacteriana contra cepas E
coli ATCC 25923 y S aureus ATCC 29213. El exudado obtenido a los 30 dias
conservado en ausencia de luz al 100% presenta buena actividad antibacteriana (PIR

70%) contra E coli y una actividad intermedia (PIR 40%) frente a S aureus.
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1.

VI. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio fitoquimico para determinar y separar los metabolitos secundarios
presentes en el exudado del fruto de Morinda citrifolia L obtenido a los 30 dias en ausencia
de luz.

Evaluar la actividad antioxidante por otros métodos como ABTS y FRAP en el exudado
del fruto de Morinda citrifolia L. obtenido a los 30 dias en ausencia de luz

Determinar la Concentracion minima inhibitoria CMI del exudado del fruto de Morinda
citrifolia L. obtenido a los 30 dias frente a E.coli y S aureus y frente a otras bacterias y
hongos.
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Foto 1.  Frutos frescos y maduros

Foto 2. Vista de los recipientes con los frutos almacenados en presencia de luz y en ausencia de

luz
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Foto 3. Jugo fresco de Noni

Foto 4. Jugo de noni a los 30 dias, con luzy sin luz
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Foto 5. Soluciones para determinacion de polifenoles: Método fe Folin Ciocalteu
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