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RESUMEN

Objetivo: Demostrar la actividad antibacteriana del extracto etandlico in vitro del

fruto de Morinda citrifolia L. (noni) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Métodologia: El estudio se bas6 en un enfoque cuantitativo, prospectivo de corte
transversal con disefio experimental donde se emplearon dos grupos control
(positivo y negativo), la poblacién estuvo conformada por la especie vegetal
Morinda citrifolia L. (noni) recolectada en el distrito de Chiclayo, provincia de
Chiclayo y departamento de Lambayeque de cual se tomé una muestra de 4 kilos
del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) mediante muestreo no probabilistico, los
datos recolectados se evaluaron mediante estadistica inferencial con un alfa de

0.05 para contrastar la hipétesis del estudio.

Resultados: El estudio fitoquimico realizado evidencio la presencia de taninos (+),
y alcaloides (+) en baja cantidad y saponinas (++) en mediana cantidad , asi mismo,
se obtuvieron halos de inhibicion de 19,68+0,36mm para el extracto etandélico de
Noni al 100%, de 15,59+0,30mm para el extracto etandlico de Noni al 75% y de
14,45+0,38mm para el extracto etanolico de noni al 50%, asi mismo, el control
positivo (clorhexidina 0.12%) presentd halo de inhibicion de 24,00+0,35mm vy el
control negativo (etanol 96°) fue de 5,90+0,40mm, se observé mayor actividad
antibacteriana en el control positivo comparado con los extractos mediante la
prueba de ANOVA y Tukey.

Conclusion: El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) demostré
actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, pero fue

menor que la clorhexidina al 0.12%.

Palabras clave: Streptococcus mutans, Noni, Morinda citrifolia L. , extracto

etandlico, antibacteriana.



ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antibacterial activity of the in vitro ethanolic extract
of the fruit of Morinda citrifolia L. (noni) against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Methodology: The study was based on a quantitative, prospective cross-sectional
approach with an experimental design where two control groups (positive and
negative) were used, the population was made up of the plant species Morinda
citrifolia L. (noni) collected in the district of Chiclayo, province of Chiclayo and
department of Lambayeque from which a sample of 4 kilos of the fruit of Morinda
citrifolia L. (noni) was taken through non-probabilistic sampling, the data collected
was evaluated through inferential statistics with an alpha of 0.05 to contrast the

hypothesis of the study.

Results: The phytochemical study carried out showed the presence of tannins (+),
and alkaloids (+) in low quantity and saponins (++) in medium quantity, likewise,
inhibition halos of 19.68+0.36mm were obtained for the 100% ethanolic extract of
Noni, 15.59+0.30mm for the 75% ethanolic extract of Noni and 14.45+0.38mm for
the 50% ethanolic extract of noni, likewise, the control The positive control
(chlorhexidine 0.12%) presented an inhibition halo of 24.00+0.35mm and the
negative control (ethanol 96°) was 5.90+0.40mm, greater antibacterial activity was
observed in the positive control compared to the extracts. using the ANOVA and

Tukey test.

Conclusion: The ethanolic extract of the fruit of Morinda citrifolia (noni) showed
antibacterial activity against Streptococcus mutans ATCC 25175, but it was less
than 0.12% chlorhexidine.

Keywords: Streptococcus mutans, Noni, Morinda citrifolia L. , ethanolic extract,

antibacterial.



I. INTRODUCCION

Streptococcus mutans, es un patdégeno comunitario y nosocomial que se ha
convertido en una amenaza mundial, debido a los altos niveles de resistencia a
varios antibidticos. Anualmente se han reportado cerca de 700.000 decesos
como consecuencia de infecciones por microorganismos infecciosos resistentes
y también dos millones de personas fueron infectados por estos
microorganismos. Debido a ello, el continente europeo gasta mas de 1,500
millones de euros en la terapia farmacolégica para enfermedades infecciosas por
microorganismos resistentes, en el que se encuentra la bacteria Streptococcus
mutans, ademas, cada afio la uniébn europea reporta que 25,000 habitantes
fallecen por el mismo motivo. Por otro lado, Estados Unidos también informo que
al afno fallecen cerca de 23,000 habitantes por el mismo problema de las

infecciones por microorganismos resistentes?.

Streptococcus mutans, es una bacteria que tiene una alta incidencia en
enfermedades bucales relacionadas con la mala higiene y caries dental, asi
mismo, esta bacteria llega a producir otras patologias bacterianas a otras partes
del cuerpo, esto se complica mas aun cuando genera factores de resistencia
similares a Staphylococcus aureus?. Esta bacteria entre otras esta generando
cifras elevadas de farmacorresistencia en todo el mundo, razén por la cual el
sistema de vigilancia mundial de antimicrobianos realiz6 una investigacion en 22
paises y los resultados indicaron que en dichos paises 500,000 personas son
resistentes a farmacos antibacterianos contra Staphylococcus aureus,

Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae, y Escherichia coli®.

A nivel nacional, nuestro pais no es ajeno a esta realidad, ya que existen
publicaciones cientificas de bacterias resistentes a los medicamentos
antibacterianos, lo que se ha relacionado con el uso irresponsable e inconsciente
de estos farmacos, no solo a nivel de las personas sino también en su uso con
los animales, es por eso que el estado peruano a través de sus organismos
competentes viene desarrollando politicas para el control de los farmacos
antibioticos*.

A través, de esta investigacion se ha tomado como punto de referencia la
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problematica planteada en los parrafos anteriores y las propiedades
antibacterianas que podria tener el fruto de la especie Morinda citrifolia L. (noni)
para que pueda ser utilizado como fitoterapia en las infecciones ocasionadas por
Streptococcus mutans. Ante lo mencionado se pretende determinar la actividad
antibacteriana del extracto etanodlico del fruto de Morinda citrifolia L. (NONI) a
diferentes concentraciones sobre la bacteria en mencién, por medio de un

estudio experimental realizado en un laboratorio.

Por tal motivo, la presente investigacion ha tomado en cuenta el problema de la
resistencia bacteriana y los reportes sobre los efectos que puede presentar el
fruto de Morinda citrifolia L. (noni) en el tratamiento de las infecciones, es por ello
gue se busca demostrar de forma experimental, in vitro, su efecto antibacteriano
empleando Streptococcus mutans ATCC 25175, con el propdésito de servir,

aportar y ayudar a la problematica local manifestada en nuestra sociedad.

Morinda citrifolia L. , conocido popularmente como noni, pertenece a una de las
familias mas grandes de las angiospermas, las Rubiaceaes. Esta familia es
caracterizada por sus especies de tipo arbusto y por encontrarse en todo el
mundo. El género Morinda abarca cerca de 40 especies que se encuentra
distribuidas en varios continentes y ha despertado el interés de los
investigadores de Morinda citrifolia L. , debido a que se han identificado mas de
100 metabolitos y sus efectos estan relacionados con la actividad antibacteriana,
antioxidante, antiviral, antifingica, antitumoral, antihelmintica, analgésica,

antiinflamatoria, hipotensora e inmunoestimulante®.

El noni es una fruta exdtica nativa del continente asiético, la planta mide de 3 a
10 metros de largo; su tronco es recto con nudos; sus hojas son opuestas y
miden de 20 a 45cm de largo por 7 hasta 25cm de ancho; sus flores son de color
blanco; su fruto es carnoso, ovoide, mediano, proveniente de una drupa,
presenta una coloracién verde cuando esta maduro; la pulpa del fruto es de color
blanco, es comestible, sin embargo, se suele tomar con otras frutas por su sabor
peculiar, en su interior presenta varias semillas de color negro, en forma de
triangulo. Todas las partes de Morinda citrifolia L. son utilizadas por sus

propiedades medicinales®.

Las semillas del noni suelen ser utilizadas como laxante, las hojas se utilizan
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topicamente como analgésico y como antiinflamatorio, la corteza del tallo como
astringente y antimalarico, la raiz se utiliza por sus efectos hipotensores, las
esencias de las flores como colirio y el fruto considerado la parte mas valiosa es
utilizado en afecciones de Ulcera, hipertension, reumatismo, estimulante,

infecciones intestinales, tuberculosis y tumores tipo sarcoma’.

Dentro de los compuestos fitoquimicos, los componentes fendlicos mas
importantes son las antraquinonas que constituyen el grupo de las quinonas
naturales, que son sustancias fendlicas derivadas de la dicetona y el antraceno,
representando significativamente las actividades bioldgicas. Los derivados de
antraguinona son solubles en agua o alcohol. Los compuestos fendlicos
identificados representan el grupo mas grande de micronutrientes funcionales

gue se encuentran en el jugo de “noni"’.

Por otro lado, Streptococcus mutans, es una bacteria grampositiva perteneciente
a la familia Streptococcaceae, se encuentran en forma de cocos formando pares
0 cadenas, no presenta flagelos, no produce espora, son catalasa negativa y su
metabolismo es anaerobio facultativo, son esféricas y miden menos de 2um de
didmetro. Streptococcus mutans es un microorganismo especial en cuanto a
requerimiento nutricionales, ya que varian de acuerdo a la especie, por lo que la

mayoria crecera mejor en agar con sangre o suero®.

Normalmente es conocido como patdgeno de la cavidad oral, pero también
puede ser causante de una bacteremia y endocarditis infecciosa. Cuando S.
mutans es cultivado y se lleva a incubacion después de 18 a 24 horas las
colonias formadas miden 0.3 a 2 mm de diametro, son de color blanco, opacas,

circulares con bordes definidos y su hemolisis es variable®.

Los estudios internacionales, relacionados con nuestro tema citan 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”. El propésito del estudio fue comprobar la eficacia antibacteriana y efecto
de la especie Morinda citrifolia L. combinada con un hidrocoloide de uso en
impresiones dentales. Después de 48 horas se pudo comprobar que el extracto
de Morinda citrifolia L. junto con el hidrocoloide redujo la cantidad de

microorganismos (2.2x10%a 0.05x10°6) a comparacion del agua®®.

12



También, Bhardwaj A. (2017), en su estudio “Comparative evaluation of the
antimicrobial activity of natural extracts of Morinda citrifolia L. papain and aloe
vera (all in gel formulation), 2% chlorhexidine gel and calcium hydroxide, against
Enterococcus faecalis: An in vitro study” | objetivo fue ejecutar una evaluacién
comparativa de la actividad antimicrobiana de extractos naturales de Morinda
citrifolia L., papaina y aloe vera (todos en formulacién de gel), gel de clorhexidina
al 2% e hidroxido de calcio, contra Enterococcus faecalis. Los resultados sefialan
gue el porcentaje global de inhibicién del crecimiento bacteriano (200 y 400um
de profundidad) fue del 100% con gel de clorhexidina, le siguié el gel de M.
citrifolia L. (86,02%), que mostrO una mejor eficacia antimicrobiana en
comparaciéon con el gel de aloe vera (78,9%), el gel de papaina (67,3%) y el
hidroxido de calcio (64,3%).

Por su parte, Babaji P. (2017), y su investigacion “Comparative evaluation of
antimicrobial effect of herbal root canal irrigants (Morinda citrifolia L. Azadirachta
indica, Aloe vera) with sodium hypochlorite: An in vitro study”. Defini6 como
objeto de estudio realizar un estudio comparativo del efecto antimicrobiano del
conducto radicular de las especies de Morinda citrifolia L., Azadirachta indica y
Aloe vera versus el hipoclorito de sodio. Se pudo observar que el hipoclorito de
sodio formd un mayor halo de inhibicion (28.6mm) contra E. faecalis y el extracto

de Morinda citrifolia L.formd un halo de 14,7mm?2,

A nivel nacional, se citan los estudios referidos a nuestro tema, como el de los
autores Altamirano L. et al (2021), con su estudio “Efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandélico de Morinda citrofilia L. (noni) frente a cepas de Staphylococcus
aureus”. El objeto de estudio se baso en investigar in vitro si el extracto etanolico
de Morinda citrifolia L. inhibe las cepas de Staphylococcus aureus. Se concluyé
que el extracto etandlico de Morinda citrifolia L. presenta efecto antibacteriano
sobre la cepa S. aureus, debido a que formé un halo de inhibicidon de 16.22mm
y que, ademas, a medida que aumenta la concentracién el efecto también es

mayorts,

Del mismo modo, Diaz M. et al (2021), en su investigacion definieron como
objetivo evaluar la accion antibacteriana de Morinda citrifolia L. y Foeniculum

vulgare, mediante un extracto y exponerlo sobre Staphylococcus aureus. Los
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resultados confirmaron la accién antibacteriana de las dos especies trabajadas,
pues el noni en concentraciones de 50 y 100% formd un halo de 16.99mm y
23.01mm; por su parte, el F. vulgare en concentraciones de 50 y 100% también

formé halos de 16.61mmy 18.07mm?*,

Para terminar, Oliva J. (2019), en su estudio experimental, investigo in vitro el
efecto antibacteriano de un extracto acuoso y etandlico en diferentes
concentraciones obtenidos del fruto Morinda citrifolia L. “noni” frente a la cepa
Streptococcus mutans ATCC 35668; los hallazgos observados confirmaron el
efecto antibacteriano de los extractos del noni, pues formaron diametros de
inhibicién de 23.5mm y 21mm en concentraciones de 75mg/mL y 50mg/mL

respectivamente?®,

En ese sentido, se plantea el objetivo general, demostrar la actividad
antibacteriana del extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda citrifolia L. (noni)

frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se plantea también la hipétesis general del estudio, el extracto etandlico del fruto
de Morinda citrifolia L. (noni) tiene actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro.

14



ll. MATERIALES Y METODOS

II.L1. Enfoquey disefio de la investigacion®l’

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

- Estransversal, porque los datos recopilados fueron tomados en un solo
momento.

- Es de tipo prospectivo, porque hace referencia al estudio de las
variables durante la ejecucion de la investigacién en un tiempo futuro.

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

entre ellas

Il.2. Poblacién, muestray muestreo1®-20

Poblacion: Esté referida a los 08 kilogramos del fruto de Morinda citrifolia
L. (noni), del cual se quiere conocer su actividad antibacteriana frente a S.
mutans. Para ello la poblacion fue recolectada del distrito de Chiclayo,
provincia de Chiclayo y departamento de Lambayeque, correspondiente a
las coordenadas geograficas 6.7676° de Latitud Sur y 79.8224° de longitud
Oeste a una altura de 43 metros sobre el nivel del mar.

Asimismo, la emision de la certificacion taxonémica del fruto de Morinda
citrifolia L. (noni) fue realizada por un profesional Bi6logo, especialista en

identificacion botanica.

Muestra: es una parte de la poblacién que fue usada para realizar la
investigacion, para el presente estudio se utilizaron 4 kilos del fruto de
Morinda citrifolia L. (noni), seleccionados segun los criterios de inclusion y
exclusion mediante un proceso de observacion, con el fin de seleccionar
los frutos que no estén en mal estado, luego pasaron por un proceso de
desinfeccién con hipoclorito de sodio al 0.1% mezclado en abundante agua.
Unidad de andlisis: corresponde a la cepa microbiologica Streptococcus
mutans ATCC 25175, la cual fue adquirida del Laboratorio Microbiologics,

quien brindo el certificado de analisis correspondiente de la cepa.
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Criterios de inclusion: Dentro de los criterios de inclusién para la
seleccion de la muestra se considero el fruto maduro, de tamafio y forma
homogéneos, recolectado de la zona de la poblacién en estudio, con
identificacion taxonémica previa a la recolecciébn por un profesional
botanico.

Criterios de exclusion: Dentro de los criterios de exclusién se consideré
qgue el fruto no haya sido recolectado directamente de la planta,
contaminado o con signos de putrefaccion o inmadurez, asi presencia de

plagas, haber sido tratado con pesticidas.

Muestreo: son técnicas utilizadas para que las muestras sean de facil
acceso, por lo tanto, en nuestro estudio se aplico el tipo de muestreo no
probabilistico por conveniencia, debido al facil acceso y disponibilidad del

lugar de recoleccién de la muestra

[I.3. Variables de investigacion

e Variable independiente: Extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (noni)

Definicion conceptual: es un preparado extraido de la droga vegetal con

etanol de 96° que presenta propiedades medicinales.
Definicion operacional: Extraccion por la técnica de maceracion

e Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Definicién conceptual: Inhibicion o muerte del crecimiento celular

bacteriano.
Definicion operacional: Tamafo del halo inhibitorio

Il.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccién de datos

Técnicas:

e Ficha de recoleccidon de datos: instrumento que permitira plasmar los

datos recogidos sobre el tamafio de los halos inhibitorios en milimetros
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formados por el extracto etanodlico del fruto de Morinda citrifolia L. (noni)
en diferentes concentraciones, los cuales fueron comparados con el

control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y el control negativo (etanol 96°).

[I.5. Plan metodoldgico paralarecoleccion de datos

11.5.1 Elaboracion del extracto etandélico del fruto de Morinda citrifolia

L. (noni)

Los frutos seleccionados fueron licuados con cantidad suficiente de
etanol 96° para cubrir la muestra, posteriormente fueron colocados en
maceracion en envases de vidrio de color ambar con capacidad
suficiente para 4 litros, por 10 dias, cada 12 horas, se procedi6 luego
a tomar el frasco y agitar la muestra contenida para uniformizar el
macerado, al finalizar el tiempo de maceracién se procedio a filtrar con
papel de filtro Whatman Nro. 01 y luego fue colocado en una estufa a
45°C por 24 horas o hasta su evaporacion completa, el extracto
obtenido fue reconstituido con etanol a una concentracion de 100
mg/ml (100%), 75 mg/ml (75%) y 50 mg/ml (50%).

[1.5.2 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana fue determinada por el método de difusion
en pozo, sin embargo, previo a ello la unidad de analisis
(Streptococcus mutans) fue adquirida del laboratorio Microbiologics.
Después, se activo la cepa por disolucion y fue sembrada en una
placa con agar sangre en un medio anaerobico y puesta en incubacion
por 48 horas a una temperatura de 36°C + 1°.

Después, de las 48 horas, se sacaron las placas cultivadas con
Streptococcus mutans de la incubadora para preparar el inéculo
bacteriano de la cepa. Para ello, mediante la técnica del hisopado en
placa se hicieron disoluciones seriadas en varios tubos con suero
fisiologico, hasta obtener la escala de MacFarland de 0.5 por
observacion directa.

Con el in6culo obtenido de Streptococcus mutans se sembraréa en 10
placas Petri con agar Mueller Hinton (medio estandar) y se realizaran
pocitos de 6mm con un sacabocados para poder introducir los 30uL
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1.6.

I.7.

del extracto etanodlico del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) en
concentraciones de 100%, 75% y 50%.

Para los grupos del control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y el control
negativo (etanol 96°) se trataron como los grupos de la variable
independiente, con 10 placas con Streptococcus mutans y con dos
pocitos donde se aplicaron 30uL de Clorhexidina al 0.12% y 30uL de
etanol 96°C.

Todas las placas fueron llevadas a la incubadora por 24 horas hasta
48 horas a una temperatura de 37°C = 2 y después de transcurrido el
tiempo se observaron el crecimiento bacteriano y la formacion de
halos de inhibicién alrededor de cada pocito.

La medida de los halos fue tomada con un equipo llamado vernier
digital o Pie de rey y su medida fue en milimetros (mm), toda esta
informacion se registro en la ficha de datos del estudio microbiolégico.
La medida (mm) del halo inhibitorio se relacion6 con la actividad

antibacteriana del extracto etandlico, in vitro.

Procesamiento de los analisis estadisticos

Mediante este procedimiento los datos plasmados en la ficha de
recoleccion de datos fueron ingresados al software estadistico SPSS
version 26, se analizaron los datos recolectados mediante la estadistica
descriptiva, adicionado a ello se aplicaron pruebas de normalidad y
homogeneidad de varianzas para luego aplicar las pruebas de ANOVA 'y
Tukey, todo el analisis estadistico se realiz6 con un nivel de significancia
del 0.05.

Aspectos éticos

Dentro de este aspecto se considerara el principio de veracidad y autoria
sometiendo la investigacién al software antiplagio turnitin para demostrarlo,
asi mismo, los investigadores son los Unicos responsables del contenido
de la investigacion y se someten a las sanciones respectivas en caso se
falten a estos principios; asi mismo, se aplicé el principio de ética basico,
qgue es la busqueda del bien, por lo que se mantuvo los criterios de

bioseguridad, durante el desarrollo de la parte experimental y el manejo de
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material biocontaminado para evitar dafios al medio ambiente o a los

participantes.
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[ll. RESULTADOS

Tabla 1. Metabolitos presentes en el extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (Noni) con actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Prueba Identificacion Color / Precipitado Intensidad
Shinoda Flavonoides amarillo -
Tricloruro Compuestos fenolicos Azul violeta -
férrico Taninos Rojo verdoso +
Dragendorff Alcaloides Naranja ladrillo +
Bontrager Quinonas rojo -
Liebermann - . . .

Triterpenos y esteroides Anillo verde-azulado -
Burchard
Espuma Saponinas Formacion de espuma ++
Test Mucilago Mucilago - -
Sudan Il Aceite y grasas Rojo -

Fuente: Elaboracién propia

Leyenda:
e Alta Ry
e Media DA+
e Baja D+
e Ausencia D -

Interpretacion:

En latabla 1, se observan los resultados de la Marcha fitoquimica de los metabolitos
secundarios presentes en extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. (Noni)
gue pueden presentar actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175, se observo la presencia en cantidad media (++) de saponinas y en
baja cantidad (+) taninos y alcaloides, el resto de ensayos realizados mostro

resultados negativo.
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Tabla 2. Estadistica descriptiva para los grupos experimentales y control

Diametro del halo de inhibicién
95% Intervalo de confianza
para la media

Desviacion Error Limite
N Media estandar estandar  Inferior Limite Superior Minimo Méaximo
Morinda citrifolia - 10 19,68 0,36 0,08 19,50 19,87 19,29 20,04
100%
Morinda citrifolia - 10 15,59 0,30 0,09 15,38 15,80 15,06 15,99
75%
Morinda citrifolia - 10 14,45 0,38 0,12 14,18 14,73 13,60 14,96

50%
Fuente: Elaborado por las investigadoras

Interpretacion:

En latabla 2, se muestra los valores medio de halos de inhibicién de 19,68+0,36mm
para el extracto etanolico de Noni al 100%, de 15,59+0,30mm para el extracto
etanolico de Noni al 75% y de 14,45+0,38mm para el extracto etandlico de noni al

50%, asi mismo, se muestra la estadistica descriptiva de cada grupo de datos.

Tabla 3. Estadistica descriptiva para los grupos control

Diametro del halo de inhibicién

95% Intervalo de
confianza para la media
Desviacién  Error Limite Limite
N Media estandar estandar Inferior Superior Minimo Maximo
Etanol (CN) 10 5,90 0,40 0,13 5,60 6,20 5,37 6,63
Clorhexidina 0.12% (CP) 10 24,00 0,35 0,11 23,75 24,25 23,58 24,75

Fuente: Elaborado por las investigadoras

Interpretacion:

Se muestra los valores medio de halos de inhibicidn del control positivo (clorhexidina
0.12%) el cual presentd halo de inhibicion de 24,00+0,35mm; asi mismo, se observa
el valor promedio del control negativo (etanol 96°) fue de 5,90+0,40mm y sus
parametros estadisticos de desviacion estandar, limites superior e inferior, etc.
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Figura 1. Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico del fruto de Morinda
citrifolia L. (Noni) frente a Streptococcus mutans

04.0(

@\ e m

Media de Diametro de inhibicién

MORINDA MORINDA MORINDA ETANOL (CN) CLORHEXIDINA
CITRIFOLIA - 100% CITRIFOLIA - 75% CITRIFOLIA - 50% 0.12% (CP)

Grupos de trabajo

Fuente: Elaborado por las investigadoras

En lafigura 1, se observa el comportamiento de los grupos experimentales y control
en funcién del tamafio del halo de inhibicion obtenidos, se muestran valores
minimos para los extractos de noni al 50%, 75% y 100% de 14,45mm; 15,59mm y
19,68mm respectivamente, siendo estos superiores al grupo control negativo
(5,90mm); asi mismo, el grupo control positivo representado la clorhexidina al
0.12% muestra un halo de inhibicion de 24,00 mm, siendo este el de mayor
actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans.
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Tabla 4. Prueba de distribucion normal para cada grupo de tratamientos

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Estadistico df  Sig.
Diametro del Morinda citrifolia - 100% 0,928 10 0,427
halo de Morinda citrifolia - 75% 0,932 10 0,469
inhibicion (mm) Morinda citrifolia - 50% 0,918 10 0,340
Etanol (CN) 0,925 10 0,396
Clorhexidina 0.12% (CP) 0,900 10 0,217

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Se muestra el analisis realizado mediante el software estadistico SPSS ver. 26 para
la determinacién de la distribucién normal de cada grupo de datos trabajados, de
las dos pruebas aplicadas se observa que todos los grupos cumplen con una

distribucion normal luego de comparar sus valores de significancia con el valor alfa

de significancia del estudio (0,05).

Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Estadistico de

Levene

dfl df2 p-valor

Basado en la media
Diametro del
Basado en la mediana
halo de
o Basado en la mediana con ajuste de df
inhibiciéon
Basado en la media recortada

0,728
0,465
0,465
0,696

4 45
4 45
439,39
4 45

0,578
0,761
0,761
0,599

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Mediante la prueba de Levene o de homogeneidad de varianzas determinamos el
comportamiento homogéneo observado en la recoleccion de los datos de cada
grupo de trabajo, del analisis realizado se observa con respecto al valor basado en
la media un valor p de significancia superior al 0,05; por lo tanto, se confirma que

los datos recolectados en cada grupo de trabajo presentan homogeneidad de

varianzas.
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CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:

Hi: El extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) tiene mayor
actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 que la
Clorhexidina al 0.12%.

Ho: El extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) no tiene mayor
actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 que la
Clorhexidina al 0.12%.

Tabla 6. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 1820,967 4 455,242 3784,228 0,000
Dentro de los grupos 5,413 45 0,120
Total 1826,380 49

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Mediante la prueba de ANOVA se observé diferencias estadisticamente
significativas con respecto al tamafio del halo inhibicion promedio de los grupos
analizados, mediante la comparacion del p-valor (0,00) inferior al valor alfa de 0,05
aceptando la hipétesis alterna, lo que demuestra que los grupos analizados

presentan diferentes halos de inhibicion.

Tabla 7. Analisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de
Tukey

Diametro de inhibicién

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
Etanol (CN) 10 5,90
Morinda citrifolia - 50% 10 14,45
Morinda citrifolia - 75% 10 15,59
Morinda citrifolia - 100% 10 19,68
Clorhexidina 0.12% (CP) 10 24,00
Sig. 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
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a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 10,000.
Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Luego del andlisis del analisis de la varianza (ANOVA), se procedio a confirmar las
diferencias estadisticamente significativas relacionandolas entre si, para lo cual se
desarrollo la prueba de Tukey, el analisis de esta prueba diferencias significativas
en todos los grupos de datos, no existiendo actividad antibacteriana similar a la
Clorhexidina 0.12%, siendo este superior a los extractos experimentales.

Decision: Por lo tanto, se acepta la hipétesis Ho y se rechaza la Hi1 que confirma
gue el extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) no tiene
mayor actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 que la
Clorhexidina al 0.12%.

Tabla 8. Sensibilidad antibacteriana segun la escala de Duraffourd

. Sensibilidad nula Sensible Muy sensible Altam_ente
Tratamiento sensible

<8 mm 8-14 mm 14-20 mm
- > 20 mm

Etanol (CN) 5,90

Morinda citrifolia - 50% 14,45

Morinda citrifolia - 75% 15,59

Morinda citrifolia - 100% 19,68

Clorhexidina 0.12% (CP) 24,00

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion:

Se representan los halos promedios obtenidos por los grupos de tratamiento y
control mediante la escala de Duraffourd, donde se puede apreciar que
Streptococcus mutans presenta Sensibilidad Nula al grupo control negativo, es
altamente sensible al extracto de noni al 50%, 75% y 100% y control positivo
Clorhexidina 0.12%.
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V. DISCUSION

4.1. Discusioén de resultados

El estudio realizado evidencio la actividad antibacteriana del fruto de
Morinda citrifolia L. (noni) sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC25175 con el objetivo de encontrar una fuente natural para el
tratamiento de las enfermedades ocasionadas por esta bacteria, ademas
de ayudar a reducir los indices de resistencia bacteriana y disminuir los
costos de los tratamientos de estas, en tal sentido se presentan los

resultados que se discuten a continuacion.

La actividad antibacteriana mostrada del extracto del fruto de Morinda
citrifolia L. (noni) se determiné por medio del método de difusion en pozo
mediante la valoracion estadistica del diametro del halo de inhibicion, los
datos recolectados fueron de 19,68+0,36mm para el extracto etandlico de
Noni al 100%, de 15,59+0,30mm para el extracto etandlico de Noni al 75%
y de 14,45+0,38mm para el extracto etandlico de noni al 50%; por su parte,
los grupos control obtuvieron halo de inhibicion de 24,00+0,35mm para el
control positivo (clorhexidina 1.12%); asi mismo, se observa el valor

promedio del control negativo (etanol 96°) fue de 5,90+0,40mm.

Altamirano L. et al (2021) expuso el extracto etandlico de Morinda citrifolia
L. (noni) frente a cepas de Staphylococcus aureus demostrando que este
presenta efecto antibacteriano sobre esta bacteria mostrando halos de
inhibicion al 100% de 16.22mm; resultados similares observo Diaz M. et
al (2021) a las concentraciones de 50% y 100% present6 halos de
inhibicion de 16.99mm y 23.01lmm respectivamente sobre la misma
bacteria, mostrando que esta especie vegetal muestra actividad
antibacteriana debido a los metabolitos secundarios que presenta el

extracto etanolico.

Un estudio similar al planteado, fue el realizado por Oliva J. (2019), donde
investigo el efecto antibacteriano de un extracto acuoso y etandlico en
diferentes concentraciones obtenidos del fruto Morinda citrifolia L. “noni”

frente a la cepa Streptococcus mutans ATCC 35668 mostraron halos de
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inhibicion de 23,5mm y 21mm en concentraciones de 75mg/mL y
50mg/mL lo que corrobora los resultados obtenidos con respecto al
tamafio de los halos de inhibicion obtenidos sobre los cultivos de

Streptococcus mutans.

Dentro de los metabolitos secundarios que estan presentes en los
extractos etandlicos de Morinda citrifolia L. a los compuestos fendlicos
como las antraquinonas y el antraceno, ademas de coumarinas y
compuestos flavonoides los cuales pueden estar aportando esta actividad,
los cuales tienen la capacidad de actuar sobre la bacteria como
inhibidores del transporte de electrones, interfieren en la fosforilacion
oxidativa y en al intercalacion de la doble hélice del ADN, producen
radicales libres entre otras acciones que explicaria su actividad

antibacteriana del extracto de Morinda citrifolia L.

Por otro lado, las investigaciones realizados sobre Morinda citrifolia L. no
solo se circunscribe a la aplicacion directa de los extractos sobre medios
de cultivo, sino que han demostrado actividad antibacteriana en el uso
conjunto con otras sustancias como la investigacion realizada por Ahmed
A. (2017) donde empled el extracto del fruto de Morinda citrifolia L. “noni”
en combinacion con un hidrocoloide para el tratamiento de infecciones
orales producidas en las impresiones dentales, obteniendo como
resultados reduccion de la cantidad de microorganismos (2.2x10° a

0.05x10°) a comparacién del agua.

Del mismo modo, el estudio realizado por Bhardwaj A. (2017) evalud la
actividad antimicrobiana del extracto natural del noni, bajo la forma de un
gel comparandolo contra clorhexidina al 2% en gel contra Enterococcus
faecalis, los resultados mostraron una mayor eficacia contra esta bacteria
en el gel de de Morinda citrifolia a la concentracion de 86,02%. Por otro
lado, Babaji P. (2017), evalué el extracto de Morinda citrifolia L.

Enterococcus faecalis obteniendo halos de inhibicion e 14,7mm.

Los datos recolectados demostraron homogeneidad de varianzas y
presentaron distribucion normal, el analisis inferencial se realiz6 mediante

la prueba de ANOVA y posteriormente mediante la prueba de Tukey, las
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pruebas se realizaron con un nivel de significancia del 0,05 demostrando
diferencia estadisticamente significativa en todos los grupos de datos
analizados, en tal sentido, se demostr0 que el control positivo
(clorhexidina 0.12%) presenté mayor actividad antibacteriana contra
Streptococcus mutans ATCC 25175.

El analisis de la sensibilidad bacteriana mediante la escala de Duraffour
determind que Streptococcus mutans ATCC 25175 presenta sensibilidad
nula al control negativo empleado y es altamente sensible a los extractos
de Morinda citrifolia L. (noni) a las concentraciones del estudio junto con

el control positivo.

4.2. Conclusiones

. En el extracto etanodlico del fruto de Morinda citrifolia L. (Noni) se
encontraron los metabolitos secundarios como taninos, alcaloides y
saponinas que podrian presentar actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175

. La actividad antibacteriana del extracto etandlico in vitro del fruto de
Morinda citrifolia L. (noni) al 100% frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 mostro halo de inhibicion promedio de 19,68+0,36mm.

. La actividad antibacteriana del extracto etandlico in vitro del fruto de
Morinda citrifolia L. (noni) al 75% frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 mostro halo de inhibicion promedio de 15,59+0,30mm.

. La actividad antibacteriana del extracto etanolico in vitro del fruto de
Morinda citrifolia L.(noni) al 50% frente a Streptococcus mutans ATCC

25175 mostr6 halo de inhibicion promedio de 14,45+0,38mm.

. El extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda citrifolia L. (noni) presenté
menor actividad antibacteriana que Clorhexidina al 0.12%. frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175
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4.3. Recomendaciones

El empleo de diferentes solventes y técnicas extractivas puede ayudar a

determinar la forma de extraccion de mayor eficacia.

Los resultados de la actividad antibacteriana del noni, varia segun la
bacteriana empleada y la forma extractiva de los metabolitos activos por
lo tanto se recomienda realizar estudios teniendo estas variables en el

estudio.

Evaluar el uso de los extractos etandlico, tanto del fruto como de las hojas
en el tratamiento de enfermedades o como complemento al tratamiento

farmacoldgico.

Se recomienda el empleo de los extractos de noni en la preparacion de

formulaciones farmacéuticas que demuestren eficacia in vitro.
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Anexo 1. Instrumento de recoleccién de datos

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
FRUTO DE Morinda citrifolia L. (NONI) FRENTE A Streptococcus
mutans ATCC 25175, IN VITRO.

GRUPOS GRUPOS CONTROL
EXPERIMENTALES
NUumero de Clorhexidina Etanol
placas 100% 75% 50% 0.12% 96°
Placa N°01 19,59 15,71 14,63 24,00 5,37
5,68
Placa N°02 19,29 15,43 14,74 24,75
Placa N°03 19,56 15,89 14,34 23,99 5,60
Placa N°04 19,68 15,97 14,44 23,80 6,24
Placa N°05 19,96 15,50 13,60 24,41 5,53
Placa N°06 19,30 15,06 14,56 23,58 6,63
Placa N°07 19,97 15,99 14,44 24,05 5,67
Placa N°08 19,74 15,52 14,10 23,83 6,01
Placa N°09 19,69 15,38 14,73 23,92 5,81
Placa N°10 20,04 15,46 14,96 23,67 6,46
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Anexo 2. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico del fruto de Morinda
citrifolia L. (NONI) frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175?

Demostrar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (noni) frente a Streptococcus mutans ATCC
25175,

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
(noni) tiene actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢, Cuales seran los metabolitos presentes en el
extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (Noni) con actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175?

Identificar los metabolitos presentes en el
extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (Noni) con actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175

Existen metabolitos secundarios en el extracto
etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. (Noni)
con actividad antibacteriana  frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175

¢, Cual sera la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico del fruto de Morinda
citrifolia. L. (NONI) al 100% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175?

Determinar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda
citrifolia L. (noni) al 100% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (noni) al 100% tiene actividad antibacteriana
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

,Cual serd la actividad antibacteriana del
extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (NONI) al 75% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro?

Determinar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda
citrifolia L. (noni) al 75% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (noni) al 75% tiene actividad antibacteriana
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

¢, Cual sera la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico del fruto de Morinda
citrifolia L. (NONI) al 50% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175?

Determinar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda
citrifolia L. (noni) al 50% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia
L. (noni) al 50% tiene actividad antibacteriana
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

¢ Cual sera la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico del fruto de Morinda
citrifolia L. (NONI) comparado con Clorhexidina
al 0,12% frente a Streptococcus mutans ATCC
251757

Comparar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico in vitro del fruto de Morinda
citrifolia L. (noni) frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175 con Clorhexidina al 0.12%.

La actividad antibacteriana del extracto etandlico
del fruto Morinda citrifolia L. (noni) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 es mayor que
Clorhexidina al 0.12%.




Anexo 3. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION DEFINICION DIMENSIONE S| INDICADORE S [ESCALA DE | .
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION #EEAES VALOR
Variable
_ _ Es un preparado
independiente: i
extraido de la droga | Extraccion por 100
Extracto
- vegetal con etanol de | maceracion Concentracion Porcentaje Razén 3 75
etanolico del fruto .
_ 96° que presenta 50
de Morinda .
o . propiedades
citrifolia L. (noni) .
medicinales.
Variable <8mm
dependiente: )
Actividad Inhibicibn o muerte Tamafio del 8mm-14mm
antibacteriana del crecimiento halo (+)
] Halo de Diametro (mm) Razén 4 > 14 mm-
frente a celular bacteriano inhibitori o
INNIpItorio inhibicion
20mm
Streptococcus
(++)
mutans ATCC > 20mm :

25175

(+++)




Anexo 4. Certificado botanico

Hamilton ¥W. Beltram 5.
Consultor Botsnico
Calle Matalio Sanchez 251- Jesds Karia
hamilionbetran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biclogo colesiado, ceriifica que la planta conocida come “MONI® proporcionada por los
Bachilleras, Carmen Maria Chumacero Santos ¥ Any Fiorely Torre: Hovos, Tazistaz de
la Unrversidad Maria Awabiadora, ha zido estudiada clentificaments v determmada como
Morinda ciorifolia L. v de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronguist 1981, s2 ubica en

las sizmentes categorias:

Fema: Plantas
Divasion: MMagnoliophvta
Claza: MMaznoliopzida
Orden: Enhiales
Familia: Fubiaceae
Genero: Morinda
Ezpacia: Morinda cizrifolic L.
Se expide lz prezents cerfificacion a solicitud de loz imteresados para los fines que esztime

convenients,

Lima, 01 junio del 2022

SR
Bldo. Hamilton Bellran
il [Wiwer Beloem Sowizpe
Fintingo - Bddalea -
FR* ITrE



Anexo 5. Certificado de Streptococcus mutans ATCC

) Microbiologics®

Cerlificate of Analysis: Lyophikzed Microorganism Specification and Pedoemance Upan Release

Specifications ation Diate: 20230750
Microorganism Mama: Steplococcus mulans ease Information:
Catalog Mumber: 02646 Quality Control Technologist: Chrisline Condan
Lot Mumber: 266-28* Release Date: 2020124
Refarsnce Number: ATCC® 25175™
Purity: Purs
Pazsaga from Reference: 3
Parformance
Macroscopic Features: [T —

Two colony types: small, cicular, dome shaped, entire sdpe, while and the S3AP olher is

=mal, crcular and ranslucenl. Microscoplc

Foatures: Method:

Small gram posilive coosd ba owoid celis occurring singly, in pairs and Gram Shin {1} predaminatsly in chairns

ID System: MALDE-TOF (1) Other Features! Challenges: Results

See altached 1D System resulls document e P My i

‘4«1af_L_ ,):f,,ﬂ_m

Amanda Kupesus
Caualily Conbrol Manager
AUTHOREIZED SIGNATURE

SUkmacdarrani. (e bl chaltin ] oF ol fumber adpearng of e prodos] bl and packing Sk wie Seraly i packamng aven | nisbat, | S Slisbs doplaysed of B
el i o o il B o Fiiiebeii

Meta for Witk Althoegh tha WieE panel uses miny cosvaliosal ek, The uslgiue esvironmast o the cird, combisad with the sharl Boebation perisd, may]
produc g reaults Thal deflar from i L O il By el o Pecds.

L Radar 1ot ancioied preduct inseft Tor issihactions. Bt nded wse and hatarsnatety mfomaeti on

indedidual progests dan ecrabls b @ moogniced tullee coflecbon,

BEFLRAmCE mANDRIAL FRDIILIR
CRAT wheiiag

171 T ATEC L W’ i ATCLS L Diairesilivi vrind wairkl vl Bha ATCC caliey roks aie Deedeed of ATCC
{ ATCC E;E:’t‘!: i birabielogin inc i Eoeroed Lo U D i e and el produd deimed fom ATOOE culliies

TESTING CTFRT #8A605.01
1| Wil bl o ibssind d 1o | BOVIEC 170025 0005




@ 3012 Microbiologios, Inc. Al Rights Ressreed. 200 Cooper Avenoe North Saint Cloud, M 58306 Page 1 of1 DOC 286

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -EE-
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols | Color
2,00 = 3.00 { ) ETEer
170- 195 © | yetow
0.0 - 1.69 (-} red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence ientification. The second-best match is i1y a
(A) high-confidence identification in which the species g5 identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) 4 non-identification.

Low conaistency: The requirements for high consistency arc not met. The bost mntch 13 a lugh- or low-
(B} confidence identification. second-best match 15 (1) a igh- or low-confidence identification i
wliich the genns is identical (o the best match or (2) a non-wdentification.

() No consistency: The requirements for high or low consistency are ol met,

Sample Mame: Sirephoconcus mutans

Sample Descripbion: 0266

Sample |D: 266-28

Sample Creaton DatelTime:  2018-10-19T10:55:23.331 CMCE

Applied MSP Librangies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungl Library 1.0, Listera

Sample Nama Sample Organism (best match) Score Value
[1]
AR ["nt}
(&) 266-23 Streptococcus mutans
Comreenis:

MA




Anexo 6. Carta de aceptacién del propietario del terreno

CARTA DE ACEPTACION

EL QUE SUSCRIBE
Hace constar

Que, CARMEN MARIA CHUMACERO SANTOS y ANY FIORELY TORRES HOYOS,
bachilleres en Farmacia v Bioguimica, se les ha brindado el acceso a mi terreno ubicado en
departamento lambayeque provineia chiclayo distrite chiclayo del cual zov propietario, para
puedan recolectar muestras de la especie vegetal Merinda citvifolin L. (NONI), las cuales serin
utilizadas en su investizacion titulada: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITEOQ DEL
EXTRACTO ETANOLICO DEL FRUTO DE Morinda citrifolia L. (NONI) FRENTE A
Streptococeus mutans ATCC 251757

CHICIAYO, 28 de maye del 2022

Diomira Carlos Judrez

DMI-76860407



Anexo 7. Fotografias del trabajo de campo

Figura 2. Recoleccion de la planta




Figura 3. Seleccién, lavado y desinfeccion de la muestra




Figura 4. Preparacion del macerado de la muestra vegetal




Figura 5. Preparacion de los extractos de noni




Figura 6. Estudio fitoquimico




Figura: 7. Preparacion del in6culo de trabajo

Figura 8. Acondicionamiento de los pozos en agar




Figura 9. Incubacion de Streptococcus mutans en condiciones anaer6bicas
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