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RESUMEN

Objetivo: Demostrar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
las hojas de Morinda citrifolia L.(noni) frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Método: El estudio se bas6é en un enfoque cuantitativo, experimental, de corte
transversal y prospectivo, con una poblacién conformada por Morinda citrifolia
L.(noni), de la cual se obtuvo extractos etanolicos de las hojas mediante maceracion
con etanol, ademas se evalud la actividad antibacteriana frente a Escherichia coli,
mediante la técnica de difusion en pozo, los resultados fueron analizados
estadisticamente con un nivel de significancia del 0.05 empleando las pruebas de
ANOVA y Tukey.

Resultados: Como resultados en la marcha fitoquimica se obtuvo la presencia de
alcaloides, compuestos fendlicos y triterpenos/esteroides; por otro lado, los valores
con respecto a los halos de inhibicion obtenidos fueron de 23,73 + 0,54mm para el
extracto etandlico de noni al 100%, de 21,08 + 0,41mm para el extracto etandlico
de noni al 75% y al 50% fue de 17,30 + 0,36mm; por otro lado, el control negativo
(etanol) obtuvo halo de inhibicion de 6,27 + 0,34mm y el control positivo obtuvo halo
29,34 + 0,36mm.

Conclusion: Se logro demostrar que el extracto etanolico de las hojas de Morinda
citrifolia L.(noni) a las concentraciones del 50%, 75% y 100%, poseen actividad

antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC 25922

Palabras clave: Escherichia coli, Morinda citrifolia L., noni, extracto etandlico,

actividad antibacteriana.

vii



ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract

of Morinda citrifolia L. (noni) leaves against Escherichia coli ATCC 25922.

Method: The study was based on a quantitative, experimental, cross-sectional and
prospective approach, with a population made up of Morinda citrifolia L.(noni), from
which ethanolic extracts of the leaves were obtained by maceration with ethanol, in
addition the activity was evaluated. antibacterial against Escherichia coli, using the
well diffusion technique, the results were statistically analyzed with a significance
level of 0.05 using the ANOVA and Tukey tests.

Results: As results in the phytochemical march, the presence of alkaloids, phenolic
compounds and triterpenes/steroids was obtained; on the other hand, the values
with respect to the inhibition halos obtained were 23.73 + 0.54mm for the 100% noni
ethanolic extract, 21.08 + 0.41mm for the 75% noni ethanolic extract and at 50% it
was 17.30 + 0.36mm; on the other hand, the negative control (ethanol) obtained an
inhibition halo of 6.27 + 0.34 mm and the positive control obtained a halo of 29.34 +
0.36 mm.

Conclusion: It was shown that the ethanolic extract of the leaves of Morinda
citrifolia L.(noni) at concentrations of 50%, 75% and 100%, has in vitro antibacterial
activity against Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: Escherichia coli, Morinda citrifolia L., noni, ethanolic extract,

antibacterial activity.
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I. INTRODUCCION

Las infecciones a nivel del tracto urinario (ITU), se caracterizan por ser una
patologia que se repite a menudo y que afecta a todas las edades, sin embargo,
tiene una mayor incidencia entre los grupos de riesgo como mujeres y
embarazadas, pacientes diabéticos, nifios y ancianos. Una ITU no complicada
causa sintomas principales como dolor o ardor al orinar, dolor lumbar, miccién
frecuente o urgente y enuresis nocturna. Los patdogenos bacterianos
involucrados en este tipo de infecciones son: Staphylococcus saprophyticus,
klebisiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Cytobacter, enterococos, pero el
uropatégeno responsable del 80% de uretritis, cistitis y pielonefritis,
principalmente es Escherichia coli y klebisiella pneumoniae, bacterias
gramnegativas. Ademas, la ITU es la segunda infeccién bacteriana que ocurre

mayoritariamente en humanos y solo es superada por la infeccion respiratoria’.

Escherichia coli, segun estudios demuestra resistencia a diferentes antibioticos.
Sulfametoxazol mas trimetoprima, norfloxacina, ciprofloxacina, nitrofurantoina,
amoxicilina mas acido clavulanico, son algunos de los antibi6ticos en el que se
registra su resistencia con cierta frecuencia en todo el mundo. Asimismo, existe
evidencias a nivel mundial de la alta incidencia de las ITU, afectando a mas de
150 millones de personas y el alto costo econdmico al que se relaciona, pero
existen limitaciones para que este escenario epidemiolégico sea bien
esclarecido, debido, a falta de vigilancia, la escasez de estudios, la resistencia

bacteriana, la variaciéon de indices y perfiles microbioldgicos locales?2.

Por otro lado, en el afo 2019, paises europeos como Bélgica, Rusia, Italia, Gran
Bretafia y Espafia analizaron 2848 aislamientos, provenientes de muestras de
orina de mujeres con infecciones del tracto urinario inferior adquiridas en la
comunidad. Como era de esperar Escherichia coli se presentdé con mucha mas
frecuencia que otros patdégenos aislados (72,5 %) y la segunda mas frecuente
fue Klebsiella pneumoniae (8,3%). También, los resultados de este estudio
indicaron que solo tres farmacos tuvieron una actividad in vitro de mas del 90 %
contra E. coli: nitrofurantoina (98,5%), fosfomicina (96,4%) y mecilinam
(91,8%)3.



En paises sudamericanos como Brasil, la ITU es comun en mujeres gestantes,
debido a los cambios anatéomicos Yy fisiolégicos que ocurren en su cuerpo, por lo
que se ha calculado que el 17 al 20% de las mujeres brasilefias embarazadas
tendran un episodio de ITU, especialmente en el segundo trimestre del
embarazo. Asimismo, se ha considerado en este pais como una de las
infecciones bacterianas mas frecuentes ya que, de 1.000 consultas clinicas, 80

son por ITU4.

Asimismo, en el Pert una ITU es considerado como un problema de la salud
publica, con cifras donde refieren que el 50 a 60% de la poblacion femenina ha
tenido un evento de ITU durante su vida y el 25% tendra un evento repetido,
ademas su incidencia aumenta con la edad. La incidencia anual en mujeres es
del 6%.5

El tratamiento de las infecciones bacterianas como una ITU, se realiza mediante
antibioticoterapia especifica para cada especie, siguiendo la recomendacion de
las guias internacionales. Sin embargo, la efectividad de los tratamientos se ha
visto mermada en los ultimos afios por el cambio en el perfil de susceptibilidad
de los microorganismos y la aparicion de nuevos mecanismos de resistencia a
los antimicrobianos, trayendo como consecuencia la falta de opciones de
antibidticos. En tal sentido, el presente estudio evaluara las posibles
propiedades antibacterianas que puede presentar las hojas de Morinda citrofolia

(noni) frente a Escherichia coli.
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Morinda citrifolia, conocido popularmente como noni, es un fruto cuya historia
se remonta en las Islas Polinesias en Asia, donde se dice que llegé alli por los
migrantes de aquella época, debido a sus propiedades curativas, ya que en ese
tiempo se usaba para tratar quemaduras, heridas, reumatismo, tumores,
indigestion y colicos menstruales. Utilizaban todas las partes de las plantas,
pero el fruto lo utilizaban frecuentemente por sus efectos en varias

enfermedades®.

El noni pertenece a la familia Rubiaceas, morfol6gicamente es un arbol pequefio
y sus frutos son suculentas y con muchas semillas, que puede alcanzar hasta
los 10 metros de longitud, es considerada como una fruta exética con un valor
nutricional alto, debido que dentro de su composicion se encuentran
compuestos como: vitamina C, fibras, carotenoides, acidos fenolicos y

carotenoides’.

El noni es procesado por las industrias alimentarias en formulaciones de jugos
y en capsulas con polvo en su interior con fines nutricionales, dietéticos, ya que
contiene una alta cantidad en proteinas, fibra, calcio y vitamina C y medicinales,
ya que se le atribuyen efectos como anticancerigeno, antimicrobiano,
antioxidante, antiinflamatorio, anticolesterolémico, entre otros. Las hojas del
noni contienen compuestos fitoquimicos como los flavonoides (catequina,
Kaempferol, rutina y quercetina), esteroles, carotenoides (B-caroteno y luteina),
escopoletina, alacaloides, antraquinonas y acido ursolico, a los que se les
relaciona con su actividad antimicrobiana, cardiovascular, analgésica y

anticancerigenas.

En el fruto del noni se han podido identificar hasta 100 metabolitos activos,
clasificados en flavonoides, cumarinas, ligninas, polisacaridos, antraquinonas,
iridoides, polisacaridos, esteroles, terpenos y acidos grasos; ademas de
vitaminas, aminoacidos y minerales. Todos estos componentes encontrados en
la planta Morinda citrifolia, hace que crezca el interés en las personas por sus
posibles propiedades benéficas en la salud, ademas de ser un potente reductor
de radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica, evitando asi las

enfermedades relacionadas al estrés oxidativo®.

La familia Enterobactericeae engloba a los principales agentes causales de las

11



infecciones genito urinarias, como Klebsiella spp, Proteus spp y Escherichia coli,
esta ultima es el organismo mas prevalente tanto a nivel local como global y se
encuentra en la primera categoria de “prioridad critica” de la OMS por presentar
mayor resistencia. Asimismo, en Espafia por medio de un estudio se pudo
demostrar que los uropatogénos resistentes a varios farmacos fueron en primer
lugar Escherichia coli, seguida por Klebsiella spp. Es importante mencionar que
E. coli productora de B-lactamasasde espectro extendido se le ha relacionado

con tasas altas de mortalidad y morbilidad™©.

Como antecedentes internacionales que refuerzan nuestra investigacion,
citamos a Ahmed A. (2017), de titulo “Antibacterial efficacy and effect of Morinda
citrifolia L. mixed with irreversible hydrocolloid for dental impressions: A
randomized controlled trial”. Propusieron como objeto de su estudio evaluar la
eficacia antimicrobiana de un extracto formado por la mezcla de Morinda
citrifolia L. con un hidrocoloide sobre impresiones de uso dental. Al estar
expuesto 48 horas el extracto se pudo evidenciar que el porcentaje de
microorganismos disminuyd, de 2.2x10% a 0.05x10%, comparado con el agua''.

Bhardwaj A. (2017), en su estudio “Comparative evaluation of the antimicrobial
activity of natural extracts of Morinda citrifolia, papain and Aloe vera (all in gel
formulation), 2% chlorhexidine gel and calcium hydroxide, against Enterococcus
faecalis: An in vitro study”, El objetivo fue ejecutar una evaluacion comparativa
del efecto sobre Enterococcus faecalis de varias formulaciones en gel
elaborados a partir de extracto del noni, otro gel con papaina y un gel de Aloe
vera y clorhexidina en gel al 2% e hidréxido de calcio. Se pudo comprobar que
el efecto antimicrobiano del gel con clorhexidina e hidroxido de calcio fue del
100%, le siguio el del noni con un efecto del 86.02%, luego el gel de Aloe vera
con 78.9%, el gel de papaina con 67.3% y el menor efecto sobre Enterococcus
faecalis fue con el gel de hidréxido de calcio que obtuvo un porcentaje de
64.3%"2.

Babaji P. (2017), y su investigacion “Comparative evaluation of antimicrobial
effect of herbal root canal irrigants (Morinda citrifolia, Azadirachta indica, Aloe
vera) with sodium hypochlorite: An in vitro study”. Definié como objeto de estudio
evaluar la susceptibilidad de E. faecalis sobre una solucién elaborada a partir de
Morinda citrifolia, Azadirachta indica y Aloe vera, y compararla con una soluciéon
12



de hipoclorito de sodio. Los halos obtenidos con la solucién de hipoclorito de
sodio alcanzaron un promedio de 28.5mm y con la solucion de las hierbas

mencionadas el halo promedio fue de 14.7mm?3,

Por su parte, los estudios nacionales que sustentan la presente investigacion se
citan a continuacion: Altamirano L. et al (2021), con su estudio llamado “Efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Morinda citrifolia L.(noni) frente a
cepas de Staphylococcus aureus”. el objetivo fue comprobar si el extracto de
etanol a base de Morinda citrifolia L. (noni) inhibe las cepas ATCC de
Staphylococcus aureus. El extracto formulado con el fruto del noni formé en la
placa Petri un halo de 16.22mm y también se comprobo que el efecto aumenta

si la concentracion del extracto es mas alta’.

Diaz M. et al (2021), en su estudio “Sensibilidad del cultivo de Staphylococcus
aureus frente a la accion antibacteriana de los extractos de Morinda citrifolia L.y
Foeniculum vulgare”, el objetivo fue determinar qué tan sensible puede ser el
cultivo de Staphylococcus aureus frente a la accidn antibacteriana de extractos
de Morinda citrifolia L.y Foeniculum vulgare. Se comprobé que el noni presenta
halos de inhibicion de 16.99mm y 23.01mm en concentraciones del extracto del
50% y 100% respectivamente, el hinojo al 50% presento un halo de 16.61Tmmy
al 100% 18.07mm?5.

Oliva J. (2019), en su estudio “Efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetanolico de la fruta Morinda citrifolia L.“noni” frente Streptococcus mutans
ATCC 35668. 2019”. Estableci6 como objetivo determinar el efecto in vitro
antibacteriano del extracto Hidroetanolico de la Morinda citrifolia L.frente a
Streptococcus mutans. Los resultados que se encontraron fueron dosis
dependiente, observandose halos con un diametro de 23.5mm para una

concentracion de 75mg/ml y de 21mm para una concentracion de 50 mg/mlS.

En ese sentido se plantea el objetivo general, demostrar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las hojas de Morinda citrifolia
L.(noni) frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Se plantea también la hipotesis general del estudio, el extracto etandlico de las
hojas de Morinda citrifolia L.(noni) tiene actividad antibacteriana in vitro frente a

Escherichia coli ATCC 25922.
13



Il. MATERIALES Y METODOS

1. Enfoque y disefio de la investigacion'’-18

Tiene un enfoque cuantitativo, porque utilizé la informacién recolectada
para un estudio estadistico con la finalidad de extrapolar dicha
informacion y predecir en base a valores numéricos.

Es transversal, porque los datos recopilados fueron tomados en un solo
momento.

Es de tipo prospectivo, porque hace referencia a que en el presente las
variables interactuaron y en el futuro se presentaron algun efecto o
consecuencia.

Su diseno es experimental, ya que el investigador fue el encargado de
controlar o manipular las variables del estudio y explicar la causa-efecto

entre ellas

II.2. Poblacion, muestra y muestreo’®-2

Poblacion: Esta referida a los 4 kilogramos de las hojas de Morinda
citrifolia L.(noni), del cual se conocio su actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli. Para ello la poblacién fue recolectada del distrito de
Pomalca, provincia de Chiclayo y departamento de Lambayeque,
correspondiente a las coordenadas geograficas 6.7669° de Latitud Sur y
79.7789° de longitud Oeste a una altura de 43.4 metros sobre el nivel del
mar. Asimismo, la emisién de la certificacion taxonémica de Morinda
citrifolia L.(noni) estuvo a cargo por un profesional Bidlogo, especialista
en botéanica.
Muestra: es una parte de la poblacién que se utilizé6 para realizar la
investigacion, para el presente estudio se utilizaron 2 kilos de hojas de
Morinda citrifolia L.(noni), seguidamente la muestra paso por un proceso
de seleccion, con el fin de seleccionar las hojas que no estén en mal
estado, luego siguieron por un proceso de desinfeccién con hipoclorito
de sodio al 0.1% mezclado en abundante agua.
Unidad de analisis: corresponde a la cepa microbiolégica Escherichia
coli ATCC 25922, la cual fue adquirida del Laboratorio Microbiologics,
quien brinda el certificado de analisis correspondiente de la cepa.
Muestreo: Son técnicas utilizadas para que las muestras sean de facil
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acceso, por lo tanto, en nuestro estudio se aplicaron el tipo de muestreo
no probabilistico por conveniencia, debido al facil acceso y disponibilidad
del lugar de recoleccion de la muestra

I.3. Variables de investigacion

- Variable independiente: Extracto etandlico de hojas de Morinda citrifolia
L.(noni)

Definiciéon conceptual: Es un preparado obtenido de las hojas de la
especie vegetal con etanol de 96° la cual posee los metabolitos

secundarios.

Definicion operacional: Extraccion por la técnica de maceracién en

alcohol

- Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a
Escherichia coli ATCC 25922.

Definicion conceptual: Inhibicidén o muerte del crecimiento de la bacteria
Definicion operacional: Tamano del halo inhibitorio

I.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Técnicas:

e La Observacién: Técnica que permite mediante la percepcion de los
sentidos recolectar informacion tangible sobre el evento observado.

Instrumento:

¢ Ficha de recoleccion de datos: instrumento que permitié plasmar los
datos recogidos sobre el tamafo de los halos de inhibicion en milimetros
formados por el extracto etandlico de las hojas de Morinda citrifolia
L.(noni) a diferentes concentraciones, la cual se comparo6 con el control
positivo (ciprofloxacino) y el control negativo (etanol 96°).

¢ Vernier digital: Instrumento de medicion de magnitudes pequefias de alta
precision y fiabilidad que permite recolectar datos de los diametros de los

halos de inhibicion.

IL5. Plan metodolégico para la recoleccion de datos
15



11.5.1 Elaboracion del extracto etandlico

Las hojas desinfectadas y secadas a temperatura ambiente fueron
colocadas en estufa para su desecado y deshidratacién por 24 horas, luego
del cual fueron pulverizadas en un molino de cuchillas y posteriormente
tamizado para uniformizar las particulas, luego fueron llevadas a un
proceso de maceracion por 10 dias, agregando 800 gr de pulverizado en

un frasco ambar y luego 1.5 litros de etanol de 96°.

Luego de trascurrido este tiempo se llevé a filtrado con papel de filtro
Whatman Nro. 01 y posteriormente el filtrado se llevé a evaporacion en

estufa, obteniendo de esta manera el extracto seco de la muestra.

El extracto fue reconstituido con alcohol etilico a una concentracién de 50
mg/ml (50%), 75 mg/ml (75%) y 100 mg/ml (100%).

1.5.3 Marcha fitoquimica

Se realizé la marcha fitoquimica segun el método propuesto por Soto M
(2015)?2 mediante reacciones de coloracién con reactivos especificos
empleando el extracto etanodlico de las hojas de noni de la siguiente

manera:

Ensayo de Dragendorff. Se empled para la identificacion de alcaloides en
la muestra analizada, se agreg6 0.5 ml del extracto etandlico en un tubo de
ensayo Yy luego se agrego |l gotas del reactivo de Dragendorff, la formacién

de un precipitando naranja o turbidez confirma la presencia de alcaloides.

Ensayo de Baljet. Este ensayo permite determinar cumarinas o
compuestos con grupos lacténicos. En una muestra de 0.5 ml se agreg? |l
gotas del reactivo de Baljet y se agitdé suavemente, la presencia de una

coloracién o precipitado es confirmatorio para esta reaccion.

Ensayo de Borntrager. Este ensayo permite identificar quinonas. En una
muestra de 0.5 ml del extracto etandlico se agrego 0.5 ml de una solucion
de NaOH (10%), si aparece un color rosado-rojo en la fase acuosa confirma

la reaccion.
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Ensayo de Liebermann-Burchard. Permitio la identificacion de triterpenos
o esteroides, debido a la presencia del nucleo de androstano. En una
muestra de 0.5 ml del extracto etandlico se agreg6 0.5 ml del reactivo de
Liebermann-Burchard, un color rojo en la interfase muestra una reaccién

positiva.

Ensayo de Ninhidrina. Permitio identificar aminoacidos, a una muestra de
0.5 ml del extracto etandlico se le agrego |l gotas del reactivo de Ninhidrina,
luego se llevé a bano maria a 45°C por 10 minutos y se observo, la

aparicion de una coloracion azul-violeta que es confirmatorio de la reaccion.

El ensayo de Shinoda. Este ensayo se emple6 para determinar la
presencia de flavonoides. En un tubo se agrega 0.5 ml del extracto
etandlico y luego se agregé 0.5 ml de alcohol isoamilico, la presencia de

una coloracién amarilla, naranja o roja, indica una reaccion positiva.

El ensayo de antocianidinas. Esta reaccion también permitié identificar
flavonoides que presenten la secuencia en su estructura C6-C3-C6 del
flavonoide. En un tubo con 0.5 ml se le Il gotas del reactivo en mencién. La

coloracién roja o marron mostro la presencia de flavonoide.

El ensayo de espuma. Se empled para determinar la existencia de
saponina. La presencia de espuma luego de agitar el tubo por mas de 2

minutos, confirma la reaccion.
1.5.4 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se realizd siguiendo el método propuesto por
Guerrero S. (2021)23,

Primero se activé la cepa microbiolégica de Escherichia coli ATCC 25922 la
cual fue adquirida del laboratorio Microbiologics, esta se activd mediante
disolucién y sembrado directo en agar MacConkey selectivo para bacterias
Gram negativas entéricas, posteriormente se llevaron a incubacion por 48

horas hasta observar la formacion de colonias.

Para preparar el Agar MacConkey se disolvio 49.53 gr de este agar

deshidratado en 1 litro de agua destilada y se llevé hasta disolucién completa
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I.6.

mediante calentamiento hasta ebullicion, luego fue llevada a esterilizacion
en autoclave a una presion de 15 libras, 121°C por 15 minutos, luego se dejé
enfriar hasta aproximadamente 50°C y se agregd a las placas Petri en un

ambiente estéril.

Se preparo6 el inéculo bacteriano a partir de las colonias formadas en la placa
con Escherichia coli, se realizaron diluciones sucesivas 1/10 en tubos con
solucién salina fisiolégica hasta llegar a la escala 0.5 de McFarland por

comparacion directa.

A partir del in6culo se sembroé Escherichia coli en 15 placas donde se prepar6
pocitos de 6 mm de diametro mediante sacabocado y posteriormente se
aplicé en cada pocito 30 uL del extracto a la concentracién de 50%, 75% y

100% respectivamente previa identificacion.

Los grupos control se trataron de la misma manera, preparando 15 placas
con dos pocitos en cada una donde se aplicaron 30 uL de etanol y 30 uL de

ciprofloxacino 100mg/ml.

Se llevaron a incubacién por 24 horas a 37°C + 2 y se observo luego de este

tiempo la formacion de crecimiento bacteriano y de halos de inhibicion.

Los datos fueron recolectados mediante un vernier digital que servio para
obtener el tamafo de los halos formados en milimetros (mm) vy
posteriormente se registraron los datos en la ficha de recoleccion de datos

para el estudio microbioldgico.
Procesamiento del analisis estadistico

El procesamiento del analisis estadistico fue realizado empleando primero
estadistica descriptiva para mostrar el comportamiento de los datos
recolectados, asi mismo, se aplicaron la estadistica inferencial para
determinar la normalidad y distribucion homogéneas de las varianzas
mediante la aplicacién de la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene,
para la contratacion de la hipétesis del estudio se aplicé la prueba de ANOVA
y Tukey con un nivel de significancia de 0.05 empleando el programa

estadistico SPSS version 26.
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I.7. Aspectos éticos

Por ser un estudio experimental in vitro con manejo de material bioldgico de
alto riesgo se aplicaron los criterios y principios de bioseguridad en el
laboratorio siguiendo las guias y protocolos de los manuales internacionales
en laboratorios de ensayo para evitar riesgo en las personas participantes;
asi mismo, se dispone de procesos para evitar la contaminacion del medio
ambiente con la contaminacion de residuos biolégico mediante las normales

establecidos por el Ministerio de Salud2425,
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lll. RESULTADOS

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las
hojas de Morinda citrifolia L.(NONI)

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Metabolitos Secundarios Reactivos Resultado
Alcaloides Dragendorff +++
Saponinas Espuma -
Compuestos fenolicos FeCls +
Aminoacidos Ninhidrina -
Mucilagos -
Triterpenos / Esteroides | Liebermann Burchard +
Quinonas Borntrager -
Flavonoides Antocianinas -
Leyenda:
Ausente (-)
Escaso (+)
Leve (++)

Moderado (+++)
Abundante (++++)

En la tabla 1, se observa los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas de Morinda citrifolia L.(NONI) obtenidos mediante marcha
fitoquimica, donde se observa la presencia de alcaloides en cantidad moderada,
compuestos fendlicos y triterpenos/esteroides en cantidad escasa, encontrandose

ausencia de saponinas, aminoacidos, mucilagos, quinonas y flavonoides.
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Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las hojas de Morinda
citrifolia L.(noni) al 100% y 75% frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Contrastacion de la hipétesis

Ho: Los extractos etanolicos de las hojas de Morinda citrifolia L.(noni) al 100% y
75% presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922, in

vitro.

H1: Los extractos etanolicos de las hojas de Morinda citrifolia L.(noni) al 100% y
75% presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922, in

vitro.

Tabla 2. Estadistica descriptiva obtenida de los halos de inhibicion por grupo de
analisis

Descriptivos

Diametro de inhibicién

95% del intervalo de
confianza para la
Desv. media
N | Media Error Minimo | Maximo
Desv. Limite Limite
Desviacion inferior superior
Ext. etan. Noni - 10 | 23,73 0,54 0,17 23,34 24,12 23,13 24,75
100%
Ext. etan. Noni-75% 10 | 21,08 0,41 0,13 20,79 21,38 20,43 21,85
Ext. etan. Noni - 10 | 17,30 0,36 0,11 17,04 17,56 16,78 17,80
50%
Control Negativo (Et) 10 | 6,27 0,34 0,11 6,03 6,52 5,83 6,84
Control Positivo (Cip) 10 | 29,34 0,36 0,11 29,09 29,60 28,88 30,05
Total 50 | 19,55 7,80 1,10 17,33 21,76 5,83 30,05

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Se aprecia en la tabla 1, los valores de la media obtenida de las mediciones por
cada grupo (grupos experimental y control) con respecto al tamafo del halo de
inhibicién, asi mismo, se obtuvo los parametros estadisticos de la desviacion
estandar, desviacion del error con respecto a la media, los limites inferior y superior
con un nivel de confianza del 95% vy los valores maximo y minimo observados en
la recoleccion de los datos. Los valores de los halos de inhibicién obtenidos fueron
de 23,73 + 0,54mm para el extracto etandlico de noni al 100%, de 21,08 + 0,41Tmm

para el extracto etandlico de noni al 75% y al 50% fue de 17,30 + 0,36mm; por otro
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lado, el control negativo (etanol) obtuvo halo de inhibicién de 6,27 + 0,34mm y el

control positivo obtuvo halo 29,34 + 0,36mm.

Figura 1. Diametro promedio de los halos de inhibicion por grupo de trabajo

35.00

30.00 29.34
25.00

20.00 Q8

17.30
15.00
10.00
< 00 6.27

0.00

Media de Didmetro de inhibicion

Ext. etan. Noni - Ext. etan. Noni - Ext. etan. Noni Control Negativo Control Positivo
100% 75% -50% (Et) (Cip)

Grupos de trabajo

Fuente: SPSS ver. 26

De los datos mostrados en la figura 1, se evidencia una clara diferencia en relacién
a la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de noni, comparados con
el grupo control negativo, donde se observa menor halo de inhibicion, asi mismo,
al comparar la actividad antibacteriana entre los extractos y el control positivos en
funcién del tamafio del halo de inhibicion, se observa que el ciprofloxacino (control

positivo) presenta mayor actividad antibacteriana.
Andlisis:

Al evaluar los resultados obtenidos con respecto al tamano del halo de inhibicion para el
extracto etandlico de noni al 100%, 75% y 50% observamos que superan el tamafo del
halo de inhibiciéon formado por el control negativo (etanol), por lo tanto, se confirma que

dichos extractos presentan actividad antibacteriana.
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Decision:

Rechazar Ho y aceptar H1 que confirma, los extractos etandlicos de las hojas de Morinda
citrifolia L.(noni) al 100% y 75% presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli
ATCC 25922, in vitro.

Andlisis estadistico paramétrico:

Tabla 3. Prueba de distribucion normal para cada grupo de tratamientos

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Statistic df Sig.
Ext. etan. Noni - 100% 0,910 10 0,278
Ext. etan. Noni - 75% 0,968 10 0,869
Didmetro Ext. etan. Noni - 50% 0,936 10 0,506
del halo de Control Negativo (Et) 0,947 10 0,635
inhibicion Control Positivo (Cip) 0,946 10 0,620

(mm)
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 2 mediante por corresponder a grupo menores de 30 muestras se aplico la
prueba de Shapiro-Wilk para determinar la distribucion normal de los datos
recolectados, mediante esta prueba se observa que los valores de significancia
obtenidos superar al favor de significancia aceptado por el estudio para un nivel de
confianza del 95%, por lo tanto, se confirma que existe distribucion normal en todos

los grupos de datos analizados.

Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Levene p-
Statistic df1 df2 valor
Based on Mean 1,195 4 45 0,326
Diametro Based on Median 1,143 4 45 0,348
del halo Based on Median 1,143 4 41,10 0,350
de and with adjusted df
inhibicién Based on trimmed 1,190 4 45 0,328
mean

Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 3, del mismo modo, permite evaluar la homogeneidad de las varianzas de
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los grupos de datos con respecto al valor promedio o media, observandose
mediante la prueba de Levene, un valor p superior al valor de significancia del
estudio (alfa: 0.05); por lo tanto, se confirma que los grupos de datos analizados

presentan homogeneidad en sus varianzas.

Sensibilidad antibacteriana de Escherichia coli ATCC 25922 frente a los
extractos etandlicos de las hojas de Morinda citrifolia L.(noni) comparado con

ciprofloxacino.

Contrastacion de la hipétesis

Ho: Escherichia coli ATCC 25922 no presenta mayor sensibilidad frente a los
extractos etanolicos de las hojas de Morinda citrifolia L.(noni) comparados con

ciprofloxacino.

H1: Escherichia coli ATCC 25922 presenta mayor sensibilidad frente a los extractos

etanolicos de las hojas de Morinda citrifolia L.(noni) comparados con ciprofloxacino.

Analisis de grupos de datos paramétricos:

Tabla 5. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicién

Suma de Media al p-
cuadrados df cuadrado F valor.
Entre grupos 2971,416 4 742,854 4427,407 0,000
Dentro de los 7,550 45 0,168
grupos
Total 2978,966 49

Fuente: SPSS ver. 26

La prueba de ANOVA, observada en la tabla 4, nos permite comparar los datos
recolectados de cada grupo y determinar si existe diferencia significativa entre los
valores medios de los halos de inhibicion formados en cada grupo, del analisis se
infiere mediante la evaluacién del p-valor observado en la tabla, que los grupos

presentan diferencia estadisticamente significativa en sus medias.

24



Tabla 6. Andlisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Control Negativo (Et) 10 6,27
Ext. etan. Noni - 50% 10 17,30
Ext. etan. Noni - 75% 10 21,08
Ext. etan. Noni - 100% 10 23,73
Control Positivo (Cip) 10 29,34
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 10,000.

Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 5, muestra un analisis complementario a la prueba de ANOVA el cual se

realizd6 mediante la prueba de Tukey por sub grupos homogéneos, corroborando lo

observado por ANOVA, todos los grupos muestran diferencias en sus medias,

ademas se confirma la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de noni

a diferentes concentraciones (50%, 75% y 100%) al comparar los halos de

inhibicién con el grupo control negativo, asi mismo, se confirma la mayor actividad

antibacteriana por parte del ciprofloxacino (control positivo)
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Evaluacion de la sensibilidad bacteriana de Escherichia coli

Tabla 7. Comparacién de la sensibilidad antibacteriana segun la escala de

Duraffourd
Muy
Altamente
Sensibilidad nula Sensible sensible
Tratamiento sensible
<8 mm 8-14 mm 15-20
>20 mm
mm
Control Negativo (Et) 6,27
Ext. etan. Noni - 50% 17,30
Ext. etan. Noni - 75% 21,08
Ext. etan. Noni - 100% 23,73
Control 29,34
Positivo (Cip)

En la tabla 6, se evalua la sensibilidad bacteriana que presenta Escherichia coli a
los extractos etandlico de noni y los grupos control mediante la evaluacién con la
escala de Duraffourd, se observa que esta bacteria presenta sensibilidad nula al
control Negativo (etanol), es muy sensible al extracto etandlico de noni al 50% y es
altamente sensible al extracto etandlico de noni al 75%, 100% y control positivo

(ciprofloxacino).

Analisis:

Al comparar los resultados obtenidos en funcién del tamano del halo de inhibicion
promedio para el extracto etandlico de noni al 100%, 75% y 50% vy el control positivo
(ciprofloxacino), mediante pruebas inferenciales de ANOVA y Tukey, ademas de la
valoracion mediante la escala de Durrafourd, se demostré la superioridad de la

sensibilidad de Escherichia coli al ciprofloxino

Decision:

Rechazar H1y aceptar Ho que confirma, Escherichia coli ATCC 25922 no presenta
mayor sensibilidad frente a los extractos etandlicos de las hojas de Morinda citrifolia

L. (noni) comparados con ciprofloxacino.
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IV.

41.

DISCUSION

Discusion de Resultados

Las infecciones bacterianas siempre han sido una problematica dificil de
tratar, con el aumento de la resistencia a los antimicrobianos y la facilidad de
estos microorganismos para colonizar al hombre, en tal sentido, la lucha de la
industria farmacéutica para obtener nuevos medicamentos capaces de
combatir a estos microorganismos ha sido constante, sin embargo, estas
bacterianas han logrado adoptar mecanismos de proteccién convirtiendo a los
antibidticos, ineficaces a los tratamientos, una de las bacterias que presenta
esta particularidad es Escherichia coli, por otro lado, las plantas medicinales
se han convertido en la fuente de busqueda de nuevos principios para
combatir estas bacterias, motivo por el cual se plantedé la presente
investigacion, la cual muestra y discute los resultados encontrados a

continuacion.

Se realiz6 una identificacién de los metabolitos secundarios contenidos en los
extractos etandlico de noni, mediante un estudio fitoquimico donde se pudo
determinar de manera cualitativa la presencia de alcaloides en cantidad
moderada, compuestos fendlicos y triterpenos/esteroides en cantidad escasa,
sin embargo, no se logré determinar saponinas, aminoacidos, mucilagos,

quinonas y flavonoides.

La evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de las
hojas de noni a las concentraciones del 100%, 75% y 50% se realiz6 mediante
la comparacion del tamano de los halos de inhibicion formados con el grupo
control negativo, los halos de inhibicién obtenidos por los extractos fueron de
23,73 + 0,54mm para el extracto etanélico de Morinda citrifolia L. al 100%, de
21,08 + 0,41mm para el extracto etandlico de Morinda citrifolia L. al 75% y al
50% fue de 17,30 + 0,36mm; por otro lado, el control negativo (etanol) obtuvo
halo de inhibicién de 6,27 + 0,34mm y el control positivo obtuvo halo 29,34 +
0,36mm, observandose una mayor actividad antibacteriana del grupo control
positivo (ciprofloxacino). Los resultados fueron corroborados mediante
criterios estadisticos inferenciales empleando las pruebas de ANOVA Yy Tukey,

las que confirmaron con un nivel de confianza del 95% la actividad
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antibacteriana de los extractos etandlicos de las hojas de noni, pero al
comparar esta actividad con el grupo control positivo, resulté ser mayor este

ultimo.

Ahmed A. (2017) evaluo la actividad antimicrobiana de Morinda citrifolia L. en
la flora oral mediante la aplicacion de esta planta en un hidrocoloide,
encontrando una disminucion de 2.2x106 a 0.05x108 en unidades formadoras

de colonias (UFC) encontradas comparadas con el control.

Por otro lado, también se observé en el estudio de Bhardwaj A. (2017),
actividad antibacteriana de Morinda citrifolia L, sobre cepas de Enterococcus
faecalis al aplicar los extractos de hojas de esta planta en formulaciones en
gel, al comparar la efectividad de este gel comparado con clorhexidina en gel
al 2%, se logré determinar una eficiacia de la actividad antibacteriana
comparada del 86.02%. De similar manera la investigacion de Babaji P.
(2017), encontro actividad antibacteriana de una solucién a base de Morinda
citrifolia, Azadirachta indica y Aloe vera obteniendo halos de inhibicion de
14.7mm.

A nivel nacional Altamirano L. et al (2021), determiné actividad antibacteriana
del extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L.(noni) frente a cepas de
Staphylococcus aureus obteniendo halos de inhibicion de 16.22mm
observandose efecto dosis dependiente. Diaz M. et al (2021), por su parte
también encontr6 actividad antibacteriana del Morinda citrifolia L.contra
Staphylococcus aureus demostrando actividad antibacteriana mediante la
formacién de halos de inhibicibn de 16.99mm y 23.01lmm a las

concentraciones del extracto del 50% y 100% respectivamente.

Streptococcus mutans ATCC 35668 fue otra bacteria en la Oliva J. (2019),
investigo actividad antibacteriana del extracto Hidroetandlico de la Morinda
citrifolia demostrando actividad, se observaron halos con un didmetro de
23.5mm para una concentracion de 75mg/ml y de 21mm para una

concentracion de 50 mg/mi

La sensibilidad de Escherichia coli a los grupos de tratamientos realizados se
evalu6 mediante la escala de Duraffourd, la que permiti6 mediante la

valoracion del tamafo del halo de inhibicion demostrar que Escherichia coli
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presenta sensibilidad nula al control Negativo (etanol), es muy sensible al
extracto etandlico de noni al 50% y es altamente sensible al extracto etandlico
de noni al 75%, 100% y control positivo (ciprofloxacino).

Diversos autores han demostrado actividad antibacteriana de los extractos
etandlicos e hidroalcohodlicos de Morinda citrifolia L.de hojas y flores al
enfrentarla a distintas bacterias, la investigacion sobre Escherichia coli, no es
muy comun, sin embargo, gracias a los metabolitos secundarios presentes en
diferentes partes de la planta, se puede deducir esta presenta diferentes

propiedades, como antibacteriana entre otras.

Asi mismo, la informacion obtenida en la parte experimental fue confirmada
mediante el uso de pruebas estadisticas con un nivel de confianza del 95%,
lo que confirma de manera irrefutable los hallazgos encontrados y confirma la

hipétesis de investigacion en el presente estudio.

4.2. Conclusiones

» Se identificaron los metabolitos secundarios alcaloides en cantidad
moderada, compuestos fendlicos y triterpenos/esteroides escasos, los
que estuvieron presentes en el extracto etandlico de las hojas de Morinda
citrifolia L.(NONI)

> Se determino actividad antibacteriana in vitro del extracto etanolico de las
hojas de Morinda citrifolia L.(noni) al 100% y 75% frente a Escherichia coli
ATCC 25922 mediante el analisis del tamafio de los halos de inhibicién
formados, de 23,73 + 0,54mm para el extracto etandlico de noni al 100%,
de 21,08 + 0,41mm para el extracto etandlico de noni al 75% y al 50% fue
de 17,30 + 0,36mm.

» Al comparar la sensibilidad antibacteriana de Escherichia coli ATCC
25922 frente a los extractos etandlicos de las hojas de Morinda citrifolia

L.(noni) y ciprofloxacino, se observo que es mayor en este ultimo.
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4.3. Recomendaciones

» Las propiedades de Morinda citrifolia L.han demostrado poseer buena
actividad contra diferentes bacterias, por lo que se recomienda, extender

a estudios en animales para determinar su accion in vivo.

» Difundir a nivel del sector salud una estrategia terapéutica a base de
plantas medicinales que han demostrado efectividad para disminuir los

indices de resistencias de los distintos microorganismos.

» Realizar estudios de sinergismo entre Morinda citrifolia L.y diferentes

antibacterianos y cepas microbioldgicas

» Evaluar su aplicacion in vivo, mediante estudios de toxicidad.
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ANEXOS

Anexo A.Instrumento de recoleccion de datos

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE Morinda citrifolia L. (NONI) FRENTE A Escherichia coli

ATCC 25922
GRUPOS GRUPOS CONTROL
EXPERIMENTALES
Extracto de noni
Numero Control Control
de 100% 75% 50% Negativo positivo
repeticion (etanol) Ciprofloxacino
N°01 24,39 20,96 17,27 6,43 29,76
28,96

N°02 23,41 21,36 17,23 5,85
N°03 23,13 21,85 17,66 6,70 29,39
N°04 24,75 21,19 17,43 6,84 29,43
N°05 23,14 20,87 17,07 6,37 29,20
N°06 23,38 21,34 17,20 6,15 30,05
N°07 23,97 20,43 17,76 6,19 29,42
N°08 23,36 20,74 17,80 6,41 29,25
N°09 23,89 20,77 16,78 5,95 29,10
N°10 23,92 21,32 16,81 5,83 28,88
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Anexo B. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de las hojas de
Morinda citrifolia L.(NONI) frente a
Escherichia coli ATCC 259227

demostrar la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etanolico de las hojas de
Morinda citrifolia L.(noni) frente a
Escherichia coli ATCC 25922

el extracto etanolico de las hojas de Morinda
citrifolia L.(noni) tiene actividad antibacteriana
in vitro frente a Escherichia coli ATCC 25922

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢ Cuadles seran los metabolitos secundarios
con actividad antibacteriana presentes en el
extracto etanolico de las hojas de Morinda
citrifolia L.(NONI)?

Identificar los metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana presentes en el
extracto etanolico de las hojas de Morinda
citrifolia L.(NONI)

El extracto etandlico de las hojas de Morinda
L.(NONI)

secundarios con actividad antibacteriana

citrifolia presenta  metabolitos

¢ Cual sera la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de las hojas de
Morinda citrifolia L.(NONI) al 100% y 75%
frente a Escherichia coli ATCC 259227

Determinar la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de las hojas de
Morinda citrifolia L.(noni) al 100% y 75%
frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Los extractos etandlicos de las hojas de
Morinda citrifolia L.(noni) al 100% y 75%
presenta actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

¢ Cual sera la sensibilidad antibacteriana in
vitro de Escherichia coli ATCC 25922 frente
a los extractos etandlicos de las hojas de
Morinda citrifolia L.(NONI) comparado con

Ciprofloxacino?

Comparar la sensibilidad antibacteriana de
Escherichia coli ATCC 25922 frente a los
extractos etandlicos de las hojas de Morinda
L.(noni)

ciprofloxacino.

citrifolia comparado con

Los extractos etandlicos de las hojas de
Morinda citrifolia L.(noni) presentan mayor
sensibilidad frente a Escherichia coli ATCC

25922 comparados con ciprofloxacino.
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Anexo C. Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSI INDICAD ESCALA N VALOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL ONES ORES DE o
MEDICI D
ON E
IT
E
M
S
Es un preparado
Extracto obtenido de las hojas Extraccion por la
o d de la especie vegetal <cnica d .
etanolico e con etanol de 96° la técnica de maceracion 00
hojas de cual _posee los en alcohol Concent Porcentaj
metabolitos . Razoén 3 75
Morinda secundarios. racion e 50
citrifolia
L.(noni)
Actividad Inhibicién o muerte del Tamanio del halo < 8mm (-)
antibacteriana in crecimiento de la inhibitorio 8mm-
vitro frente a bacteria
Escherichia  coli 14mm (+)
ATCC 25922 Halo de > 14 mm-
Diametro Razon 4
inhibicié 20mm
n (++)
>20mm :
(+++)
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Anexo D. Certificado de identificacion botanica

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Botanico
Calle Matalio Sanchez 251- Jesis Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, certifica que la planta conocida como “NONI™ proporcionada por los
Bachilleres, Diana Elizabeth Quiroz Sosa v Katy Julissa Visque Juarez, Tesistas de la
Universidad Maria Auxiliadora, ha sido estudiada cientificamente v determinada como

Morinda citrifolia L. v de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Crongquist 1981, se ubicaen

las siguientes categorias:

Eemno: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Genero: Morinda

Especie: Morinda citrifolia L.

Se expide la presente cerificacion a solicitud de los interesados para los fines que estime

conveniente.

Lima, 22 julio del 2022

Bligo. Hamilton Beltran
widreu) IWlmer Beftrom Santicper
Finlopa - Bolgmica
PBP TR

38



Anexo E. Certificado de la cepa microbiolégica

€
Microbiologics '

Certficate of Analysis: Lyophdized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2024/3/31 Release
Microorganism Mame: Escherichia coll Infarmation:
Catalog Number: 0335 Quality Control Technologist: Mary L Bowman
Lot Mumber: 335-506 Releass Date: 2022478
Reference Mumber: ATCCOW 25022 ™
Purity: Fure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types. both are gray & bets hamaolytic: one = circutar to irmegular, SBAP
convex, slightly erose edge & smooth; other s larger, imegular, kow conves, erocse

edpe & rough

Microscophc Features: Mathiod:

Gram negative atralght nod Gram Stain (1}

10 System: MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges: Regults

(1) Dnadase (Kovacs ) negatve

Beta-glucuronidase (E, coli Broth wiMUE): positive

(1) Armpdcillin { 10 meg - Disk Suscepibdity): 15 - 22 mm
(1) Gentamicin {10 mcg - Disk Susceptibility) 19 - 26 mm
(1) SXT {1.2523.T5 mcg - Disk Suscaptibiity) 23 - 20

%.fTL ,Jd?_wﬂu

Amanda Kuperus
Creality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

See attached 1D System results document.

""Dasciamer: The las? digiis) of the it number appearnng on the procue labef and pocking sip are morely @ packaging evesrl rumbaer. The Iof number displayed on this
cerdlicale & 1he actsal base kot rumber.

HNote for WBoikeE: Al h tha ViEsioll panal usss many comvantional bEsls, (ha unigoe enviroremant of tho card, combined with e shor incubation pariod, msy
PrOGUDE MRS uits that f from pubishod resufts obtaEnod by othor methocs.

I Rafer to the oncliosad product insart for natrucions. inonded use and hazardiaalely information.

Indiwidual prodiscts aro irocsabls bo &

e Soatl
1 caiflure

BITERENLE MATIHIAL FADGHITE
LAY #IAINAT

{"] The ATCC Licensod Derbatve Emblem, the ATCC Licensod Dertatis word mank and tha ATCC catalog marks are Tademarks of ATCC
ATLC !-I;:.:ntd } MeBcrobenioics, o, 5 Boensed bo use these ademanks and 10 sel products derkved from ATODS cubaes
ST W

TESTING GERT Wi55.01 (1) Thess lesls aie sconedbed o IEQNEC 052005
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i@ 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 300 Cooper Avenue Morth Saint Cloud, MM 56303 Page 1 of 1 D 286

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
Meaning of Score Values

Range interpretation Symbols Color
2.00 — 3,00 {#++) green
1.7 - 160 Low-confidence wentification {+} yellow
0.00 — .60 i} red

Meaning of Consistency Categories [A - C)

Eateanr_y' Interpretation

(A} High consistency: The best match i3 a high-confidence identification. The second-best match is 1) & highconfidence
tdentification in which the species is idenbical 1o the best match, (2] a low-confidence dentification in which the species
or genus is identscal 1o the best match, or (3] & non-identification.

(B} Low consistency: The requirements for hegh consistency are not met The best match = a hegh- or low-confidenca

Identification. The second-best match & (1) a high- or low-confidence identification in which genus s identical 1o the
bast match or (2} 8 non-dentificaton

(c) Mo consistency: The regurements for high or low consistency are not met
Run Creaton DataTime: 2020-03-27T11:51:17.542 KLH
Appded MSP Libranylies) BOAL, Mycobacters Libeary (bead method), Filamentous Fungl Librany, Listeria
Sample Name Sample D Organism (best malch) Score Value
CF [+++] [A) 335-506 E=zcherichia coli
Commants:
ciosely related to Shigella § Escherichia fargusond and not definitely distinguishable st the moment
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Anexo F. Evidencias fotograficas del estudio

Figura 1.Recoleccidn de la especie vegetal

Jorge Chavez 709, Pomalca 14006, Peru

Latitude
-6.766954999999999°

Local 06:32:38 AM
GMT 11:32:38 AM

Longitude

-79.77908000000001°

Altitude 38.8 meters
Sunday, 05-01-2022

Jorge Chavez 709, Pomalca 14006, Peru

Latitude
-6.767031666666666°

Local 06:50:42 AM
GMT 11:50:42 AM

Longitude

-79.77903166666667°

Altitude 48.6 meters
Sunday, 05-01-2022

| e GPS Map
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Figura 2. Preparacion de la muestra vegetal
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Figura 3. Proceso de triturado, pulverizado y macerado de la hoja de noni:
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Figura 4. Obtencion del extracto etanolico de noni
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Figura 5. Preparacion del extrato a diferentes concentraciones
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Figura 6. Marcha fitoquimica
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Figura 7. Activacién de Escherichia coli
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Figura 9. Sembrado del in6culo bacteriano

Figura 10. Preparacion de pozos en agar
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Figura 11. Aplicacion del extracto en placa Petri

Figura: 12. Placas en incubacion
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