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EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE EXTRACTOS ACUOSOS
DE HOJAS FRESCAS DE Morinda citrifolia SOBRE CEPAS DE ORIGEN
HOSPITALARIO DE Pseudomonas aeruginosa.
Luna A. Alba M., Salazar G. Francis A.
Departamento de Parasitologia y Microbiologia, Escuela de Ciencias de la Salud,
Universidad de Oriente, Nucleo Bolivar.

RESUMEN

La OMS en el 2017 publica una lista de bacterias, para las que se requieren con
urgencia nuevos antibioticos, en la que se encuentra incluida Pseudomonas
aeruginosa, debido que es altamente resistente, por lo tanto, se hace prioridad
promover investigaciones relacionados con el descubrimiento de nuevas propiedades
0 sustancias para la posterior creacion de nuevos antibidticos. La planta Morinda
citrifolia, conocida popularmente como “Noni” se le atribuyen diversos beneficios
medicinales, entre ellos la actividad antimicrobiana. Se experimento con los extractos
acuosos de hojas frescas de la planta, para evaluar su actividad antimicrobiana in
vitro frente a Pseudomonas aeruginosa. Se utilizé la decoccidn para replicar de forma
estandarizada de su consumo en los hogares y asi comprobar cientificamente si la
forma comdn de consumo posee algun efecto antibacteriano in vitro sobre esta
bacteria. Se utilizo el método decoccion de Morinda citrifolia directo sobre el agar
con el asa calibrada. No se observé inhibicion del crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa frente a los extractos acuosos de las hojas frescas de Morinda citrifolia en
ningunas de sus concentraciones en las condiciones de decoccion sometidas para su

analisis de efecto antimicrobiano.

Palabras claves: Morinda citrifolia, Decoccion,  Antimicrobiano,

Multirresistente, Fenélicos.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales constituyen un elemento terapéutico por excelencia en
la medicina tradicional y popular. Los cientificos y profesionales de la medicina han
mostrado creciente interés en este campo, en la medida en que reconocen los
verdaderos beneficios para la salud de estos productos. Su estudio representa un
desafio para los investigadores quienes tratan de demostrar con evidencias cientificas
sus propiedades terapéuticas (Sanchez, et al., 2012).

A pesar de que, durante siglos, las diferentes culturas del mundo han utilizado
productos herbarios y naturales como parte del acervo de la Medicina Tradicional, no
ha sido sino hasta la actualidad que cientificos y profesionales de las ciencias médicas
han aumentado su interés en este campo al irse reconociendo ya los reales beneficios

para la salud que aportan (Torres y Toranzo, 2018).

Un ejemplo conocido de tal afirmacion lo constituye, el té, que desde hace mas
de 4000 afios se conocio en China que puede actuar como antidoto de otras hierbas
venenosas y al que cada dia se le descubren nuevas propiedades medicinales
beneficiosas al igual que histéricamente ha sucedido con otras plantas con
propiedades medicinales que el hombre ha descubierto en su blasqueda de alimentos,
como es el caso de Morinda citrifolia, popularmente conocida como Noni, guandbana
cimarrona, fruta del diablo o fruta del paraiso, cuyas bondades son conocidas y
aprovechadas desde hace mas de 2000 afios por los habitantes de las Islas Polinesias

(Torres y Toranzo, 2018).

Se considera que Morinda citrifolia fue llevada a las Polinesias por los
antepasados de sus nativos que emigraron desde el Asia Sudoriental hace unos dos

mil afios y que la empleaban medicinalmente y como alimento fundamentalmente en



sus travesias marinas donde nunca faltaba una buena provision de este fruto. Los
polinesios utilizaban todas las partes de la planta para sus remedios, es por ello que se
ha visualizado las raices, los tallos, la corteza, las hojas, las flores y los frutos del
Noni, en diferentes combinaciones, que hoy en dia forman parte de casi 40 remedios

herbarios reportados (Lopez, et al., 2013).

Ademas, de la raiz extraian un pigmento de color rojo o amarillo para tefiir sus
ropas y esterillas mientras que el fruto también se comia con el fin de alimentarse y
para fomentar la salud, existen numerosas historias de héroes y heroinas polinesios
que sobrevivieron del hambre gracias al Noni. El fruto de esta planta se emplea
tradicionalmente en forma de jugo, como ténico, en cataplasmas y como infusion
(Rodriguez et al., 2015).

Las preparaciones herbales son probablemente el método més comuin de la
medicina tradicional para tratar diversas afecciones. Se les conoce coloquialmente
como té, lo cual proviene en realidad de la infusién preparada con la planta del té
(Camellia sinensis) (Pamplona, 2006). La infusion es una bebida que se prepara en
agua muy caliente, agregando alguna sustancia vegetal, como hojas, flores, frutos o
cortezas de ciertas plantas, y dejandola unos minutos de reposo. La mayor diferencia
entre té e infusion, son los ingredientes. Una decoccion consiste en someter alguna
parte de una planta a un hervor seguido en agua, por espacio de 15 a 60 minutos,
segun sea la planta o el principio activo que se desea extraer permitiendo la salida de
mas sustancias, aunque pueden perderse algunos compuestos de aroma; suelen usarse
cuando se buscan las propiedades medicinales o la actividad bioldgica sobre las

caracteristicas organolépticas (Visht y Chaturvedi 2012), (Vazquez, 2019).

La infusion de Morinda citrifolia se confecciona con las hojas de la planta como
remedio para la tuberculosis, la artritis, el reuma y el envejecimiento. Las hojas y el

fruto han sido utilizados por méas de 2000 afios para el tratamiento de la artritis, para



reducir diferentes tipos de dolor, asi como para tratar varias enfermedades, tradicion
aun vigente. Esta parte de la planta sirve para preparar un tonico para problemas
urinarios y musculares o para el dolor en las articulaciones, mientras que el jugo, que
tiene un sabor y olor desagradables, se usa en el cuero cabelludo para la eliminacion
de los piojos y la fruta verde se macera junto con sal y se aplica en las heridas
profundas y los huesos rotos, mientras que la madura se utiliza como cataplasma para
las manchas faciales 0 como un remedio para la irritacion de la piel, furinculos o
infecciones (Beteta, 2018), (Castillo et al., 2014).

Morinda citrifolia, pertenece a la familia Rubiaceae, el crecimiento y desarrollo
de esta planta esta en dependencia de las condiciones del clima, caracteristicas del
suelo, régimen de precipitaciones y los efectos del ambiente donde se cultive
(Sénchez et al., 2012). Esta se trata de una planta arb6rea con caracteristicas
fisicoquimicas dependientes a su etapa de maduracion y las cuales varian con relacion
a su tejido de origen dentro de la planta. EI origen del Noni, es del sudeste asiatico,
pero a través de los afios su distribucién ha aumentado a nivel mundial (Medina y
Valderrama 2017).

La planta del Noni es un arbol pequefio de hojas perennes que crece en regiones
costeras abiertas al nivel del mar y en areas boscosas hasta aproximadamente unos
400 metros sobre el nivel del mar, pudiendo desarrollarse a menudo en terrenos de
origen volcénicos. Se identifica por su tronco recto, grandes hojas elipticas de color
verde brillante, y sus flores tubulares blancas, y su distintivo fruto amarillo de forma

ovoide, semejante a la granada (Castillo, et al., 2014), (Ulloa, et al., 2012).

Este fruto puede llegar a crecer hasta unos 12 cm 0 mas y presenta una
superficie abultada cubierta por secciones de forma poligonal. Las semillas que son
triangulares y de color castafio rojizo, tienen una bolsita de aire en su extremo la cual

les permite flotar y esto podria explicar en parte, la amplia distribucion de la planta a



lo largo de las islas de Polinesias. No se considera que Morinda citrifolia esté en
peligro de extincion en su habitat actual y también recibe, entre otros, los nombres
populares de Mora de la India, Ruibarbo del Caribe, Pino Salvaje y Hog Apple o

Manzana de Cerdos (Torres y Toranzo, 2018).

Se han identificado varios componentes principales en el fruto de esta planta
entre los que se encuentran el acido octoanoico, potasio, vitamina C, terpenoides,
alcaloides, antraquinonas tales como el nordamnacantal, morindona, rubiadina,
rubiadinal-metil éter y glicésido de antraquinona. Entre sus componentes también se
incluyen betasitosterol, caroteno, vitamina A, acido linoleico, alizarina, aminoacidos,
acubina, L-asperulésido, acido caproico, acido caprilico, acido ursolico, rutina y una

posible proxeronina (Ancona, et al., 2017).

El aparentemente exitoso uso tradicional del Noni conllevé a que diferentes
investigadores le dedicaran su atencion y entre ellos el Dr. Neil Solomon, el cual
realizé toda una serie de encuestas al respecto que lo condujeron a publicar su libro
"El Jugo de Noni, La Fruta Tropical de los 101 Usos Medicinales” que a su vez ha
provocado actualmente un auge de las investigaciones relacionadas con las alegadas
posibles propiedades medicinales de Morinda citrifolia, entre las que se encuentran su
accion  antioxidante, analgésica, antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral,
antitumoral, mejoradora de la audicion de las altas frecuencias, inmunolégica,
hipotensora, antihelmintica e insecticida, entre otras, unidas también al desarrollo de
una gran industria que comercializa su jugo, ademas, de otros derivados en forma de
polvos y céapsulas para suplementos dietéticos, limpiadores faciales, geles de bafio,

jabones y otros productos empleados en la cosmética.

Con respecto al uso que se le da como antibacteriano, existe evidencia de que el
Noni inhibe el crecimiento de ciertas bacterias como Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilus, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, entre otras. Se estima que el efecto



antimicrobiano puede ser debido a ciertos compuestos fendlicos como acubina,

alizarina, escopoletina y otras antraquinonas (Beteta, 2018), (Ulloa, et al., 2012).

Aalbersberg, et al., (1993), estudiaron el contenido de carotenoides en las hojas,
corteza y fruto de M. citrifolia y encontraron que las hojas fueron una fuente
sustancial de carotenoides, por lo tanto, tienen un gran potencial para tratar
deficiencia por vitamina A (Pawlus et al., 2007). Otro estudio, pero en extractos
acuosos de la hoja de M. citrifolia en Brasil, mostré la presencia de alcaloides,
cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas, esteroides y triterpenoides (Torres y
Toranzo, 2018).

Se ha estudiado la accién antimicrobiana en extractos de hoja de Noni en
diferentes estudios y a que puede inhibir el crecimiento de bacterias como Salmonella
typhi y Staphylococcus aureus por consecuencia de compuestos fendlicos como
acubina, l-asperulésido, alizarina y escopoletina (Abou Assi et al., 2017). Sharma y
Sharma (2010) demostraron la inhibicion del crecimiento con extractos de hoja de
Noni combinado con Eclipta alba con resultados positivos sobre todas las bacterias
Bacillus cereus, Micrococcus lutens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhimurium; y en
Candida albicans (Vazquez, 2019).

El potencial antibacteriano que ejerce M. citrifolia sobre una gran variedad de
diferentes linajes de especies bacterianas proviene de los metabolitos secundarios
presentes en las diferentes estructuras de la planta. Entre los mas destacados como
compuestos bacteriostaticos estan Acubina (Iridoide), pentacetil-y-glucopiranosa, L-
asperuldsido y alizarina, asi como otros compuestos de antraquinona presentes en la
raiz. Estos compuestos fueron identificados en la pulpa de la fruta de Noni y
mostraron accién antimicrobiana. Numerosos autores coinciden en haber encontrado

diferentes grados de actividad antibacteriana en los derivados de las partes del Noni,



han demostrado luchar contra cepas de algunas bacterias, ademas han demostrado en
investigaciones mas recientes que la escopoletina presente en el Noni, inhibe la
actividad de E. coli y que Morinda citrifolia también ayuda en el tratamiento de la
Ulcera gastrica a través de la inhibicion de la bacteria Helicobacter pylori (Torres y
Toranzo, 2018).

Se destacan también diversos hallazgos donde se han reportado en un estudio
experimental que un concentrado de extractos de las hojas del Noni elimind en un
tubo de ensayo al 89% de las cepas de Mycobacterium tuberculosis alli presentes,
demostrando ser casi tan eficaz como la Rifampicina la cual provoca un 97% de

inhibicidn a la misma concentracion (Rodriguez, et al., 2015).

También se ha probado la eficacia que tiene la extraccion de compuestos
fendlicos del fruto de M. citrifolia con los diferentes solventes tradicionales, los
cuales tuvieron actividad antibacteriana contra un gran numero de especies como
Lactobacillus lactis, Streptococcus thermophilus, Salmonella typhi, Vibrio harveyi,
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella paratyphi A, Aeromonas
hydrophila, Vibrio cholerae, Chromobacterium violaceum y Pseudomonas aeruginosa
(Ortega, 2023).

Pseudomonas aeruginosa es un primordial microorganismo que causa
infecciones nosocomiales, siendo uno de los principales patdgenos causantes de
infecciones predisponentes a ser multirresistentes a antibidticos y poseen una alta
capacidad de adaptacién a condiciones adversas, como por ejemplo el pH y la
osmolaridad de la orina, lo que contribuye a la dificultad en el tratamiento de estas
infecciones debido al entorno intrahospitalario. Hoy en dia, las infecciones causadas

por este microorganismo van en aumento (Paz, et al., 2019).



Se trata de bacterias Gram negativas, aerdbicas, con motilidad unipolar,
polimérficas, se desarrolla a temperaturas optimas de 37°C, pero incluso puede crecer
a los 40 - 41°C y sucumbe a 60°C, siendo sensible a los desinfectantes. Estas
bacterias tienen la capacidad para producir una serie de proteasas y elastasas, enzimas
capaces de degradar multiples proteinas inmunoreguladoras, incluyendo las proteinas
surfactantes A y D, proteinas del complemento, inmunoglobulinas y péptidos
antibacterianos, lo que facilita la formacién de la biopelicula y genera la formacion de
microcolonias, que crecen por la adhesion de nuevas bacterias, dando lugar a

coinfecciones cronicas mas dificiles de tratar (Ortega, 2023).

En condiciones naturales, Pseudomonas aeruginosa habita en el suelo, el agua y
las plantas, pero a veces se aisla en los pacientes con quemaduras, asi como en
heridas infectadas y en la uretra. En el hombre provoca procesos supurativos locales o
generalizados como otitis, pielitis, cistitis, queratitis, meningoencefalitis y sepsis. Los
niflos pequefios y debilitados son los mas susceptibles a la infeccion por
Pseudomonas aeruginosa. En los enfermos afectados por esta bacteria el pus y las

vendas se colorean de azul verdoso (Cerda, et al., 2018).

La alta incidencia de las bacterias multirresistentes a antimicrobianos ha
incentivado la blsgueda sobre los mecanismos de resistencia asociados, con el
objetivo de lograr una mejor comprension y asi disminuir la alta morbilidad causada
por estos microorganismos, siendo este microorganismo uno de los mas frecuentes en
desarrollar mecanismos de resistencias. En Asia, aproximadamente 42,8% de las
neumonias nosocomiales por P. aeruginosa son multirresistentes, y 4,9% son ultra
resistentes, siendo imperativo la busqueda de nuevas alternativas y/o sustancias que

promuevan la erradicacion de esta bacteria (Paz, et al., 2019).

En un estudio de urocultivos realizado durante ocho afios, en busqueda de P.

aeruginosa, en un hospital de segundo nivel en México, 32% eran multirresistentes



mientras que cuando se consideraba cualquier tipo de cultivo (hemocultivo,
urocultivo), 22% de las cepas resulto ser multirresistente. Llegando a la conclusion de
que la multirresistencia identificada fue en aumento a lo largo de los ocho afios de la
toma de muestras. Diversos articulos describen los mecanismos de resistencia de
aislados de P. aeruginosa encontrando los genes IMP-15 y IMP-18, que codifican
para la produccion de dos metalo-B-lactamasas y de la produccion simultanea de
diferentes tipos de BLEE (B-lactamasas de espectro extendido). De la misma forma se
ha descrito aislados que también cuentan con los genes IMP-15 y VIM-2 que

confieren a la bacteria resistencia antibacteriana (Paz, et al., 2019).

En el afio 2014, en un estudio realizado determinaron la concentracion minima
inhibitoria de un exudado liofilizado del fruto de Noni sobre las cepas ATCC25932
de Escherichia coli, ATCC25923 de Staphylococcus aureus y ATCC29212 de
Enterococcus faecalis. Los resultados obtenidos demostraron que, para el caso de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, a concentraciones de 100 a 600 mg/ml no
hay formacion de halo inhibicion, de 700 a 800 mg/ml se observa una leve formacion
del halo y a una concentraciéon de 900 mg/ml se forma un halo de inhibicion de
alrededor de 7.3 mm de diametro. Para el caso de Enterococcus faecalis, las
concentraciones de 800 y 900 mg/ml mostraron un escaso efecto, se formd un
pequefio halo de inhibicion, pero aun asi la actividad del fruto en este ensayo se
categoriz6 como inactivo. Llegaron a la conclusion de que el exudado liofilizado del
fruto de Morinda citrifolia, a una concentracion maxima de 900mg/ml, tiene un leve
efecto antibacteriano sobre las bacterias Gram positivas utilizadas en el ensayo
(Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus), mostrando, a su vez, un efecto
antibacteriano considerable sobre Escherichia coli, que es una bacteria Gram negativa
(Rodriguez y Zevallos, 2014).

En un estudio realizado en el afio 2017, demostraron in vitro el efecto

inhibitorio del extracto etandlico de Morinda citrifolia sobre Staphylococcus aureus;



en el estudio se utilizd una concentracion inicial de Staphylococcus aureus de
1.5x108 UFC/ml que fueron expuestos a la accion del extracto etandlico de M.
citrifolia, observandose que hubo mayor halo de inhibicion del crecimiento conforme
se incrementaron las concentraciones del principio activo (400 mg/ml, 500 mg/ml,
600 mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/ml y 900 mg/ml), siendo la concentracién de 900
mg/ml la que mostré un mayor halo de inhibicion (16.22 mm), de igual forma se
probd el efecto del extracto etandlico sobre Pseudomonas aeruginosa la cual no

presento sensibilidad alguna (Altamirano y Castro, 2017).

Para el afio 2019, realizaron un estudio de la actividad antimicrobiana de dos
extractos alcoholicos (etanolico y metanolico) de las semillas de Noni, a diferentes
concentraciones, sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y la levadura Candida
albicans mediante el método de Kirby Bauer. Se logré determinar que los extractos
etandlico y metanolico de la semilla de Noni frente a las dos bacterias si presentan
actividad antimicrobiana en las cuatro concentraciones probadas (25, 50, 75 y 100%),
de manera que a la concentracién de 100% es donde se evidencia mayor actividad
antimicrobiana, aumentando a las 48 horas de inoculacion, ya que S. aureus formé
halos de inhibicion de 19, 20, 22 y 24 mm y E. coli de 23, 26, 27 y 29 mm. Sin
embargo, estos mismos extractos no presentaron actividad antimicrobiana frente a
Candida albicans (Alarcon y Velarde, 2019).

En vista a todo lo descrito anteriormente, se hace necesario, demostrar el efecto
antimicrobiano in vitro de los extractos acuosos de hojas frescas de Morinda citrifolia

sobre cepas de origen hospitalario de Pseudomonas aeruginosa.



JUSTIFICACION

Las plantas tienen la capacidad de sintetizar diversos compuestos, que en
muchos casos les sirven como mecanismos de defensa contra insectos, herbivoros y
microorganismos Yy en vista de ello, el humano ha dirigido sus investigaciones a la
identificacion y aislamiento de estas sustancias que tienen actividad antimicrobiana
dado que estos seres vivos pueden llegar a causar dafios altamente nocivos, que bajo
esta premisa se ha logrado probar que un gran nimero de especies vegetales inhiben

el crecimiento de bacterias patdgenos para el humano (Ortega, 2023).

En los ultimos afios Pseudomonas aeruginosa representa un desafio importante
en el campo de la salud, ya que ha desarrollado resistencia a multiples antibiéticos.
En 2017 la OMS publica una lista de bacterias para las que se necesitan con urgencia
nuevos antibioticos, en la misma, P. aeruginosa fue incluida en la clasificacion

titulada como critica, en donde se encuentran bacterias resistentes a carbapenémicos.

A través de la medicina tradicional se cree que Morinda citrifolia podria tener
algun efecto antimicrobiano. En este estudio se busca demostrar el efecto in vitro
antimicrobiano que puedan tener los extractos acuosos de hojas frescas de Morinda
citrifolia sobre cepas de origen hospitalario de Pseudomonas aeruginosa. A fin de que
con estudios posteriores se pueda ver la posibilidad de ser utilizada como tratamiento

contra esta bacteria.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar efecto antimicrobiano in vitro de extractos acuosos de hojas frescas
de Morinda citrifolia L sobre cepas de origen hospitalario de Pseudomonas
aeruginosa.

Objetivos especificos

Estandarizar la obtencién de decoccidn para la preparacion del extracto acuoso
de hojas frescas de Morinda citrifolia.

Determinar el pH y concentracién de los extractos acuosos de hojas frescas de

Morinda citrifolia ensayados.

Sefalar el efecto antimicrobiano de decocciones de hojas frescas de Morinda

citrifolia a diferentes concentraciones sobre Pseudomonas aeruginosa.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

El estudio de esta investigacion fue experimental, de tipo multifactorial.

Recoleccion de la planta e identificacion botanica

Las hojas de Morinda citrifolia, recolectadas en el estado Bolivar, Ciudad
Bolivar, municipio Angostura del Orinoco, Venezuela. Fueron identificadas con el
software PlantNet, donde se confirmd que eran auténticas hojas de Morinda citrifolia,
fueron cortadas y transportadas al laboratorio a temperatura ambiente en un recipiente

estéril hasta el momento de la preparacion del extracto.

Obtencion de extracto acuoso de la hoja de Morinda citrifolia y preparacion.

Las hojas fueron lavadas con agua destilada para su preparacion. El extracto se
prepar6 con hojas frescas, y se extrajo por decoccién con 20 gramos de hojas de la
planta y 500 ml de agua destilada, en un matraz de Elenmeyer durante 15 min a
100°C.

El método de extraccion fue seleccionado en base a la literatura, el cual indica
que es una de las principales formas de preparacion en la medicina popular. (Lépez y
Mejias, 2023).

De la solucion preparada, se realizaron diluciones, utilizando envases estériles
para su conservacion, previamente rotuladas para la posterior preparacion de la

dilucion directa sobre el agar.
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Preparacion de agar

Se emple6 el método Kirby-Bauer.

Este es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco, un procedimiento
cualitativo utilizado por diversos laboratorios clinicos en la actualidad. Consiste en

depositar el microorganismo, en una superficie de agar Muller-Hinton.

El antibidtico expulsado por los discos forma un gradiente de concentracion y
al transcurrir un periodo de tiempo entre 18 y 24 horas en estado de incubacion, se
presentaran los discos rodeados por una zona de inhibicién; dicha concentracion del
antibiotico presente en la interface del agar entre las bacterias que se encuentran en
crecimiento y las inhibidas, se denota como ‘“concentracién critica” la cual se

aproxima a las Condiciones Inhibitorias Minimas (CIM) (Picazo, 2003).

Para el antibiograma, se uso el medio de cultivo Agar Miller-Hinton, el cual
posee una baja concentracion de iones divalentes. Es recomendado para este tipo de
estudios porque en este tipo de agar crecen la mayor parte de las bacterias patogenas;
para su uso Yy estandarizacién entre laboratorios es utilizado debido a que las

diferencias entre los distintos lotes comercializados son muy pocas (Picazo, 2003).

Se prepard un agar Mueller Hinton, disolviendo 19 gramos de medio en 500 ml
de agua destilada para obtener un total de 30 placas de Petri pequefias, agitandose
hasta disolver mientras se calienta hasta el punto de ebullicion, luego se llevo a la
autoclave a 121 °C durante 15 minutos, se dejé enfriar hasta llegar a una temperatura
de 51 °C, se prepararon 25 placas de distintas concentraciones; para cada
concentracion se usaron 5 placas, que llamamos: solucion madre, 1:10, 1:20, 1:40, y

1:80 para la cepa en estudio, se dejé reposar hasta solidificarse.
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Dilucion directa sobre el agar

Basada en la metodologia estandarizada del trabajo realizado por Lépez y
Mejias (2023), Se inocul6 en 25 placas de Muieller Hinton una dilucion de
Pseudomonas aeruginosa, y usando un asa calibrada estéril se tomaron 10A de cada
dilucion, a partir de la solucién madre y de las siguientes diluciones, las cuales fueron
dispuestas en el centro de las placas, como si se trataba de un disco de sensibilidad, se
Ilevaron las placas a un recipiente hermético con ambiente microaerdéfilo durante 24
horas a una temperatura de 35°C. Pasado el tiempo se observo si habia o no

susceptibilidad.



RESULTADOS

Trabajo de campo

En el afio 2019 fue realizado un trabajo de siembra en la localidad de Las
Cayenas, ubicado en Maturin, Estado Monagas, durante esta actividad surgieron
inquietudes sobre el tipo de plantas que serian sembradas, los residentes y miembros
de distintas familias decidieron que las plantas a sembrar serian medicinales, de las
cuales podrian hacer uso productivo, ya que conocian su forma de preparacién y para
qué malestares de salud podian usarlas. Morinda citrifolia fue una de las plantas
sembradas, por sus posibles propiedades antibidticas y antiinflamatorias
principalmente y que la ingerian mediante decocciones para malestares de estomago,
incluyendo ulceras o gastritis. También la usaban para infecciones de piel, asi como
para cicatrizar heridas, mantener la piel sana y para el fortalecimiento del sistema
inmunoldgico. Algunos integrantes de la comunidad afirmaron haber presentado
mejorias luego de haber consumido la decoccidn de esta planta en un lapso de tiempo

de semanas 0 meses. En la comunidad, solo fue consumida por adultos.

Identificacion de la planta

La planta es nativa del sudeste asiatico y Australia. Es una planta arbérea o
arbustiva de la familia de las rubiaceas. Sus hojas color verde oscuro, son opuestas,
grandes, pecioladas, lampifias y brillantes, el tamafio es de 20-45 x 7-25 cm, su tallo
color gris o castafio, es nudoso y esbelto con una altura de 10 a 12 cm. Las flores
crecen en racimos florales, de 2 a 3 cm de didmetro, de color blanco y su fruto se
produce durante todo el afio y es sincarpico, tiene una apariencia grumosa con una

cascara cerosa y translucida cuyo color puede variar desde verde hasta casi negro;
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tiene forma poligonal, y contiene varias semillas. Esta planta puede actuar como

liana, buscando arboles cercanos.

El nombre cientifico de la planta fue identificado con el software PlantNet

donde se confirmo que eran auténticas hojas Morinda citrifolia.

Las hojas de Morinda citrifolia fueron recolectadas en el mes de agosto en el
sector Barrio Ajuro, Ciudad. Bolivar, municipio Angostura del Orinoco, Estado
Bolivar, Venezuela.

Preparacion de la decoccion

Se prepararon con hojas frescas de la planta, previamente lavadas con agua
destilada. Se extrajo por decoccidon con 20 gramos de la planta y 500 ml de agua
destilada en un matraz de Erlenmeyer durante 15 minutos a 100°C, pasado el tiempo
estimado, se obtuvo 480 ml del extracto acuoso de las hojas de Morinda citrifolia.

Medicion del pH de la decoccion

El pH de la decoccion fue medido con tiras de pH, marca New Star (Universal

Indicator Paper) dando resultado de 6.

Preparacion de las distintas diluciones a partir de la solucién madre

Se prepararon diluciones de los siguientes titulos 1:10, 1:20, 1:40, 1:80.
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Extracto acuoso de Morinda citrifolia directo sobre el agar con el asa calibrada

Se inoculé en 25 placas de Mieller Hinton una dilucién de Pseudomonas
aeruginosa, y usando un asa calibrada estéril se tomaron 10\ de cada dilucidn, a partir
de la solucién madre y de las siguientes diluciones, las cuales fueron dispuestas en el
centro de las placas, como si se trataba de un disco de sensibilidad, se llevaron las
placas a un recipiente hermético con ambiente microaeréfilo durante 24 horas a una
temperatura de 35°C. Pasado el tiempo se observd que no hubo presencia de halo de

inhibicidn.



DISCUSION

Existen literaturas que establecen que los extractos acuosos de las hojas de
Noni con diferentes solventes presentan actividad antibacteriana contra algunas
bacterias patdgenas (Abou Assi et al., 2017). Sin embargo, los resultados obtenidos
en este trabajo, donde se utiliz6 agua destilada como solvente para la preparacion de
una decoccién y asi obtener los extractos acuosos de hojas fresca de Morinda
citrifolia, no presentaron signos de actividad antibacteriana contra Pseudomonas
aeruginosa, la cual tiene gran relevancia en la salud ya que presenta alta resistencia y
multirresistencia a antibioticos, tomando como referencia el trabajo de Altamirano y
Castro, 2017. Por lo que es totalmente posible que el poder de esta planta sobre la
bacteria en estudio haya sido minimizado o nulo, debido a la alta capacidad de

resistencia que pude presentar Pseudomonas aeruginosa.

Ademas, se pudo evidenciar que en esta investigacion donde se empled el
método de decoccion, difiere con lo expuesto en Sunder, et al., (2011) donde se
utilizé metanol, cloroformo y acetona como solventes para extraccion de compuestos
de las hojas de Morinda citrifolia. Entre las bacterias estudiadas se encontraba
Pseudomonas aeruginosa, en cual presentdé mayor zona de inhibicion con un halo de
11 mm utilizando acetona como solvente, seguido de metanol con un de halo 8.4 mm
y por ultimo 8.4 mm con cloroformo. Sin embargo, en el presente trabajo se buscé

replicar el método de preparacion segun la medicina popular.

La decoccion se utiliza para preparar tisanas a base de partes duras de las
plantas (raices, cortezas, semillas), que precisan de una ebullicion mantenida para
liberar sus principios activos. Sin embargo, presenta el inconveniente de que algunos
de los principios activos pueden degradarse por la accion prolongada del calor.
(Trénsito, 2002)
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Fotakis, et al., (2016), estudiaron las diferencias entre infusiones (15 min) y
decocciones a diferentes tiempos (2 y 15 min), de diez hojas de plantas; determinaron
que la mayoria de las hojas tuvo un mayor contenido de compuestos fendlicos en las
infusiones, solo dos de ellas tuvieron el mayor contenido en las decocciones de 15
min; (Vazquez, 2019). Lo que nos lleva a pensar que los compuestos fenolicos debido
a la técnica usada para su accion hayan sido desnaturalizados por el calor, lo que nos
indica la posibilidad de que la decoccion no sea el mejor método para extraer los
extractos acuosos y obtener mayor concentracion de compuestos fenolicos a los

cuales se le atribuye efecto antimicrobiano.

El término «compuestos fendlicos» engloba a todas aquellas sustancias que
poseen varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unido a
estructuras aromdticas o alifaticas. (Gimeno, 2014). Ademas, actlan como
fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques

fangicos o bacterianos). (Gimeno, 2014).

Andarwulan, et al., (2012) determinaron acidos fendlicos y flavonoides en la
hoja de Noni, entre los que encontraron &cido clorogénico y feralico, quercetina y
kaempferol. Sabemos que en los compuestos identificados en la hoja de Noni con
capacidad antibacteriana, se encuentran los flavonoides Quercetin-3-O-p-
Dglucopiranosa y Quercetin-3-a-Lramnopiranosil-(1-6)-pB-Dglucopirandsido. Se sabe
que la mayoria de los compuestos fendlicos son solubles en agua, pero pueden
degradarse con procesos térmicos muy severos (Chrpova, et al., 2010; da Silveira, et
al., 2014). Por lo que la preparacion puede influir en gran medida en la composicion
final del extracto (Fotakis, et al., 2016). Pudiendo haber modificado su poder
antimicrobiano (Vazquez, 2019). Ya que como en muchos otros casos de productos
naturales, la actividad antibacteriana no se debe a un Unico componente, sino a la

combinacion de varios (Ortega, 2023)
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Si bien no se consiguid un resultado que indique la inhibicion bacteriana, puede
que Morinda Citrifolia tenga efecto antimicrobiano frente a otras bacterias, debido a
que Pseudomonas aeruginosa presenta alta resistencia y multirresistencia frente a
antibioticos tomando como referencia el trabajo de Altamirano y Castro, (2017), en el
que demostraron el efecto in vitro inhibitorio del extracto etandlico de Morinda

citrifolia frente a Staphylococcus aureus.

Ademas, se debe considerar que la cepa que se utilizd en este trabajo era de
origen hospitalario, resistente a cetrimide y no una cepa salvaje. Sin embargo, se ha
reportado que la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos en las plantas se
asocia con la interrupcion de la produccion de factores de virulencia, como en el caso
de P. aeruginosa, la produccion de piocianina (Vandeputte, et al., 2010). Por lo que
existe la posibilidad de que, aunque no se observé un halo de inhibicion de P.
aeruginosa frente a los extractos acuosos de hojas frescas de M. citrifolia, esta pueda

tener algun efecto sobre sus factores de virulencia.

Algunos autores mencionan que si bien, hay reportes de actividad
antibacteriana en extractos de plantas, los resultados negativos no necesariamente
deben ser un signo para descartar su actividad antimicrobiana, ya que algunos
compuestos poco polares podrian difundir en el agar a una tasa muy baja, impidiendo
su actividad, ademas los resultados podrian variar entre los diferentes autores debido
a que las condiciones usadas no siempre son las mismas, pudiendo influir muchos
factores como tipo de cepa usada, tamafio del inoculo, tamafio del disco, volumen de

extracto, periodo de incubacion, entre otros (Cushnie y Lamb 2005) (Vazquéz, 2019).



CONCLUSION

No se observd inhibicion del crecimiento de la bacteria Pseudomonas
aeruginosa frente a los extractos acuosos de hojas frescas de Morinda citrifolia en
ningunas de sus concentraciones en las condiciones de decoccion sometidas para su

analisis de efecto antimicrobiano.
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RECOMENDACIONES

Desde el punto de vista de estudio puede sugerirse establecer los compuestos
fendlicos de las hojas, fruto, raiz y semilla de Morinda citrifolia, para tener el
dominio de uso de la parte de la planta con mayor capacidad antimicrobiana,
empleando metodos de referencia mas recomendados para la obtencion de sus
compuestos, y de esta manera vincular especificamente los resultados obtenidos en

los diferentes ensayos.

Estudiar el efecto antimicrobiano de los extractos acuosos de hojas de Noni

(Morinda citrifolia), en mayores concentraciones, sobre Pseudomonas aeruginosa.

Estudiar los factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa luego de haber

sido expuesta a los extractos acuosos de Morinda citrifolia.

Llevar a cabo investigaciones con extracto acuoso de Noni (Morinda citrifolia)
bajo procesos con otros solventes y procesos que contribuyan a la extraccion de sus
extractos acuosos, sobre el desarrollo de diferentes bacterias con importancia como

patdgenos humanos.

Se debe observar cuidadosamente el uso de plantas medicinales y no se deben

consumir en grupos vulnerables como nifios y ancianos.

Probar efecto antimicrobiano in vitro de los extractos acuosos de Morinda

citrifolia frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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