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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las

hojas de Erythroxylum coca (COCA) frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Materiales y métodos: cuantitativo, experimental; la poblacién fue Erythroxylum
coca; por otro lado, se empled 10 placas Petri inoculadas con Streptococcus
mutans ATCC 25175. Ademas, se realiz6 una marcha fitoquimica y la técnica de
difusién en agar, constituida por grupos al 5 %, 35 % y 75 % frente a Clorhexidina
0,12%.

Resultados: las medias de los didmetros en concentraciones del 5%, 35%, 75%
del extracto etandlico de Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175 fueron mas bajos (6.0 mm, 8.74 mm y 12.13 mm respectivamente)
gue los registrados por Clorhexidina 0,12% (21,67 mm). En la prueba estadistica
de ANOVA fue significativo con (p<0,05) para Clorhexidina en comparacion con el
conjunto de control. Ademas, en el extracto de (coca) se identifico la presencia de
alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, taninos,

antraquinonas, terpenos y esteroides, azUcares reductores.

Conclusion: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) en
concentraciones de 35% y 75% demostré poseer propiedades antibacterianas

frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Erythroxylum coca, Streptococcus mutans
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ABSTRACT

Objective: Determine the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of the
leaves of Erythroxylum coca (COCA) against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Materials and methods: quantitative, experimental; the population was
Erythroxylum coca; On the other hand, 10 Petri dishes inoculated with
Streptococcus mutans ATCC 25175 were used. In addition, a phytochemical march
and the agar diffusion technique were carried out, consisting of groups at 5%, 35%
and 75% versus Chlorhexidine 0.12%.

Results: the means of the diameters in concentrations of 5%, 35%, 75% of the
ethanolic extract of Erythroxylum coca (coca) on Streptococcus mutans ATCC
25175 were lower (6.0 mm, 8.74 mm and 12.13 mm respectively) than those
recorded by Chlorhexidine 0.12% (21.67 mm). In the ANOVA statistical test it was
significant with (p<0.05) for Chlorhexidine compared to the control set. Furthermore,
the presence of alkaloids, flavonoids, phenolic compounds, a, B-unsaturated
lactones, tannins, anthraquinones, terpenes and steroids, reducing sugars was

identified in the (coca) extract.

Conclusion: The ethanolic extract of the leaves of Erythroxylum coca (COCA) in
concentrations of 35% and 75% demonstrated to have antibacterial properties

against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Keywords: Antibacterial effect, Erythroxylum coca, Streptococcus mutans
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l. INTRODUCCION

La caries, es una consecuencia del proceso de descomposicion de los dientes
ocasionado por los acidos bacterianos, clinicamente se diagnostican a las caries
cuando aparece por primera vez una pequefia area calcificada en una superficie
lisa. Las complicaciones de una caries temprana no tratada pueden agravarse
gradualmente y volverse mas grande, cavitada y sintomética; entre ellas tenemos
malestar, sensibilidad y dolor; complicaciones adicionales inflamacion del tejido
pulpar o inflamacion de los tejidos que envuelven el diente, infecciones agudas y

cronicas, formacion de abscesos, pérdida de dientes y celulitis. (1)

La caries dental es uno de los problemas mas importantes de salud en muchos
paises industrializados que afecta mayormente a nifios y adultos. La caries dental
gue no se llega a tratar es la que mas prevalece y afecta a muchas personas en
todo el mundo, generando impacto significativo en la calidad de vida y graves
consecuencias para las familias, las personas y por ende la sociedad. La
enfermedad se distribuye de manera desigual entre poblaciones con grandes
gradientes socioeconémicos. La aparicién de caries dental es el resultado de una
combinacion de factores fisiol6gicos, genéticos, conductuales y ambientales.
Aunque la caries dental es una enfermedad prevenible, su prevalencia apenas ha

disminuido en los ultimos 30 afios. (2)

La OMS publicé un informe sobre el estado que se encuentra a nivel mundial la
salud bucodental; donde recolectaron datos de 194 paises que demuestran que el
45% de personas de la poblacion mundial, estan sufriendo con la enfermedad
bucodental, dicho informe nos revela que tres de cada cuatro personas afectadas
residen en paises de bajo y mediano ingreso (3), Segun el estudio realizado por el
Departamento de Odontologia Conservadora y Periodoncia del Hospital de
Estomatologia y la Facultad de Medicina de la Universidad de Zhejiangen en China,
nos dice que la prevalencia de caries dental es del 44%, donde las estudiantes del
sexo femenino tenian un mayor nivel de caries dental que los estudiantes del sexo
masculino(4), en Africa en un estudio de revision sistematica se determinaron que
la prevalencia general combinada de caries dental es de 45,7%, y que ser mujer y
el mal habito de cepillado es un factor independientes de caries dental (5), en

Europa La prevalencia de nifios de 12 afios con experiencia de caries es de 98,5%



con alta severidad (6), en Alemania determinaron que el 56,6% de nifilos con
discapacidad tienen caries tanto en los dientes temporales como permanentes en
comparaciéon con los nifios no discapacitados 45,0% (7); en América Latina se
realizé un estudio donde incluyeron muchos paises latinoamericanos donde se
evidenciéo mediante una encuesta nacional en México encontraron que la mayoria
de los nifios de 12 y 15 afios tenian caries, la prevalencia fue del 58% y 68%,
respectivamente; en Brasil donde observaron los datos obtenidos de adolescentes
de 12 afios de edad que entre los afios 2003-2010 existié una reduccion del 29 %
en pacientes no tratados con caries y que la cantidad de nifios sin caries ascendio
de 31 % (2003) a 44% (2010) indicando una disminucion relevante en la gravedad
y prevalencia de caries; en los estudios nacionales se concentraron en Ecuador
donde los nifios y adolescentes entre las edades 6, 12 y 15 afios, disminuyé la
prevalencia de caries dental de 88,2% a 75,6% del total de la muestra(8). En
nuestro pais se realizaron estudios referentes a caries en denticion temporal. Entre
los aflos 2001 al 2002, obteniendo como resultado que la prevalencia de caries en
nifos de 6 afos fue del 87,3%, en un segundo estudio se evidencio que la
prevalencia de las caries es de 76,2% en los nifios que comprenden la edad de 3 a
5 afios (8), esto nos demuestra que en la actualidad la caries a nivel mundial es un
problema que necesita ser atendida de manera predominante de tal manera que

podamos prevenir y reducir su avance.

Factores tales como el estilo de vida, la dieta y las practicas de higiene bucal, estan
asociados con la creciente carga mundial de caries dental, pero se pone menos
énfasis en las estructuras sociales que dan forma a estos factores de riesgo; la
ansiedad dental esta fuertemente asociada con comportamientos que evitan el
cuidado dental y, como resultado, un aumento de los problemas bucales (9). La
mala higiene bucal conlleva a la formacién de caries dental, donde la superficie del
esmalte dental comienza a disolverse y la porosidad del esmalte aumenta, por lo
que se facilita el acceso de los acidos a la superficie inferior del esmalte,
continuando a través de los poros de la estructura del esmalte debajo de la placa
acidificante, hasta llegar al proceso de desmineralizacion. Por lo tanto, el dafio en
esta etapa es causado por la difusién de los acidos generados por la placa y la
capacidad de difusion de los iones fuera del esmalte pudiendo llevar a la formacion

de cavidades La prevencion de la caries dental incluye mantener una buena higiene



bucal, reducir el azucar y los alimentos ricos en carbohidratos y realizarse chequeos
dentales regulares para garantizar un diagndstico temprano y un tratamiento

adecuado para minimizar sus consecuencias (10)(11)

Por eso es importante implementar y fomentar la importancia del cuidado dental a
la vez buscar tratamientos alternativos que puedan ser accesibles y de bajo costo,

y sobre todo que sean de fuentes naturales.
En consecuencia, nos formulamos la pregunta:

¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca (COCA) frente Streptococcus mutans ATCC 25175?

Asimismo, generamos las siguientes sub preguntas:

e Qué tipo de metabolitos secundarios responsables del efecto
antibacteriano in vitro poseera el extracto etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca (COCA)?

e (El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) tendra
efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en

la concentracion del 5%, 35% y 75%"?

e /Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Erythroxylum coca (COCA) comparado con clorhexidina 0,12% frente
Streptococcus mutans ATCC 251757

Kumar C, et al (2019), investigacion hecha en Asia, donde realizaron el trabajo de
evaluar las actividades fitoquimicas y fitofarmacolégicas potenciales de
Erythroxylum monogynum Roxb. Segun sus resultados, hallaron que tanto las
hojas, los tallos y las raices de esta planta contienen fitoquimicos que son
responsables de las diferentes propiedades medicinales tales como

anticancerigenos, antimicrobianos, antioxidantes, etc. (12)

Scarpetta, L (2016), investigacion hecha en Colombia, se dio el trabajo de
establecer la relacion existente entre el potencial activo de los metabolitos

secundarios reportados para la Erythroxylum coca y el uso tradicional en la
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comunidad Nasa. Segun el resultado, se hall6 que hay relacion entre los
metabolitos secundarios encontrados en la planta de Erythroxylum coca var. (coca)
con su uso medicinal en la poblacion Nasa en Colombia, llegandose a identificar
los principales metabolitos secundarios tales como alcaloides y flavonoides. (13)

De Wet, H (2011), investigacion hecha en Sudafrica, quien realiz6 un estudio
etnobotanico sobre los usos de las especies sudafricanas. Segun el resultado, se
hall6 que las hojas, raices y tallos de cinco especies sudafricanas de
Erythroxylaceae son usados para tratar diferentes dolencias por presentar

propiedades analgésicas, antidiarreicas, antibacterianas, etc. (14)

Cossio B, et al (2022), investigacion hecha en la Universidad Cientifica del Sur,
Lima, donde realizaron el trabajo de Comparar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso Yy alcohdlico de hojas secas de Erythroxylum coca contra Streptococcus
mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™. Segun el
resultado, se hallé que la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y
alcohodlico de hojas de Erythroxylum coca no fue similar contra Streptococcus
mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™. Donde se
evidencia que el extracto alcohdlico presentando mayor halo de inhibiciébn que
extracto acuoso, las cuales fueron medidas a las 48 horas de incubacion en una
concentracion de 75 mg/mL. Se ha descubierto que tiene una actividad
antibacteriana més fuerte contra Streptococcus mutans ATCC® 35668™. (15)

Cervantes S, et al (2022), investigacion hecha en la Universidad Nacional del
Altiplano, Puno, donde realizaron el trabajo de comparar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Curcuma Longa L. y Erythroxylum coca var. Coca en
concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% y 12,5% contra Streptococcus mutans.
Segun el resultado, los estudios han encontrado que el extracto al 100% de
curcuma longa L. tiene mejores efectos antibacterianos que el extracto de hoja de
coca (Erythroxylum coca var. Coca), con un halo de inhibicién de 16,05 mm medido

durante 48 horas de incubacion. (16)

Salcedo, M (2018), investigacion hecha en la Universidad Mayor de San Marcos,
Lima, se dio el trabajo de determinar el efecto antibacteriano “in vitro” en el extracto

etandlico de dos variedades de hoja de coca: Erythroxylum coca var. coca y



Erythroxylum novogranatense var. truxillense frente al Streptococcus mutans.
Segun el resultado, se hallé que no hay similitudes en ambas variedades de hoja
de coca, demostrando que el extracto de Erythroxylum. coca var. coca en
concentraciones de 100% y 50% posee un mejor efecto antibacteriano que el de la
variedad truxillense concentrada al 100%. Del mismo modo determinaron que el
extracto de Erythroxylum. coca var. coca en concentracion de 25 % no muestra una
diferencia significativa del extracto de Erythroxylum. novogranatense var.
Truxillense. (17)

Sanchez, E (2018), investigacion hecha en Universidad Los angeles de Chimbote,
quien se dio el trabajo de determinar cual es el efecto antibacteriano que tiene la
hoja de Erythroxylaceae Erythroxylum Coca Novogratense en accion al
Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion al Gluconato de Clorhexidina
al 2%. Segun el resultado, se hallé que el Gluconato de Clorhexidina al 2% tenia
un efecto antibacteriano mas fuerte que los extractos de hojas de Erythroxylaceae
Erythroxylum Coca novogranatense al 25%, 50%, 75%, y hubo diferencias
significativas en el diametro del halo inhibidor. (18)

Streptococcus mutans. Patdégenos grampositivos que normalmente estd asociada
con problemas de salud bucal entre ellas la caries dental. Son bacterias que tienen
como peculiaridad la capacidad de metabolizar varios carbohidratos de la dieta para
producir acidos y muchas enzimas glicosiltransferasa que transforman a la
sacarosa en un glucano polimérico extracelular parecido al pegamento que permite
la acumulacién de biopeliculas mediante la union de células a las superficies
dentales y otros microorganismos orales. La sintesis de glucanos no solubles a
partir de sacarosa por Streptococcus mutans es esencial para la formacién de una
matriz de biopelicula estable que promueve la colonizacién bacteriana en las
superficies de los dientes, al mismo tiempo que actlia como una barrera de difusion
gue ayuda a mantener el ambiente acido en el que se desarrollan las bacterias
cariogénicas. Estos acidos desmineralizan el esmalte dental y provocan caries. (19)
(20) Por esta razon se debe prevenir y tratar de controlar su desarrollo excesivo

para mantener la salud bucal y dientes libres de caries.

Erythroxylum coca pertenece al reino PLANTAE, Familia ERYTHROXYLACEAE,
Género Erythroxylum (21) a través de la historia se sabe que los origenes de



Erythroxylum coca es de América, fue cultivada hace unos 4000 afios, puesto que
se evidencian restos de hojas de coca en tumbas precolombinas a lo largo de las
costas del pacifico; su uso es social, laboral, ritual y médico, se cultiva en toda la
cordillera de los andes, abarcando paises de Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru
y Bolivia; donde normalmente es para el consumo local de la poblacién, ellos
mastican las hojas de coca para aliviar el esfuerzo fisico, pero también lo usan para

calmar dolores estomacales, dentales, etc.(22)

Los componentes quimicos varian dependiendo de muchos factores como edad de
la planta, variedad, zona geogréfica, forma de cultivo por ende el medio ambiente,
dependiendo de estos factores las hojas presenta metabolitos como son
carbohidratos, proteinas, lipidos, alcaloides, taninos y flavonoides siendo el mas

abundante es el alcaloide. (23)

La justificacion tedrica del proyecto de estudio sera aportar informacién y
conocimientos sobre las propiedades fotoquimicas que contiene la planta de
Erythroxylum coca (COCA), por medio de la identificacién de sus principios activos
y demostrar sus bondades terapéuticas; tales como digestivas y antiflatulento al
usarse en infusiones; también queremos demostrar su actividad antibacteriana “in
vitro” frente a cepas de Streptococcus mutans ya que son las responsables de la
formacién de caries dental, y asi poder contar con tratamientos alternativos

naturales para las infecciones bucales.

De manera practica se pretende beneficiar tanto a la poblacion como al personal
de salud, dando a conocer nuevas alternativas terapéuticas en el tratamiento de
enfermedades periodontales con fuentes naturales para la fabricacion de cremas
dentales, enjuagues bucales, colutorios bucales, etc. debido a que muchos de estos
microorganismos bucales desarrollan mecanismos de resistencia frente a muchos

farmacos generando problemas de salud publica en todo el mundo.

De manera metodoldgica se usara aspectos fotoquimicos en la deteccién de
metabolitos secundarios y asi mismo un analisis microbiolégico Kirby-Bauer
(método de difusidon en agar) el cual corresponde a una prueba de sensibilidad para
la identificacion de las propiedades bioldgicas de la especie vegetal; los resultados

obtenidos en este estudio serviran como guia para futuras investigaciones.



El objetivo general de investigacion es:

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas de

Erythroxylum coca (COCA) frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Los objetivos secundarios son:

Identificar a los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) responsables del efecto

antibacteriano in vitro.

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Erythroxylum coca (COCA) frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en

la concentracion del 5%, 35% y 75%.

Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Erythroxylum coca (COCA) con clorhexidina 0,12% frente Streptococcus
mutans ATCC 25175.

La hipotesis general de investigacion es:

El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) presenta efecto

antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Las hipétesis secundarias de investigacion son:

El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) posee

metabolitos secundarios responsables de actividad antibacteriana in vitro.

El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) presenta
efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en

la concentracion del 5%, 35% y 75%.

El efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum
coca (COCA) es significativamente mayor comparado con clorhexidina
0,12% frente Streptococcus mutans ATCC 25175.



. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de lainvestigacion

La presente investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, porque se basoé en diversas
mediciones numéricas aplicando datos estadisticos a los resultados obtenidos

dentro del proceso de evaluacion. (24)

El disefio de la investigacion fue experimental porque se manipulé la variable
independiente; Extracto etandlico de hojas de Erythroxylum coca (COCA) y a su
vez la variable dependiente del Efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus
mutans ATCC 25175 (24).

El estudio de investigacion fue analitico y explicativo puesto que hubo una relacion

causa-efecto (25).

Tipo de estudio transversal, ya que la recoleccion de datos se realizdé en un solo

periodo de tiempo (26).

[I.2. Poblacién, muestray muestreo

La poblacién vegetal estuvo constituida por 10 kilos de hojas de Erythroxylum coca
(COCA), siendo adquirida en el departamento de Cusco, provincia de la
Convencién y de distrito de Pichari, centro poblado Ccatun Rumi, comunidad Villa

Real.

La poblacion microbiologica estuvo constituida por Streptococcus mutans ATCC
25175

Se utiliz6 como muestra vegetal 4450 gramos de la hoja de Erythroxylum coca
(COCA), en el ensayo microbioldgico se utilizd 10 placas petris estériles inoculadas

con Streptococcus mutans.

Criterios de inclusion:
e Hojas frescas
e Hojas con buen estado.

e Hojas del distrito de Pichari.



Criterios de exclusion:
e Flores de Erythroxylum coca (COCA).
e Tallos de Erythroxylum coca (COCA).
e Raices de Erythroxylum coca (COCA).

El muestreo fue no probabilistico, porque se recogio las hojas de diferentes

arbustos a criterio del investgador. (27)

[1.3. Variables de investigacion

Variable Independiente: Extracto etandlico de hojas de Erythroxylum coca
(COCA)

Definicion _conceptual: Extracto liquido, preparado a base de hojas de

Erythroxylum coca (COCA) macerado en alcohol etilico 96°, donde se extrae

los compuestos solubles en este alcohol. (28)(29)

Definicion_operacional: Se procedié a macerar hojas de Erythroxylum coca
(COCA) en alcohol etandlico 96° por 7 dias.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Definicion __conceptual: Capacidad de compuestos quimicos, naturales

0 sintéticos usados para detener o destruir a las bacterias (30).

Definicién _operacional: Se empleé el método de difusién en agar en pozo

(prueba de Kirby-Bauer) con el propésito de realizar la medicion de los halos
de inhibicion de las placas inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175.

I1.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Este trabajo de investigacion presentd dos técnicas: técnica metodolégica donde
se baso principalmente en la observacion, y la técnica de laboratorio donde se
realizd la marcha Fitoquimica y el analisis microbiologico. El andlisis fitoquimico

permitié determinar los principales metabolitos primarios y secundarios, presentes



en las hojas de Erythroxylum coca (COCA). En el analisis microbiologico se uso el

meétodo de difusion de agar en pozo. (31)

Como instrumento en la recoleccion de datos se uso la ficha de observacion donde
se recolectaron los datos obtenidos en cada procedimiento (marcha fitoquimica y
microbiolégico) (31)

I1.5. Plan metodoldgico para larecolecciéon de datos

Recoleccién y reconocimiento de la muestra vegetal: La muestra fue
recolectada en el departamento de Cusco, provincia de la Convencién y de distrito
de Pichari, centro poblado Ccatun Rumi, comunidad Villa Real. Se procuré
seleccionar y recolectar precavidamente las hojas de Erythroxylum coca (COCA).
Hojas con buen aspecto, frescas, no deterioradas y libre de microorganismos como
hongos, insectos. Fueron colocadas en jabas y trasladadas mediante via terrestre
a la ciudad de Lima a temperatura ambiente para luego ser identificadas por un

experto en taxonomia vegetal.

Preparacion de la muestra: Se realizo en el laboratorio Santa Rosa donde se
seleccionaron las hojas eliminando aquellos que presentan dafios fisicos
(deshidratadas, maltratados, etc), posteriormente se procedié a lavarlos con agua
potable y destilada asi mismo se procedio a realizar la deshidratacion en la estufa
a una temperatura de 40°C por un estimado de 24 horas, seguidamente se procedi6
a moler en el mortero, y se colocaron en un frasco ambar con el fin de evitar la

fotooxidacion protegiendo de tal manera el valor del extracto y la frescura. (32)

Preparacion del extracto fluido: Se procedié a macerar las hojas trituradas con
alcohol 96° por 7 dias donde se fue agitando 2 veces al dia. Culminado la
maceracion se paso a filtrar el extracto fluido con la ayuda del papel filtro Whatman

namero 1. (33)

Obtencidn del extracto seco: Al finalizar el filtrado se llevd a secar el extracto
fluido en la estufa a una temperatura de 40°C por 48 horas para la obtencién del
extracto seco. (33)

Porcentaje de rendimiento: se hallé6 mediante la formula:(34)
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Pf

%E= x100

Pi

Donde:

e %E= Porcentaje de rendimiento
e Pf=Peso final (Extracto seco)

e Pi=Peso inicial (muestra molida)

Prueba de Solubilidad: Se colocaron 0.5 gramos de extracto seco en cada uno de
los 8 tubos de ensayos, posteriormente se adiciond 2 mililitros de solventes
correspondientes a cada tubo (éter de petréleo, diclorometano, cloroformo,
metanol, etanol 96°, etanol 70°, butanol y finalmente agua destilada) (35)

Prueba Fitoquimica: Se us6 el método colorimétrico cualitativa por Olga Lock.
donde se coloc6 1mL de extracto etandlico de Erythroxylum coca (COCA) en cada
uno de los 14 tubos de ensayos, seguidamente se adicionaron los reactivos
correspondientes para cada ensayo, las reacciones obtenidas nos permitieron

determinar los diferentes metabolitos secundarios y primarios presentes. (36)

e Benedict: Azucares reductores.

e Fehling Ay B: Azucares reductores.

e NaOH 10%: Antocianinas.

e Cloruro Férrico: Compuestos Fendlicos.
e Wagner: Alcaloides.

e Dragendorft: Alcaloides.

e Shinoda: Flavonoides.

e Baljet: Lactonas alfa y beta insaturados.
e Borntrager: Antraquinonas.

e Liebermann-Burchard: Terpenos y Esteroides.
e Mayer: Alcaloides.

e Espuma: Saponinas.

e Gelatina: Taninos.

e Gelatina-sal: Taninos.
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Analisis microbioldgico: Primero se prepard un estandar McFarland 0.5, donde
se prepard una solucion de cloruro de bario 0.048 M utilizando 0.499 g de sal
disuelta en una fiola de 50 mL que contenia agua destilada. Simultaneamente, en
otra fiola de 100 mL, se prepar6 una solucion de acido sulfhidrico 0.18 M, a la cual
se le agrego 1.01 mL de extracto seco. Por ultimo, se disolvié 0,5y 95.5 mL de la
solucion de acido sulfhidrico 0,048 M y acido sulfarico 0,18 M, respectivamente,

para obtener el estandar (37).

Activacion de la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175: Se realiz6 mediante
instrucciones del proveedor. Donde nos dice que debemos colocar el KWIK-STIK™
a temperatura ambiente, se colocé el pellet en 0,5 mL de agua estéril o solucion
salina, tapamos el vial y se procedi6 aplastar el pellet con un hisopo estéril hasta
obtener una suspensidon homogénea. Embeber el mismo hisopo en el material
hidratado y pasarlo al medio de agar Mueller Hinton para su inoculacion;
seguidamente se procedio a incubar a temperatura 37° C. (38)

INSTRUCCIONES ILUSTRADAS

g Amanque la pare de ka lengleta de la

Deje que |a bolsa de KWIK-STIK™ se ponga etiqueta y péguela a la piaca del cultho Pedizque (na vez solamente) la ampola en la

atemperatura ambiente sin abriria. Abea la primario o & informe de control de calidad parte superior del KWIK-STIK ™ jusio por debaio

bolsa rasgandola porla ranura y saque la No desmonte el dspsitivo durante |3 del menisco del liquido de |a ampolis que ==

unidad KWIK-STIK™ hdratacion. encuentra en la tapa para fberar o liquido
hidratarte.

Sujélelo verfcalments y

golpee suvements scbre una Pelizando la

superice dua para faciitar of parte inferior defa

Tl Al liquido a Favés del e unidad, aplaste el

y hacia la parte infevior de la peteten el liquido

unidad que contens el pslet. hasta queia

Permita que ol liqudo = el

hidratarte fuga a través del

eje del bastoncilio y dentro de W“e‘ el Inmediatamente empape & bastoncilo

1a parte infericr de fa unidad en & material hidratado y Yanstéralo &

que confiers o pellet medio de agar o (selo conforme a los
SOP del laboratonio.

Utiizando ka eliminacion de
residuos blopeligrosos comrects,
Geseche &l KWIK-STIK™

2

Incube inmediatamente i &rea
Inoculada en la(s) placa(s) de
Inocute la(s) placa(s) de cultivo pamano cultivo principal{es) a la temperatura
pasando suavements & basioncilo por un Con un lazo estérl, forme estias y las condiciones apropiadas para
tercio de la piaca longitudinales para facilitar & aislamiento de & microorganismo.

las colonias.

Fuente: Microbiologics® A safer, healthier world.
https://durviz.com/wp-content/uploads/2018/03/Spanish-European-LYFO-DISK-KWIK-STIK-KWIK-STIK-
Plus-Instructions-For-Use.pdf
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Una vez activada la cepa se ajustd la suspension la escala de McFarland,;
seguidamente se procedié a sembrar en Agar Mueller Hinton estriando con el

hisopo en diferentes direcciones para distribuir el indculo de manera uniforme. (39)

Preparacion de los pozos: Se coloco 30 uL de cada concentracion preparada de
extracto en un pozo estéril, las cuales fueron distribuidas de la siguiente forma:
1. Pozo con extracto de hojas de Erythroxylum coca (COCA) al 5%
Pozo con extracto de hojas de Erythroxylum coca (COCA) al 35%
Pozo con extracto de hojas de Erythroxylum coca (COCA) al 75%.

Control positivo clorhexidina 0,12%

o b~ 0N

Control negativo etanol al 96°.

Finalizado el procedimiento se coloco las placas en la incubadora a temperatura de
37° C. y se procedi6 a realizar la medicidén de los halos de inhibicion a las 24 y 48
horas. (40)

I1.6. Procesamiento del andlisis estadistico

La informacién obtenida durante el ensayo microbioldgico se ingresé al programa
Excel 2019 para la obtencion de tablas estadisticas las cuales permitieron reforzar
y solidificar toda la informacion reunida de las muestras estudiadas. Del mismo
modo se empled la estadistica descriptiva para detallar las variables de estudio y
ademas se empled el uso de la estadistica inferencial para la comprobacion de
hipotesis determinando el efecto mediante el uso de la prueba de ANOVA.

I1.7. Aspectos éticos

En el presente trabajo de investigacion se utilizé la cepa bacteriana cumpliendo las
normativas éticas de buenas practicas de laboratorio y de bioseguridad para ello se
utilizd el Manual correspondiente tanto dentro como fuera de los ambientes donde

se realizaron los ensayos. (41)

La muestra utilizada de origen vegetal se llevo a cabo cumpliendo las normas

correspondientes. (42)
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.  RESULTADOS

I11.1. Prueba de solubilidad

Tabla 1. Prueba de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
Ne 1 Eter de petroleo +
N° 2 Diclorometano +
N° 3 Cloroformo +
N° 4 Butanol +++
N° 5 Etanol 96 +++
N° 6 Etanol 70 +
N° 7 Metanol ++
N° 8 Agua destilada -

El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) mostrd una alta
solubilidad en Butanol y Etanol 96°, medianamente soluble en metanol y poco
soluble en Eter de petréleo, Diclorometano, Cloroformo y Etanol 70°. En contraste,

se observé que era completamente insoluble en agua destilada.

[1l.2. Contrastacién de hipotesis general

Hipotesis estadistica

HO: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) no presenta

efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

H1: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) presenta efecto

antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos con el proposito de poner a prueba
la hip6tesis formulada. Los resultados arrojaron que los valores observados en cada
grupo de estudio se situaban dentro de los intervalos de confianza predefinidos, lo
cual respalda la validez de la hipotesis planteada en el contexto de esta

investigacion.
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Enla Tabla 2 se presentan los resultados correspondientes a los halos de inhibicion

obtenidos en el analisis microbiologico.

Tabla 2. Halos de inhibicién de ensayo microbiolégico Streptococcus mutans

ATCC 25175

Diametros de inhibiciobn en mm

Microorganismo 75% 35% 5% Clorhexidina ETANOL
12.11 8.78 6 21.68 6
12.17 8.78 6 21.73 6
12.13 8.72 6 21.68 6
Streptococcus 12.07 8.69 6 21.59 6
mutans 12.15 8.75 6 21.71 6
ATCC 25175 12.11 8.70 6 21.64 6
12.10 8.67 6 21.58 6
12.14 8.75 6 21.70 6
12.12 8.74 6 21.69 6
12.17 8.77 6 21.72 6
Media 12.13 8.74 6 21.67 6

En la Tabla 2 se presentan los resultados del ensayo microbiolégico in vitro. Estos

resultados revelan que el grupo que utilizo Clorhexidina obtuvo el mayor halo de

inhibicion promedio, con un valor de 21,67 mm en respuesta a la cepa de

Streptococcus mutans. Por otro lado, el grupo experimental al 75% demostrd un

halo de inhibiciébn promedio de 12,13 mm, seguido por el extracto al 35%, que

presentd valores de 8,74 mm respectivamente.
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Tabla 3. Analisis descriptivos estadisticos de los resultados obtenidos en la

prueba microbiolédgica de Streptococcus Mutans ATCC 25175

95% de intervalo de confianza para la media

Streptococcus Desviacion Error Limite Limite
mutans N  Media estandar estandar  inferior superior
ATCC 25175
Etanol 10 16,0000 0,00000 0,00000 6,0000 6,0000
Ext. 5% 10 6,0000 0,00000 0,00000 6,0000 6,0000
Ext. 35% 10 18,7350 0,03866 0,01222 8,7073 8,7627
Ext. 75% 10 12,1270 0,03164 0,01001 12,1044 12,1496

Clorhexidina 10 21,6720 0,05224 0,01652 21,6346 21,7094

Los resultados presentados en las tablas 2 y 3 indican la respuesta de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a diferentes concentraciones de los extractos
evaluados. Primeramente, se observé que el Etanol y las concentraciones de
extracto de coca al 5% no presentaron actividad antibacteriana, con medias de
6.0000 mm y 6.0000 mm respectivamente.

Por otro lado, se observd que las concentraciones de extracto de coca al 35% y
75% mostraron una sensibilidad baja, con medias de 8.7350 mm y 12.1270 mm,
respectivamente. Aunque estas concentraciones demostraron cierta actividad
antibacteriana, la sensibilidad bacteriana a los extractos fue sumamente sensible
en comparacion con el control positivo, que en este caso fue la Clorhexidina, con
una medida de 21.6720 mm.

[11.3. Contrastacion de hipotesis especificas

a) Hipotesis Especifica N° 01

HO: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) no posee

metabolitos secundarios responsables de actividad antibacteriana in vitro.

H1: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) posee

metabolitos secundarios responsables de actividad antibacteriana in vitro.
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Tabla 4. Tamizaje Fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antragquinonas +
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos ++
N° 3 Liebermann-Burchard  Terpenos y esteroides +
N° 4 Baljet Lactonas a, B-insaturadas ++
N° 5 Gelatina-sal Taninos +
N° 6 Gelatina Taninos ++
N° 7 NaOH 10% Antocianinas -
N° 8 Mayer Alcaloides -
N° 9 Wagner Alcaloides ++
N° 10 Dragendorff Alcaloides +++
N° 11 Benedict AzUcares reductores -
N° 12 Fehling Ay B AzUcares reductores +
N° 13 Espuma Saponinas -
N° 14 Shinoda Flavonoides +++

En la tabla 4 se evidencié una abundante presencia en las pruebas de Dragendorff
y Shinoda, hallandose alcaloides y flavonoides. Se observé una mediana presencia
en las pruebas de los ensayos Cloruro férrico, Baljet, Gelatina y Wagner, donde se
encontraron compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, taninos y alcaloides.
Ademas, se encontr6 una minima presencia en las pruebas de Borntrager,
Liebermann-Burchard, Gelatina-sal y Fehling A y B, revelando la presencia de
antraquinonas, terpenos y esteroides, asi como taninos y azUcares reductores.
Estos resultados indican la diversidad de compuestos quimicos presentes en el

extracto, lo que puede ser relevante para futuras investigaciones farmacolégicas.
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b) Hipoétesis Especifica N° 02

HO: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) no presenta
efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en la

concentracion del 5%, 35% y 75%.

H1: El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) presenta
efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en la
concentracion del 5%, 35% y 75%.

Tabla 5. Prueba de Anova

ANOVA
Suma de o] Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Streptococcus  Entre 1702,485 4 425,621 407336,389 0,000
mutans grupos
ATCC 25175 Dentro de ,047 45 ,001
grupos
Total 1702,532 49

Se utiliz6 la prueba de ANOVA para determinar si existen diferencias significativas
entre los tratamientos al comparar sus respectivas medias. En la Tabla 5, se puede
observar un resultado con un valor de p<0.05 (sig), lo que indica la presencia de
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Para identificar de manera especifica estas diferencias entre
los distintos medios, se realizé un analisis POST HOC mediante el procedimiento

de Tukey.
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Tabla 6. Comparaciones multiples de los halos de inhibicidon de Streptococcus
mutans ATCC 25175

Comparaciones multiples

. . Intervalo de
Diferencia Desv confianza al 95%
() Grupo (J) Grupo de Z‘_i?las Error '9- Limite Limite
inferior  superior
Clorhexidina Etanol 15,67200" ,01446 0,000 15,6309 15,7131
5% 15,67200" ,01446 0,000 15,6309 15,7131
35% 12,93700° ,01446 0,000 12,8959 12,9781
75% 9,54500" ,01446 0,000 9,5039 9,5861
Etanol Clorhexidina  -15,67200" ,01446 0,000 -15,7131 -15,6309
5% ,00000 ,01446 1,000 -,0411 ,0411
35% -2,73500° ,01446 0,000 -2,7761 -2,6939
75% -6,12700° ,01446 0,000 -6,1681 -6,0859

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Se constatd que p<0.05 en comparacion de (Clorhexidina) y los grupos
experimentales al 5%, 35% y 75%, lo que evidencia que la Clorhexidina muestra
un efecto inhibidor significativamente mayor que los experimentales en todas las

concentraciones frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Por otro lado, se observa que p>0.05 entre (Etanol) y los grupos experimentales al
5%, lo cual evidencia que no existen diferencias significativas en esta
concentracion. Sin embargo, al 35% y 75%, se evidencio p<0.05 en comparacion
con el (Etanol), lo que indica que existen diferencias estadisticas significativas en
estas concentraciones particulares. Estos resultados proporcionan informacion
valiosa sobre la eficacia relativa de Clorhexidina y Etanol en la inhibicion de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en diferentes concentraciones.
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c) Hipotesis Especifica N° 03

HO: El efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum
coca (COCA) no es significativamente mayor comparado con clorhexidina 0,12%

frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

H1: El efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum
coca (COCA) es significativamente mayor comparado con clorhexidina 0,12%
frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se observa que, en el caso de Streptococcus mutans ATCC 25175, las medias de
los diametros de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto etanolico de
las de Erythroxylum coca (coca) son menores en comparacion con los valores
obtenidos para la Clorhexidina utilizada como referencia positiva. Esto resalta que
el agente antibacteriano de referencia muestra una zona de inhibicion méas extensa,

con un promedio de 21.6720 mm, en contraste con los grupos experimentales.

Tabla 7. Prueba de subconjuntos de Tukey

HSD Tukey?
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Etanol 10 6,0000
5% 10 6,0000
35% 10 8,7350
75% 10 12,1270
Clorhexidina 10 21,6720
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

En consecuencia, no se procede al rechazo de la hipétesis nula (HO). En otras
palabras, no se ha encontrado evidencia de que el extracto posea una actividad
antibacteriana significativamente superior a la Clorhexidina frente a esta cepa

particular de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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IV. DISCUSIONES

4.1.Discusion

Streptococcus mutans es una bacteria grampositiva que es conocida por su papel
en la caries dental y la enfermedad dental. Esta bacteria es capaz de metabolizar
carbohidratos y producir acidos que pueden dafar el esmalte dental, lo que
contribuye a la formacion de caries. Factores como la exposicion prolongada vy el
uso indiscriminado de antibi6ticos contribuyen a la resistencia bacteriana, lo cual
presenta un desafio en la prevencion y control de las caries dentales. Esta situacion

plantea un problema significativo en la salud bucal a nivel global.

De acuerdo con el objetivo general de la investigacion, se identificd en la tabla 1 y
2 que el extracto etandlico de hojas de Erythroxylum coca (COCA) presento
actividad bactericida en las concentraciones del 35% y 75% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Sin embargo, esta actividad se caracteriz6 por una
sensibilidad baja, con valores de inhibicion de 8,7350 mm y 12,1270 mm,
respectivamente. El mismo que coincide con Salcedo M (2018) quien en su
resultado observado en cuanto a los halos de inhibicion es notable en el estudio. El
extracto etandlico de Erythroxylum coca, en particular en concentraciones del 100%
y 50%, mostré un halo de inhibicion significativamente mayor en comparacién con
el extracto etandlico de Erythroxylum novogranatense. Los valores de 18,65 + 2,434
mmy 17,10 £ 2,654 mm para Erythroxylum coca, en contraste con los valores de
15,30 + 1,895 mm y 14,05 £ 1,932 mm para Erythroxylum novogranatense,
subrayan la mayor capacidad de inhibicién de crecimiento bacteriano del primero.
Estos resultados sugieren que el extracto etandlico de Erythroxylum coca podria
contener compuestos con propiedades antibacterianas mas potentes en
comparacion con Erythroxylum novogranatense (17). En ambos estudios, se
observa una mayor actividad inhibidora en concentraciones mas altas de los
extractos, lo que sugiere la importancia de la concentracién en la actividad
antibacteriana. La baja sensibilidad observada en ambos casos podria deberse a
la naturaleza de las cepas bacterianas utilizadas y su posible resistencia. La
presencia de un control positivo (como la Clorhexidina) en ambos estudios
proporciona una referencia para la actividad antibacteriana, mientras que un control

negativo garantiza que los resultados no se deban a factores externos. La diferencia
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en la capacidad de inhibicion entre Erythroxylum coca y Erythroxylum
novogranatense sugiere que los compuestos presentes en Erythroxylum coca
podrian ser mas efectivos en esta actividad, esto resaltan la importancia de
continuar investigando y caracterizando estos compuestos, lo que podria tener

implicaciones en la busqueda de nuevos agentes antibacterianos.

De acuerdo con el objetivo especifico 1, en la tabla 4, se realiz6 la marcha
fitoquimica revelando el notable cambio de color y precipitacion en los tubos de
ensayo que correspondié a los alcaloides y flavonoides mediante el reactivo
Dragendorff y Shinoda, compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas y taninos.
Semejante al estudio de Cossio B (2022) en su investigacion en sus resultados
obtenidos en el tamizaje fitoquimico entre Erythroxylum novogranatense y
Erythroxylum coca revela diferencias significativas, Erythroxylum novogranatense
muestra una mayor presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos en
comparacion con Erythroxylum coca. Especificamente, el extracto acuoso de
Erythroxylum novogranatense exhibe una concentracion mas alta de alcaloides,
flavonoides y taninos en relacion con Erythroxylum coca, estos resultados subrayan
la diversidad quimica entre ambas especies y destacan el potencial de
Erythroxylum novogranatense como una fuente rica en compuestos bioactivos. (15)
La coincidencia en ambas investigaciones puede deberse a varios factores. En
primer lugar, estas dos especies, Erythroxylum coca y Erythroxylum
novogranatense, comparten ciertas caracteristicas botanicas y genéticas, lo que
sugiere que pueden contener compuestos quimicos similares en su composicion.
Sin embargo, como se observa, también hay diferencias significativas en la
cantidad y tipo de compuestos presentes en estas especies, lo que resalta la
diversidad quimica que puede existir entre diferentes variedades de plantas, en el
caso de la marcha fitoquimica, los reactivos utilizados, como el Dragendorff y
Shinoda, son ampliamente reconocidos por su capacidad para detectar alcaloides
y flavonoides, asi como otros compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas y
taninos. La respuesta positiva a estos reactivos en ambas investigaciones sugiere
gue estos compuestos estan presentes en ambas especies y pueden desempenfar

un papel en sus propiedades bioactivas.

Es importante recordar que la actividad antibacteriana y las propiedades biol6gicas
de un extracto vegetal no dependen solo de la presencia de compuestos quimicos,
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sino también de su concentracion, su combinacion y su interaccion con otros

compuestos.

De acuerdo con el objetivo especifico 2 de la investigacion, los resultados
presentados en la tabla 6 indican que el extracto etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca exhibio efecto antibacteriano significativo en la concentracion
del 75%, con un diametro de inhibicion de 12.1270 mm, estos resultados
destacaron la capacidad de este extracto para inhibir el crecimiento bacteriano,
particularmente a una concentracion mas alta. Ademas, se observd que existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en las comparaciones entre la
Clorhexidina y los grupos experimentales. Este resultado indica que la Clorhexidina
muestra un efecto inhibidor significativamente mayor en comparacion con los
grupos experimentales, lo que sugiere que este agente antibacteriano de referencia
es mas efectivo en la inhibicion del crecimiento bacteriano frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Coincide con el estudio de Salcedo, M (2018) en sus
resultados revelan que el valor promedio de los halos de inhibicion del crecimiento
de Streptococcus mutans frente al extracto etandlico de E. novogranatense var.
truxillense es mas significativo en concentraciones mas altas. En particular, a la
concentracion del 100%, se obtiene un valor promedio de 15.3 + 1.89 mm, mientras
gue a la concentracion del 50%, se observa un valor promedio de 14.05 + 1.93 mm.
Estas concentraciones mas elevadas demuestran un mayor efecto antibacteriano
en comparacion con los extractos de menor concentracion. Sin embargo, es
importante destacar que el valor promedio del halo de inhibiciébn para todas las
concentraciones de este extracto es menor en comparacion con el control positivo
(Clorhexidina al 0.12%) (17). Esto se deberia a que ambos estudios utilizaron
extractos de plantas para evaluar su actividad antibacteriana, lo que sugiere que
los compuestos presentes en estas plantas podrian compartir caracteristicas
similares en términos de su capacidad para inhibir el crecimiento de Streptococcus
mutans, se observa que las concentraciones mas altas de los extractos muestran
un mayor efecto antibacteriano en comparacion con las concentraciones mas bajas.
Esto podria deberse a una concentracion mas alta de compuestos bioactivos en los
extractos a concentraciones superiores, lo que les permite ejercer un mayor

impacto en la inhibicion del crecimiento bacteriano.
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Los resultados presentados en la tabla 7, de acuerdo con el objetivo especifico 3
de la investigacion, resaltan que las medias de los diametros de inhibicion del
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, obtenidas a partir de diferentes
concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (coca),
fueron inferiores en comparacion con los valores logrados por la Clorhexidina,
utilizada como referencia positiva. Especificamente, se observo que la Clorhexidina
present6 un didmetro de inhibicion mayor, con un valor promedio de 21.6720 mm.
Esto indica que la Clorhexidina fue mas efectiva en la inhibicion del crecimiento
bacteriano en comparacién con el extracto de Erythroxylum coca a todas las
concentraciones evaluadas. Semejante con el estudio de Sanchez, E (2018), quien
en sus resultados obtenidos de la investigacion revelan que el extracto de la hoja
de Erythroxylaceae erythroxylum Coca novogranatense a diferentes
concentraciones (50%, y 75%) generd halos promedio de inhibicion frente al
Streptococcus mutans ATCC 25175 de 17.6 mm y 24.5 mm, respectivamente.
Estos valores resultan inferiores en comparacion con los obtenidos por Scarpetta,
L (2016). En el estudio previamente mencionado, los didmetros de los halos de
inhibicion para Streptococcus mutans tuvieron una media de 34.4 mm (18). La
coincidencia de los resultados entre la investigacion actual y los estudios
previamente mencionados puede atribuirse a varias razones, es importante
considerar que la eficacia de un agente antibacteriano, ya sea la Clorhexidina o los
extractos de Erythroxylum coca, puede variar en funcion de las condiciones
especificas de cada experimento, como las concentraciones utilizadas, las cepas
bacterianas probadas y las técnicas de evaluacion. Esto puede explicar por qué en
ambas investigaciones se observa que la Clorhexidina resulta en halos de inhibicion
bacteriana mayores en comparacion con los extractos de Erythroxylum coca a las
concentraciones especificas analizadas, la variabilidad en los resultados también
puede estar relacionada con las diferencias en las propiedades quimicas y la
composicion de los extractos de Erythroxylum coca utilizados en los estudios, asi
como con la posible influencia de otros factores, como la calidad de las muestras,

el método de extraccién y la estabilidad de los compuestos antibacterianos.
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4.2.Conclusiones

e El| extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) en
concentraciones de 35% y 75% demostrd poseer propiedades antibacterianas

frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

e En el extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA), se
identificaron varios tipos de metabolitos secundarios con abundante presencia
(+++), hallandose alcaloides y flavonoides. También se encontraron
compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, taninos y alcaloides en menor

cantidad.

e El extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca (COCA) mostro efecto
antibacteriano contra Streptococcus mutans ATCC 25175 a concentraciones
del 35% y 75%, por otro lado, no presento actividad al 5%.

e Las concentraciones del 5%, 35% y 75% del extracto etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca (COCA) frente Streptococcus mutans ATCC 25175 no
superaron el efecto inhibidor del control positivo clorhexidina 0.12% que obtuvo

un halo promedio de 21,67 mm.
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4.3.Recomendaciones

e Realizar estudios adicionales para profundizar en la investigacion del extracto
etandlico de hojas de Erythroxylum coca (coca) en cuanto a su actividad
antibacteriana, considerando diferentes cepas bacterianas y condiciones

experimentales.

e Ampliar el alcance de la investigacion para explorar otras propiedades
potenciales de los componentes del extracto, como su actividad antioxidante o

antiinflamatoria, lo que podria tener aplicaciones terapéuticas mas amplias.

e Realizar pruebas de sinergia entre el extracto y otros agentes antibacterianos

conocidos para evaluar la posibilidad de mejoras en la eficacia antibacteriana.

e Continuar investigando las posibles aplicaciones médicas y farmacéuticas del
extracto etandlico de hojas de Erythroxylum coca (coca) en el contexto de la
lucha contra infecciones bacterianas, particularmente frente a cepas resistentes

a antibiéticos convencionales.
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ANEXOS

Anexo A: Operacionalizacion de las variables

ESCALA DE N° DE
VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES MEDICION TEMS VALOR
VARIABLE
INDEPENDIENTE (-) Ausente
, o Marcha , (+) Leve

Extracto etandlico de hojas Fitoquimica fitoquimica Ordinal 14 (++) Moderado
de Erythroxylum coca (+++) Abundante
(COCA)
VARIABLE Microbiol6gico <8 mm: nulo (-)
DEPENDIENTE (Método de Medicion de 8 — 14 mm: Sensibilidad baja o limite (+)
Efecto  antibacteriano  in difusion en diametro Razén 10

. agar) inhibicion (mm) 14 — 20 mm: Sensibilidad media (++)
vitro frente Streptococcus
mutans ATCC 25175 >20 mm: Sumamente sensible (+++)
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Anexo B: Instrumento de recoleccion de datos

Tabla 8: Marcha fitoquimica del extracto etandlico

METABOLITOS REACTIVOS RESULTADO
SECUNDARIOS
Quinonas Borntrager
Compuestos fenolicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10%
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer
Triterpenos y Esteroides Liebermann Burchard
Lactonas a, B insaturadas Baljet
Saponinas Espuma
Azucares reductores Benedic
Azucares reductores Fehling Ay B
Leyenda:
(-) Ausente (++) Leve (++++) Abundante
(+) Escaso (+++) Moderado
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Tabla 9: Ensayo microbiolégico

Frente Streptococcus mutans ATCC 25175

NO

Control

negativo

Control

positivo

Ext. 5%

Ext. 35%

Ext. 75%

10
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Anexo D: Informe de analisis de laboratorio

' Santa Rosac)i.

LAROR AT R G000 Y ANALISIE O

“ifez du ln uridsz, |n par y o SEmraola®

Informe de Resultados

Solicitado por:  Bach Heamdia Medina, Fher Amtomio

Bach. Padilla Zavallos, Fladys Lumd
Muesma: Exiracin etandiich de hojas de Eryiiwoa)yium cocs
Focha de ensayo: 07-10-2023

-l t - - - ul E"m
arHEmG B
Micraarg 75% | 3% | 5% | Comewigino | eramo
1211 | 872 3 21.68 5
1217 | 872 3 21.73 5
1213 | 872 5 21.68 5
1207 | 265 3 21.99 5
Sirestocorrus
1213 | 273 3 2171 5
.ﬂ?‘l.‘t'"uﬂm :u:': 1211 | =70 5 71.64 5
1280 | =&7 & 21.38 5
1214 | 273 3 21.70 5
1212 | 74 & 21.69 5
1217 | 877 3 2172 5

*Tamafio de pozo: fom, por lo que al reportarss § mm o5 indicativo goe Do
existe formacion halo de inhiticicm
*Concentracion del inocale: 1.5 x 10* UFC/mL

Lic. T8 Wokar 4 Eh'ﬁun'liguﬂ'

CTHIF. 10808

I Comarcie N7 507 Pachacdmas Tell 2311653 Cal B407080 M- 0034406012
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Anexo E: Certificado de Agar Mueller Hinton

@ Cortifbed @ 50 SN 2018, 100 1R85 2002 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
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Cultural Response

Culhsral charactesisfics obsorved afber incubaticn at 30-35°C for 18 <24 hours for bactorial culiures. For festing 5.pnugmoniag © Tha
medium was supplemenied with 5% Eheep bieod and Incubated a 35°C for 16-18 hours at 5% CO2 For testing HinfMsenaze©  Yeasd
extract & 2 vials A of Hoemophilus Growth Supplamsent (FO117 containing 15 mgil of Hagmatin + 15 mgd of MAD) and incubated at 35°C
for 20-24 hours at 5% CO2

Antibiotic Sensitivity test

Varipus discs wars ested for standard ATCC sirains ard zome of inhibition wore maasurad after an incubaticn 30-357C for 18 Rours.
{As por thea latest CLE Protoonl ME B Blandands 2 por tha cusront TLSI M1D0)

ThymineThymidine Content
# Tha zones for these discs are indicative of the ThyminaiThymidine content of the madium.

Divalent Catlon Content
* Tha zones for these discs are indicatiee of the Divalent Cation comtent of the medium

{irpanism bnoculum (CFU) [Grosth erved Lat rn'n:r:. |»tl.d-‘.|'|- " ume of inhibiliun
alus (CFLp lrsser sl
[Escherchia coll ATCC 25522
it promanng S (T T 2 Ha% - -
Imacyclay AWM 30 smce - - - - LE-24 e Zimim
IrHE'l.'In'l'J.ll.r.l.l'.I'-' 10 mcg - - - - L6212 misin 2lmm
Cifoavisne CTX 30 meg - - - - 2935 miah 3 Jitiin
Coniin L 30 mog - - - - 2330 s 23mm
r'l.ﬂullrh'.llll.ll CEP Yomcg - - - - Ili—:l e JiNmiim
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Email : infoiz himnedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Materal Code : m173 Material MName : Lot Mo ? DDDEESTSH
Muglier Hinton Agar

Report No.: s40000849057 Date of Release & Report : 2018-09-24 Expiry Date : 2309

[ ilnrampiesieo O 30 meg o o = = 21-27 s LTI
A Ellﬁi'r.l\.l.m.'ll e 5'.'.'3 - - - - I-':IL'“IE 1-’-!2"
renpamicin CrEN 10 mog - - = = 15 2 sy TN
ki zode S 300 meg - - - - L5233 gt 2 D
cracyeldne TE S meg * - - - - LE-25 sien 2dimin
o= Trimanasole OO 29 mce 8- - = = 2124 e 2mim
Stephylococcus awreus ATCC 25823
&'l'l Jramaring TE hanursaril [re B - -
I cervelay A .i'l'.ln'l'l_:_h! - - - - I:H—Fﬁ:’:ﬂn 1lel
I e it Sl ram % - - - - HLIT mn LT
AU e
Copdinlaiin CEP Ymcy - - - - 3T s 3541
r'l|l."|i'i'i'r.l\.l.m..'|l e 5|.|.'|.g - - - - 22-30 st 2T
Erirhromyein E 17 mog - - = = 2250 s pETTITI
imesalic LF 30 mog - - = = J25-32 s
Tnaciilin (XY fmoy - - - - 1E-24 i
ricnncayein AP 1T mog - - - - J21-28 s
Haowracyelne TE S0 mog * - - - - 2430 e 25mm
P oo P S0 meg - - - - I 7-2] s RLITTTH
[Co- Trimaxasole COT 25 mog |- - - - 2437 svetn ER LT
[Coaiein O3 30 LT - - - - 2329 s 2 Tiwiim
[Pssudomonas seruginosa ATCC 27853
&'l'l pramaring K3 hanursaril 71 4% - -
Imikacie AL 30 meg * - - - - | E-26 s 2o
Lewraivetire A T Sy - - - - 2329 s
Ciphtauime CFY 0 mcg L L = = LE-22 s
[Coasicime CAZ 30 mcy o o = = 2224
Ciproilaracin COF Smeg - - = = 2537 mawm
reniamicin GEN I meg * - - - - Lb-21 s
e L0 1 mice - - - - 212K s
i Fac il 1) g - - = = J25-33 s
I.:lml.l sl hnvalanic ackd - - - - | Bef
O T e
abramyein TOR /0 meg * - - - - L35 st i
scherichia coll ATCC 35218
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@ Certified @ P00 90IF 2005, IS0 13485:2002 . WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industnal Fsiste, L B.S. Marg,

Mumbai - J{NE)ES . Websle : www. limedialshs com,
Emanl : imfoiehimedialabs. com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : mi7a Material Mame : Lot Mo : DO0GASTE2
Muecller Hinton Agar

Report No.: 040000849087 Date of Release & Report :1#15#!-11 Expiry Date : 2023.09

Cirowilh promoling TS lusmriant fil Bd%a

Amoxycloy AWC 30 meg : : : : 17:22 mm 21 mm
t—JﬂJn'.l'l'u'r AMP I miy . . . . 4] mim fimm
AmpaciliinYuthactom AS : : : : 1319 mm | B
TR mog

Pipenrciiiin & W) mog : : : : 12:18 mm | finm
Piperaciilin Tazobactam FIT |- : : : 24-30 mm 20mm
HL D oy

[Trcarcuiin TT 75 mig . . . . [ num fimm
[Ficarciliin/Clmalamic acrid 2125 mm 23mm
O 75 meg
Enterccoccus fascalis ATCC 29212

rrorWE TR IR =) lusouriant 55 Rd%

‘o Trimoxazale COT 25 meyg |- . . . # 200 mm (Clear 23mm
¥ | ]

[Frimeitapnm TR 5 mcg i : : : : # 20 mm 21 mm
Vamcamycin A 30 mcg : : : : # 17 mm 23mm
EBtaphylococcus aursus ATCC 43300 (MRSA)

[irowilh promoling R hwouriant T BE%

K vaciliin (O 1 meog : : : i Viery Hary 1o Mo Ko 2ome

Fone

Btarptococcus pneumonias ATCC 49613 (On Medium with 5% Sheep Blood)

Cirowilh promoling ] Bl Ill.u.'urinnl: I (% I Bi%a : I
Meisseria gonorrhoeae ATCC 49226 (Incubated wis% CO2)
k;'nﬁl'n'r Emm‘fﬂf | 71 luouriant I h_'l I H_D-'-“'-: I I
Hasmophilus influenzae ATCC 43247 (On medium wi Y.E.,NAD & Hematin)

irowilh promoling | B4 Ill.u.'urinnl: I T I B5% I I

. ATCC i=s a registered trade mark of the American Type Culture Collection
. RCTC and Mational Collection of Type Culture are registersd trade mark of the Health Protection Agency

Control Media :
. For Bacteria : Soyabean Casein Digest Agar ! Columbia Blood Agar base enriched with 5% viv Sheep/Horse blood.
. For Yeast & Maold : Sabowraud Dextrose Agar.

. Al B0 11133 - 20144 E ) control strains are incleded in the Guality parameter
. HiMeadia Laboratories Pvt Lid is Certified for IS0 8001:2018, 150 13488:2012 , WHO GMP
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m Certified : IS0 9901:2015, ISO 13485:2012, WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhami Industnal Estate. L. B.S. Marg,

Mumbar - 400086 . Websate : www.limedialabs.com,
Emaul : infol@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : Mm173 Material Name : Lot No : 0000357521
Mueller Hinton Agar

Report No.: 0640000849057 Date of Release & Report : 2018-08.24 Expiry Date : 2023.09

. Information for BSE/TSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 and/or a temperature in excess of 78°C for no less than 2
hours during the manufacturing process. The bovine raw material for this product was collected entirely from Indian Origin animals
in a licensed based establishment. The animals are inspected under a Govi. approved veterinarian's supervision and were
apparently free from infectious and contagious diseases. BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy)l TSE (Transmissible
Spongiform Encephalopathy) and dioxine are not known to exist in India. This material does not contain, nor is derived from the
specific risks material as defined in The Maharashtra Animal Preservation Act Govi. of Maharashtra, India.

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to certify that this lot passes and it confirms to the above mentioned tests and specifications . The information given here is
believed to be correct and accurate, however, both the information and products are offered without warranty for any particulars use,

other than that specified in the current HiMedia manual or product sheets. The results reported were obtained at the time of release.
Ihis decument hus been prodeced electronically and s valid

Microbiologist/Sr Executive Asst/Dy/QC Manager Dy/QA Manager
Microbiologist

24.09.2018
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Anexo F: Certificado de andlisis de Cepa Streptococcus mutans ATCC 25175

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Perormance Upon Releass

SPECIFICATIONS: BELEASE |NFORMATICHN:
Product Name: Streptococcus mutans Quality Controd Technologist: Jacsh A Lohman
Catalog Number: 0266 Release Date: 20220512

Lot Mumber: 266-35"

Reference Mumber: ATDDE 25175 ™"
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2024/03/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the other is  SBAP
small, circular and translucent.

Microscopic Features: Method:

Small gram positive coccol to owoid cells occwrring singly, in pairs and predominately in - Gram Siain (1)
chains

ID System: MALDI-TOF (1)
Ses attached 1D System resulis document.
Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide ) negative (LL'LL"--ML-,-KFLEFH

Amanda Kuparus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digilfs) of te lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot numbser displayed
on this cerificate is the actual base lob number.

Inceadual procucts are traceable o a recognized culbse collechan.
(1] These lesis are accrediled fo ISCMES 17026

TESTING CERT 2265501

X ) L (*) The ATCC Licensed Desivative Emblemn, the STCC Licensad Denvative word mark and the ATCC catalog marks are irademaris of
TeC Iﬁffﬂfﬂ ' ATCC. Mioobiclogics, Inc. is lcensed 1o use these trademarks and 1o sell products. denved from ATCCE culbses.

MEFERINCE MATERTAL PRODUCER
OLHT &Y.

@ 2012 Microbialogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper fwenue Morth Saint Cloud, MN 58303 Page 1af 1 DeCeC 2805
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

B R
Meaning of Score Values
Range Interpratation Symbols Color
2.00 —3.00 (4] Gresn
1.70 - 1.90 (+) i llow
0.00 — 1.69 () Red

Meaning of Consistency Categories (& - C)

Category

Interpretation

(A High consistency: The best maich is a high-confidence identiication. The second-best match
i& {1} & highconfidence identification im which the species is identical to the best maich, (2) a

llow-confidence identification in which the species or genus is identical o the best maich, or (3)
& mon-identification.

(B Low consistency: The reguirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or |low-confidence identification. The second-best match is (1) & high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(<) Mo consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Bun Crestion DateiTime:
Applied MSP Library{ies):

2022-05-05T11:43:00.478 JAL
BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Fillamentous Fungi Library

Sample Mame Sample ID Organism (best match) Score Value
G6 [+++]) (A) 266-35 Streptococcus mutans
Comments:

MIA
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Anexo G: Evidencias fotograficas

PROCESAMIENTO DE MUESTRA

Muestra:

Figura 1. Muestra de tipo Hojas de Erythroxylum coca (COCA)

Figura 2. Seleccion y limpieza
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PROCESO DE SELECCION

Figura 3. Hojas en buen estado

Figura 4. Seleccion de Tallos y hojas
deterioradas

b) Lavado

Figura 5. Lavado con agua potable y agua estéril
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c) Secado

Figura 6. Secado

d) Molienda

Figura 7. Proceso de molienda

Proceso de molienda
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1.2. Extraccion

a) Macerado

El proceso de extraccion se realiz6 macerando, dentro de un frasco ambar, el
material obtenido luego de la molienda con etanol de 96°. El proceso de maceracion

se realiz6 durante 7 dias, sometiéndolo a agitacion mecanica cada 12 horas.

e Cantidad de muestra a macerar: 1000 g
e Solvente : etanol 96°
e Cantidad de solvente: 4600 mL

e Dias de macerado: 7 dias

Figura 8. Proceso de maceracion

49



b) Filtrado

Figura 9. Proceso de filtracion

c) Obtencidon extracto seco

Para facilitar la evaporacion del disolvente, el liquido filtrado fue vertido sobre
placas Petri de vidrio y fue llevado a estufa de aire re circulante a una temperatura

de 40°C hasta sequedad.

e Temperatura: 40°C
e Tiempo de secado: 48 horas

e Cantidad extracto obtenido: 33.3 g

Figura 10. Obtencién de extracto seco
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE SOLUBILIDAD

Figura 11. Adicién de extracto seco al tubo de ensayo para prueba de
solubilidad

| it

Figura 12. Resultados de prueba de solubilidad
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PROCEDIMIENTO DE MARCHA FITOQUIMICA

Figura 13. Adicion de extracto a los tubos de ensayo

Figura 14. Resultado de la marcha fitoquimica
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

METODO

Método de difusion en pozos (Kirby Bauer modificado)

Consiste en depositar dentro de pozos elaborados sobre la superficie de una

placa con agar previamente inoculada con el microorganismo, diferentes

sustancias a evaluar.

1.

Preparacién de Medio de Cultivo

1.1 Agar Mueller Hinton

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y siguiendo

las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

Se peso 7.6 gr. de la base deshidratada y se adicioné 200 ml de agua destilada,
a continuacion, se procedié a calentar con agitacion frecuente hasta lograr la
disolucion total del medio de cultivo, por udltimo, se esterilizO en autoclave

sometiéndolo a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos.

Una vez terminado el proceso en la autoclave, se dejo enfriar hasta que el

medio de cultivo alcanzé una temperatura entre 45°C — 50°C y se distribuy6 en

placas Petri estériles de 90 x 15 mm.
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Activacion de la cepa : Kwik-stik microbioldgica - Streptococcus mutans

Figura 16. Agar Saboraud Dextrosa

Figura 17. Placas preparadas
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Método de preparacion del inéculo

a)

b)

4.

Se realiz6 la suspension directa, en

solucion salina (cloruro de sodio 0.9%), de

colonias obtenidas

anteriormente incubada.

de

la

placa

La turbidez resultante fue inmediatamente

ajustada comparandola de manera visual

con la turbidez del estandar 0.5 de Mc.

Farland.

Inoculacion de placas

60°

Rayas en
3 pases
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Figura 18. Rotulado de placas
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Figura 20. Realizando pozos en agar con ayuda de un sacabocado
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Figura 22. Preparacion de sustancias experimentales
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Figura 23. Incubacion

5. Lecturade resultados

Halos de inhibicion de los 5 grupos fueron medidos empleando un vernier.

Figura 24. Lectura de resultados
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Figura 25. Lectura de resultados
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Anexo H: Porcentaje de rendimiento

Determinacion del porcentaje de rendimiento

Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extraccién quimica.

%E = ] x 100
Pi
Dénde: %E = porcentaje de rendimiento

Pf = peso final (extracto seco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

Fuente : Efecto de los extractos secos cloroférmico y de diclorometano de
Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavdn) mashua sobre los parametros seminales y

toxicidad aguda

http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

Extraccidon por maceracion

33.3
0WE = 9 ¥100=3.33%
10009

Pf= 33.3 g. extracto seco obtenido

Pi = 1000g muestra molida
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http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

Anexo |. Constancia de recoleccién de muestra

CARTA DE AUTORIZACION PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA

Yo, Sra. V’LMQ ....... (71 U‘SPG ....... L LHCTHHL.{HM'?'V con

DNl 220/ 9/59... en calidad de administrador del fundo
..... VILLARERL . e ol departamento del Cusco

provincia de la Convencion distrito de Pichari.

Autorizo a los estudiantes de la Universidad Maria Auxiliadora, de la facultad de
FARMACIA Y BIOQUIMICA, Bach. Heredia Medina, Eber Antonio y Bach.
Padilla Zevallos, Gladys Luzvi, mtm de proyecto de investigacion,
“EFECTO ANTIBACTERIANO IN vmuo' DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
HOJAS DE Erythroxylum coca (COCA) FRENTE Streptococcus mutans
ATCC 25175", para que puedan recolectar la muestra de hojas de Coca para
fines de investigacion cientifica.

Cuzco, 09 de setiembre del 2023

.......................................

63



