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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto
antibacteriano de los extractos hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, el tipo
de investigacion fue experimental. Los extractos de las hojas de Erythroxylum
coca Lam “coca” fueron obtenidos por el método de Maceracién y se le realizo el
respectivo tamizaje fitoquimico reportandose la presencia de metabolitos
secundarios como: alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides y azlcares
reductores. La actividad antibacteriana de los extractos se determiné mediante el
método del antibiograma disco — placa, teniendo como control a la clorhexidina
0,12% y se evaluaron concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%:;se reporté que
las concentraciones de: 50%, 75% y 100% del extracto etanolico presentan mayor
actividad antibacteriana y no muestran diferencias significativas entre ellas,
obteniéndose halos promedios de 12,77 mm, 14,43 mm y 1500 mm
correspondientemente; con respecto al extracto hidroalcohélico se observaron
halos promedio de: 7,67 mm, 8,70 mm, 9,47 mm y 12,13 mm para las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente. Asimismo, se
determindé la Concentracion Minima Inhibitoria mediante el método de
Macrodilucion en caldo y la Concentracibn Minima Bactericida mediante la
siembra en placas, obteniéndose valores similares de CMI y CMB para ambos
extractos: 18,75 mg/mL y 75 mg/mL respectivamente. Se concluye que los
extractos hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam
“‘coca” a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% presentan actividad
antibacteriana a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Erythroxylum coca Lam, Streptococcus
mutans ATCC 25175.
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I INTRODUCCION

Actualmente se ha incrementado el interés por los productos naturales con
propiedades antibacterianas, puesto que los microorganismos no han desarrollado
mecanismos de resistencia conocidos contra estos productos naturales y su utilizacion ya es
conocida desde tiempos antiguos (Van Vuuren y Holl, 2017). La UNDOC (2016) menciona
gue el Pert es uno de los principales paises que producen coca a nivel mundial y su consumo
es considerada una practica ancestral. Hoy en dia, se mantiene el consumo tradicional de
hojas de coca en el territorio peruano y se ha demostrado que quienes la consumen presentan
menor prevalencia de caries dental, no obstante, muestran desgaste dental como abrasiones
y erosiones (Ramos, 2008).

Investigaciones previas (Cossio Alva, 2018; Gamarra et al.,2017; Loyola Rodas,2019;
Negrete y Quispe, 2015; Salcedo Calderén,2018; Vergara Pastor, 2015), demuestran que la
hoja de coca tiene efecto antimicrobiano frente a diversos microorganismos, planteandonos
con estos resultados la posibilidad de que las hojas de coca tengan efecto antibacteriano
sobre bacterias cariogénicas, principalmente sobre Streptococcus mutans. El Streptococcus
mutans habita naturalmente la microbiota oral y es la primera causante de la caries dental
(Schelenz et al.,2005).

La caries es una enfermedad infecciosa, crénica y transmisible, se caracteriza
principalmente por la destruccion localizada del tejido duro dental (Baca et al.,2002). Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (2012), la caries es una enfermedad de Salud Publica,
esta patologia se desarrolla con mayor frecuencia en paises del tercer mundo, representando
una prevalencia de 60% a 90% en la poblacién escolar y un 100% de prevalencia en personas
de edad adulta. En Perq, el Ministerio de Salud (2010) afirma que el 90% de sus habitantes
tiene caries dental y se desarrollan con més frecuencia en la poblacién infantil.

Por ello tomando en cuenta las investigaciones previas donde se demuestra el efecto
antimicrobiano de las hojas de coca sobre diversas bacterias se realiza la presente

investigacion, ya que en nuestra regidn no existe suficiente informaciéon acerca de la actividad



de las hojas de coca frente a Streptococcus mutans, teniendo como propdsito aportar al

conocimiento cientifico y motivar a los futuros investigadores a convertir los conocimientos

ancestrales en cientificos.

Por esta razén en el presente trabajo de tesis se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano de los extractos hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de

Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Objetivos especificos

Determinar cualitativamente los principales metabolitos secundarios de los extractos
hidroalcohélico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca”.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Erythroxylum coca Lam “coca” a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum
coca Lam “coca” a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida de
los extractos hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca”

frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.



Il. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Gamarra et al. (2017) realizaron un tamizaje fitoquimico a los extractos etandlicos de
las hojas de Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron, los
resultados mostraron gran cantidad de alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas y taninos;
pero no se encontré esteroides y quinonas en ambas especies de coca. Asimismo,
demostraron que los flavonoides y alcaloides totales de Erythroxylum coca Lam presentan
mayor efecto antibacteriano contra S. epidermidis y P. aeruginosa y que Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron presenta mayor actividad contra E. coli.

Negrete y Quispe (2015) estudiaron la actividad antibacteriana de hojas secas y
frescas de Erythroxylum coca Lam provenientes de los departamentos de Cochabambay La
Paz, sobre S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. En la investigaciéon utilizaron tres solventes
(solucion fisiolégica, alcohol (absoluto) y cloroformo) para la obtenciéon de los macerados.
Demostrando que los diferentes macerados de hojas secas y frescas presentan efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus, pero no tienen efecto antibacteriano sobre E.
coliy P. aeruginosa.

Vergara Pastor (2011) evalio el efecto antibacteriano de dos extractos de
Erythroxylum novogranatense var. truxillense (extracto acuoso y etandlico) frente a
Streptococcus mutans, para ello utiliz6 concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% del
extracto acuoso obteniendo halos promedios de 6,75 mm, 6,93 mm, 8,00 mmy 12,12 mm;y
utilizé concentraciones de 10%, 20%, 35% y 50% del extracto etandlico obteniendo halos
promedios de 11,43 mm, 12,12 mm, 12,15 mm y 13,31 mm. Demostrando que ambos tienen
efecto antibacteriano.También determiné la Concentracién Minima Inhibitoria por el método
de Unidades Formadoras de Colonias y obtuvo como resultados una CMI de 75% y 50% para

el extracto acuoso y etandlico respectivamente.



Salcedo Calderén (2018) evallo el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Erythroxylum coca var. coca y Erythroxylum novogranatense var. truxillense sobre la bacteria
Streptococcus mutans, us6 concentraciones de 12,5%, 25%, 50% y 100%; y utiliz6 como
control positivo a la clorhexidina 0,12%. Emple6 el método de difusion por discos y obtuvo
halos promedios de 13,05 mm, 15,45 mm, 17,10 mm y 18,65 mm para las concentraciones
de 12,5%, 25%, 50% y 100% del extracto etandlico de Erythroxylum coca var. coca
respectivamente y halos promedios de 11,70 mm, 12,65 mm, 14,05 mm y 15,30 mm para las
concentraciones de 12,5%, 25%, 50% y 100% del extracto etandlico de Erythroxylum
novogranatense var. truxillense respectivamente. Para ambos tipos de extractos se usé como
control positivo a la clorhexidina 0,12% que obtuvo un halo promedio de 23,30 mm. Llegé a
la conclusién de que Erythroxylum coca var. coca a las concentraciones de 50% y 100%
poseen mayor actividad antibacteriana que Erythroxylum novogranatense var. truxillense a la
concentracion de 100% sobre la bacteria en mencion.

Loyola Rodas (2019) evalu¢ la efectividad antibacteriana del extracto etandlico de las
hojas de Erythroxylum coca Lam. (coca) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 usando
concentraciones de 50% y 75%. Us6d como control positivo a la clorhexidina (a una
concentracion de 0,12%). Realizé estas mediciones a las 24 y 48 horas, a las 24 horas se
obtuvo un halo promedio de 14,13 mm para la clorhexidina 0,12% y halos promedios de 10,13
mm y 11,20 mm para las concentraciones de 50% y 75%. A las 48 horas se observo un halo
promedio de 14,26 mm para la clorhexidina 0,12% y halos promedio de 10,50 mm y 11,30
mm para las concentraciones de 50% y 75% respectivamente. Finalmente llegé a la
conclusion de que el extracto etandlico de hojas de coca (concentracion de 50% y 75%)
poseen efecto bactericida sobre S. mutans ATCC 25175.

Cossio Alva (2018) evallo la actividad antibacteriana del extracto hidroetandlico de
Erythroxylum coca sobre Streptococcus mutans ATCC 35668, para ello usé tres
concentraciones del extracto y obtuvo como resultados halos promedios de 12,57 mm, 20,07
mm y 24,10 mm para las concentraciones de 25 mg/mL, 50 mg/mL y 75 mg/mL
respectivamente. Demostrando asi que E. coca tiene efectividad antibacteriana en sus

concentraciones de 75% y 50%.



2.2. MARCO CONCEPTUAL

2.2.1. Erythroxylum coca Lam

2.2.1.1. Clasificaciéon sistematica

Division : Magnoliophyta

Clase X Magnoliopsida

Sub Clase : Rosidae

Orden : Linales

Familia : Erythroxylaceae
Género : Erythroxylum
Especie : Erythroxylum coca Lam

N.V : “coca”

(ver anexo 1)
2.2.1.2. Descripcién botanica

Machado (1980) menciona que son plantas que pueden llegar a medir hasta 3 metros
de altura, sus tallos y ramas son de corteza gris plateada con ramillas rojizas, sus hojas son
oblongoelipticas cuyas medidas son 4,2 cm de ancho y 8,0 cm de largo, su grosor varia entre
84 a 174 ym y presentan un color verde oscuro. El fruto tiene una coloracion granate, es de
tipo drupa y tiene una medida de 10 mm de largo aproximadamente.
2.2.1.3. Composicion Quimica

Segun Brack (2011) las hojas de coca no tienen una composicién quimica uniforme,
esto quiere decir que su composicion se ve afectada por factores extrinsecos y factores
intrinsecos.

Estd compuesto principalmente por carbohidratos, proteinas y lipidos; y los
metabolitos secundarios encontrados generalmente son los alcaloides, taninos, glicésidos y
aceites esenciales. Dentro del grupo de los alcaloides el que destaca es la cocaina (Diaz,
1971).

Gamarra et al. (2017), realizaron un screening fitoquimico demostrando que E. coca
poseen gran cantidad de alcaloides, fenoles y flavonoides.

Brunetdn (2001) menciona que la hoja de coca contiene aceite esencial con salicilato
de metilo, flavonoides y taninos; el contenido de alcaloides oscila entre 0,5 — 1,5% segun la

especie, variedad, origen geografico etc.

2.2.1.4. Uso medicinal de la coca
Las hojas de coca han sido usadas desde tiempos antiguos, los indigenas le atribuian

propiedades extraordinarias. Estas hojas eran usadas para calmar el hambre, acelerar la



digestion, su consumo incrementa la concentracién de urea en orina y aumenta la secrecion
urinaria (Barbosa, 1921).

Llosa (2006) refiere que las hojas de coca producen bienestar animico
cardiorrespiratorio, digestivo y actla como controlador del apetito y del estrés, pero la
cualidad mas conocida en la actividad anti-fatigante. Zuleta y Daza (2018) afirman que es
usada por los indigenas como tratamiento sintomatico del dolor de muelas, también

mencionan que puede ser usado como ténico laringeo.

2.2.2. Streptococcus mutans

2.2.2.1. Clasificacion taxondmica

Dominio . Bacteria

Filo : Firmicutes

Clase . Bacilli

Orden . Lactobacillales
Familia . Streptococcaceae
Género . Streptococcus
Especie . Streptococcus mutans
Clarke, 1294

(The Integrated Taxonomic Information System, s.f.)
2.2.2.2. Generalidades del Streptococcus mutans

Hamada y Slade (1980) mencionan que la bacteria Streptococcus mutans es un coco
Gram positivo, presenta forma de cadena no mdévil, es catalasa negativa, produce de manera
acelerada 4cido lactico, fermenta la glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina con
la respectiva produccién de acido. Esta catalogado como alfa 0 gamma hemolitico en agar
sangre de cordero, aunque generalmente no produce hemodlisis y de acuerdo a sus
propiedades inmunoldgicas, biolégicas y genéticas se dividen en cuatros serotipos: c, e, fy
K.

Esta bacteria por lo regular es conocido como patégeno dental e igualmente puede
causar bacteremia y endocarditis infecciosa (Inaba y Amano, 2010).

Clarke lo denominé S. mutans por las morfologias mutantes en que se presenta:
cocobacilo (forma ovalada) en un medio acido y coco (forma redonda) en un medio alcalino.
Es anaerodbica facultativa, no obstante, su crecimiento 6ptimo ocurre en ausencia de oxigeno
(Hz2: CO2: Ng; 10:10:80, durante 48 - 72 h a 37 °C) (Loesche, 1986).



Por medio de los trabajos de Paul Keyes y colaboradores se demostré la capacidad
del Streptococcus mutans para producir caries, también se comprobo el origen infeccioso de
esta enfermedad, puesto que la caries no aparecia sin la presencia de la bacteria (Liébana et
al.,2002).

2.2.2.3. Factores de virulencia del Streptococcus mutans

Los estreptococos del grupo mutans metabolizan la sacarosa de manera rapida
dandole un poder cariogénico a este grupo (Baca et al.,2002). Las glucosiltransferasas (Gtfs)
de la bacteria Streptococcus mutans desempefian papeles criticos en el desarrollo de la placa
dental virulenta (Bowen y Koo, 2011).

Baca et al. (2002) mencionan que:

Metabdlicamente otros factores de virulencia son: poder acidégeno (producen
acidos), poder acidofilo (toleran ambientes acidos), poder aciddrico (mantienen
la produccién de acidos a pH é&cido), metabolizan rapidamente azucares a
acido lactico y otros acidos organicos, pueden conseguir el pH critico para la
desmineralizacion del esmalte mas rapidamente que cualquier otro
microorganismo que estd presente en la placa, producen polisacaridos
extracelulares a partir de la sacarosa, producen y movilizan polisacaridos
intracelulares y producen dextranasas y fructanasas. (p.567)
2.2.3. Caries dental

De la Rosa et al. (2011) mencionan que:

La caries es una enfermedad infectocontagiosa de curso cronico y de etiologia
multifactorial que origina la destruccién del diente. En su aparicion intervienen
factores del huésped, de naturaleza estructural y funcional (diente, flujo de
saliva, etc), factores derivados de la dieta y factores relacionados con las
bacterias cariogénicas. (p. 307)

Ryan et al. (2010) mencionan que las lesiones causadas por la caries se desarrollan
del interior hacia la parte externa del diente, dichas lesiones pueden extenderse hacia los
tejidos periodontales.
2.2.3.1. Etiologia de la caries dental

Interpretando la trilogia etioldgica de Keyes, modificada por Newbrum, Baca et al.
(2002) menciona que para el desarrollo de la caries dental se necesitan tres factores que
deben mantenerse por un tiempo: “un hospedador susceptible, una microbiota caribgena o
cariogénica localizada en la placa bacteriana y un sustrato adecuado (este sustrato es
obtenida por la dieta y servira como fuente de energia a los microorganismos)” (p. 561).

Ryan et al. (2010) afirman que los glucidos que se encuentran en la placa dental son
degradados rapidamente y hay una acumulacion excesiva de acidos organicos causando una

disminucion del pH, como consecuencia provocan una desmineralizacion, esto hasta agotar
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los glacidos; por consiguiente, se origina un ciclo de desmineralizacion-remineralizacién que

dependera de la cantidad de azlicares que seran incluidas en la dieta.

2.2.3.2.  Microorganismos relacionados a la caries dental
Baca et al (2002) afirman que los microrganismos mas implicados en el inicio y el
desarrollo de la caries son: estreptococos del grupo mutans, Lactobacillus spp. y Actinomyces
spp.
Ryan et al. (2010) afirman que:
Streptococcus mutans es considerado el microorganismo dominante para el
inicio de la caries. Multiples miembros de la biopelicula participan en la
evolucién de las lesiones; estos incluyen otros streptocococos (S. salivarius,
S. sanguis, S. sabrinus), lactobacilos (L. acidophilus, L. casei,) y actinomicetos

(A. viscosus, A. naeslundii). (p.690)

2.2.4. Metabolitos secundarios

Segun Wink (1999) los metabolitos secundarios son compuestos que poseen bajo
peso molecular y poseen una importancia ecolégica, estos metabolitos secundarios por su
composicion quimica son clasificados en: nitrogenados (alcaloides, aminoacidos no proteicos,
aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos) y no nitrogenados (Terpenoides,
poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides).

Alcaloides

Bruneton (2001) refiere que estan conformados por un atomo de nitrégeno que forma
parte de un sistema heterociclico y poseen una actividad farmacoldgica significativa, son
compuestos organicos de origen natural (normalmente vegetal), nitrogenado, mas o menos
basico, de distribucion restringida y se encuentran esencialmente en las angiospermas,
algunos autores estiman que entre un 10-15% de ellas sintetizan este tipo de molécula; cabe
resaltar que todos los alcaloides de una misma planta tienen el mismo origen biogenético
pese a que sus estructuras son distintas, sin embargo, se sabe muy poco del papel de los
alcaloides en los vegetales.

Wink y Schimmer (1999) mencionan que los efectos inhibitorios de los alcaloides
sobre el crecimiento de microrganismos patégenos estan dados por su capacidad de
intercalarse con el DNA puesto que detienen la sintesis de proteinas, inducen la apoptosis e
inhiben las enzimas que participan en el metabolismo de los glucidos.

Terpenos y/o esteroides

Los terpenos estan formados por unidades isoprénicas (Bruneton, 2001). Se originan

por la unién de 5 carbonos denominados isopreno y estan divididos de acuerdo al nUmero de

isoprenos que poseen en su estructura (Eisenreich et al, 2001).



Flavonoides

Bruneton (2001) afirma que los flavonoides actian generalmente como pigmentos en
los vegetales, casi siempre son hidrosolubles, le da coloracién a las flores, frutos y a veces a
las hojas; y todos ellos poseen un origen biosintético comin. Faraa y Tahara (1999) refieren
gue los flavonoides actian en la defensa de las plantas frente a: los microorganismos
(bacterias, virus), insectos, otros animales herbivoros, radiacion UV de los rayos solares, las
otras plantas (efecto alelopatico), y el entorno (medio ambiente agresivo).

Los flavonoides tienen gran cantidad de propiedades bioldégicas como: antioxidantes,
antibacterianas, antivirales y muchas de las actividades terapéuticas que tienen las plantas
medicinales son gracias a estos metabolitos secundarios (Alvarez y Orallo, 2003).
Saponinas

Las saponinas forman un grupo amplio de heterésidos los cuales se encuentran
habitualmente en los vegetales. Se caracterizan por ser tenso-activas y formar disoluciones
espumosas en el agua (Bruneton, 2001).

Las saponinas presentan diversas actividades bioldgicas y farmacologicas como:
actividad hemolitica, tenso activa, actividad antibacterial, antitumoral, etc. (Hassan et al.,
2010)

Quinonas

Son compuestos oxigenados que corresponden a la oxidacion de derivados
aromaticos, se caracterizan por un agrupamiento 1,4-dicetociclotiexa-2,5-diénico (para-
guinonas) u ocasionalmente, por un agrupamiento |,2-dicetociclohexa-3,5-diénico (orto-
guinonas) (Bruneton, 2001). Por su coloracién que va de amarillo a violeta contribuye en la

pigmentacion de algunos vegetales (Dominguez, 1985).

2.2.5. Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos

Citando a SEIMC(2000):

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se
desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo objetivo
es el de evaluar a nivel de laboratorio la respuesta de un microorganismo a
uno o varios antimicrobianos, para aproximar su eficacia al ser aplicado

clinicamente. (p.4)

2.25.1. Métodos de Difusion
Cavalieri et al. (2005) mencionan que el NCCLS tomé como referencia los
trabajos realizados por Bauer para describir los procedimientos de difusién por disco,

los cuales deben de tomarse como guia para obtener resultados confiables.



Método del antibiograma disco - placa (Técnica de Bauer & Kirby)

El método del antibiograma disco - placa consiste en depositar, en la superficie
de agar de una placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo,
discos de papel secante impregnados con los diferentes antibiticos. Tan
pronto el disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie
humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar,
transcurridas las 18-24 horas de incubacién los discos aparecen rodeados por
una zona de inhibicién. (SEIMC, 2000,p. 4)

SEIMC (2000) menciona que “la lectura de los halos de inhibicion debe interpretarse
como sensible (S), intermedia (I) o resistente (R) segun las categorias establecidas por el
NCCLS” (p. 5).
2.2.5.2. Métodos de dilucion

SEIMC (2000) afirma que “tradicionalmente los métodos de dilucion se han usado
para la determinacién de la CMI y la concentracibn minima bactericida (CMB) de los
antimicrobianos” (p.18).

Método de Macrodilucion en caldo

Segun la SEIMC (2000) “el método de Macrodilucién en caldo se emplea por cada
combinacion microorganismo/antimicrobiano en una bateria de tubos” (p. 22).

Generalmente se dispone de una bateria de tubos de ensayo que contengan solo
medio estéril, al primer tubo se le agrega el antibiético y a partir de ella se realizara diluciones
seriadas hasta la dilucién més baja que queramos estudiar, posterior a ello la bateria de tubos
sera inoculada con el microorganismo a estudiar. También se tendra un tubo de ensayo que

contenga solo 1 mL de caldo estéril que sera considerada como el control (SEIMC, 2000).
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucidn

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Toxicologia “Rubén Gil
Salas” de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica y en el Laboratorio de
Bacteriologia de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga en los meses de noviembre - diciembre de 2020 y enero a febrero de
2021.
3.2. Materiales
3.2.1. Muestra vegetal

Se emple6 1 Kg de hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” que se obtuvieron en el
mercado Andrés F. Vivanco Amorin de Ayacucho en el mes de noviembre del afio 2020.
3.2.2. Cepa bacteriana

Se utiliz6 la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, que fue adquirida de la
empresa Microbiologics a través de Gen Lab del Pert S.A (ver anexo 2).
3.3. Disefio metodoldgico
3.3.1. Obtencion de los extractos
Secado y preparacion de la muestra vegetal

Luego de adquirir la muestra vegetal se procedio a retirar las materias extrafias que
se encontraban junto a las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca”, posterior a ello las hojas
fueron secadas por tres dias en un ambiente con buena ventilacién (Miranda y Cuéllar, 2013).
Molienda y tamizado

Después del secado, las hojas de Erythroxylum coca Lam fueron trituradas usando
una licuadora hasta la obtencién de un polvo fino (Miranda y Cuéllar, 2013).
Obtencién de los extractos hidroalcohélico y etandlico

Para la obtencién del extracto hidroalcohdlico se usé el método de Maceracién, se

pesO 250 gramos de muestra seca y triturada que fueron colocadas en un frasco de boca
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ancha al cual se le agreg6 alcohol al 80% (hasta cubrir la muestra completamente), se dejo
macerar en un ambiente oscuro por 10 dias con agitacion diaria. Posterior a ello se filtr6 el
macerado con papel Whatman namero 23, Seguidamente se procedié a concentrar el extracto
con ayuda de un rotavapor R 300 Buchi. Finalmente se colocé la muestra en la estufa a una
temperatura a 45°C hasta obtener un extracto blando. Para la obtencion del extracto etandlico
se siguié el mismo procedimiento con la variacion de que se us6 como solvente alcohol al
96% (alcohol etilico) (Miranda y Cuéllar, 2013). (Ver anexo 3).

Preparacion de las concentraciones

Luego de obtener los extractos, se procedié a preparar las concentraciones de 25%
(25 g/100 mL), 50% (50 g/100 mL), 75% (75 g/100 mL) y 100% (100 g/100 mL). Usando la
férmula de porcentaje de masa — volumen (% m/v) (Rodriguez, 2017). Se hall6 los gramos de
extracto para preparar cada tipo de concentracion, para la concentracion de 25% se pesara
0.5 gramos de extracto las cuales se disolveran en 1 mL de agua destilada estéril para luego
aforar este volumen a 2 mL, se siguié el mismo procedimiento para preparar las demas

concentraciones.

3.3.2. Tamizaje Fitoquimico
Se identific6 los distintos metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico y
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” siguiendo los procedimientos
descritos por la Dra. Migdalia Miranda Martinez (Miranda y Cuéllar, 2013). (ver anexo 4).
3.3.3. Determinacion de la actividad antibacteriana
La determinacion de la sensibilidad antibacteriana Se realiz6 por el método del
antibiograma disco — placa (SEIMC, 2000).
Preparacion de medios de cultivo
Se prepar6 el Agar mitis salivarius, el Agar Mueller - Hinton y el caldo Infusion cerebro
corazén, tomando en cuenta las instrucciones del fabricante. (ver anexo 5).
Preparacion del in6culo
Se toma colonias de Streptococcus mutans con un asa a partir de una placa de cultivo
de 18 a 24 horas y se inéculo en caldo infusién cerebro corazén para luego incubarlas a 37°C
hasta alcanzar una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland (SEIMC, 2000). (ver anexo 6)
Inoculacién de las placas
e Se tomd un hisopo estéril y se introdujo dentro de la suspension preparada (SEIMC,
2000).
e Se procedi6 a inocular las placas que contenian agar Mueller-Hinton de manera uniforme
por toda su superficie y se dejo reposar 5 minutos antes de depositar los discos (Cavalieri
et al., 2005).
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Dispensacién de los discos

3.3.

3.3.

3.4.

3.5.

Con una pinza estéril se tomé un disco de papel Whatman conteniendo clorhexidina
0,12% y se colocé en el centro de la placa, presionando ligeramente sobre la superficie
del agar (SEIMC, 2000).

Luego se procedi6 a dispensar alrededor los discos de papel Whatman con las diferentes
concentraciones de los extractos preparados, evitando la superposicion de los halos de
inhibicién. (SEIMC, 2000). (ver anexo 7).

Las placas se incubaron invertidas a 35°C en atmésfera de 5% de CO; por 24 horas

(Cavalieri et al., 2005). La lectura se realizo con ayuda de un vernier. (ver anexo 8).

4. Concentracion Minima Inhibitoria

Se utilizé el método de Macrodilucion, para lo cual se preparé una bateria de 14 tubos, se
rotuld los tubos del 1 al 12, un control positivo y un control negativo (SEIMC, 2000).

Se agreg0 a los14 tubos 1 mL de caldo Infusion Cerebro Corazén (SEIMC, 2000).

Se adiciond 1mL del extracto al tubo nimero 1 a partir del cual se tomara 1 mL y se
transvaso al tubo niumero 2; y asi consecutivamente hasta el tubo nimero 12, al que se
le descart6 1mL (SEIMC, 2000).

Luego se agreg6 0.1 mL de in6culo de la cepa de Streptococcus mutans a los 12 tubos y
al tubo del control positivo. El tubo del control negativo solo contenia Caldo Infusion
Cerebro Corazén (SEIMC, 2000).

Se llevd a incubar todos los tubos a 35°C en atmoésfera de 5% de CO; por 24 horas.
(Cavalieri et al., 2005).(ver anexo 9).

Se determind como Concentracién Minima Inhibitoria (CIM) al tubo donde se observé
ausencia de turbidez en el medio (SEIMC, 2000). (ver anexo 10).

5. Concentracion Minima Bactericida

Se determiné la Concentracion Minima Bactericida a partir de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CIM), luego de observar la turbidez al determinar la CMI se procedié a sembrar
los caldos no turbios en las placas de Agar Mitis Salivarius (SEIMC, 2000).

Se llev6 a incubar a 35°C en atmdsfera de 5% de CO; por 24 horas (Cavalieri et al., 2005).

La lectura se realiz6 mediante observacién directa (SEIMC, 2000). (ver anexo 11y 12)

TIPO DE INVESTIGACION

Béasico- Experimental

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos fueron procesados con el programa Microsoft Excel. Se realizé un analisis

de varianza y una comparacion de medias con la prueba Tukey.
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V. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios detectados en los extractos hidroalcoholico y etandlico de
las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca”. Ayacucho 2020.

) Resultados
Metabolitos £
nsayos
i Extracto
Secundarios ) o Extracto Etandlico
hidroalcohdlico
Ensayo de
+ + + +
Dragendorff
Alcaloides Ensayo de Mayer + 4+ 4+
Ensayo de Wagner +++ +++
Quinonas Ensayo de Borntrager - -
) Ensayo de cloruro
Fenoles y taninos o +++ ++ 4+
férrico
Flavonoides Ensayo de Shinoda +++ ++ +
Triterpenos y/o Ensayo de Lieberman
esteroides — Burchard
Ensayo de Fehling ++ ++
azlcares reductores Ensayo de Bennedict
++ ++
Mucilagos Ensayo de Mucilagos - -
Saponinas Ensayo de la espuma + -

Leyenda:
-: ausente
+: Escaso
++: Moderado

+++: Abundante
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Tabla 2. Efecto bactericida de los extractos hidroalcohélico y etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho 2020.

Concentracion de extracto extracto hidroalcohdlico de extracto etandlico de
en % Erythroxylum coca Lam Erythroxylum coca Lam
25% Sl Sl
50% Sl Sl
75% Sl SI
100% Sl Sl
Clorhexidina 0,12% (control) Sl SI
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Tabla 3.Determinacion del promedio de los halos inhibitorios del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Ayacucho 2020.

Concentracién del

] . N Media (mm)
extracto hidroalcohélico
25% 3 7,67 +0,59d
50% 3 8,70+ 0,62 cd
75% 3 9,47 + 0,47 c
100% 3 12,13+0,15b
clorhexidina 0,12%
3 22,00 +0,92 a

(control)
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Figura 1. Prueba de Tukey de los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Ayacucho 2020.
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Tabla 4. Determinacion del promedio de los halos inhibitorios del extracto etandlico de las
hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ayacucho 2020.

Concentracién del

. N Media (mm)
extracto etandlico
25% 3 11,67 +153¢c
50% 3 12,77 + 0,67 bc
75% 3 14,43 +0,49b
100% 3 15,00+£1,00b
clorhexidina 0,12%
3 21,40 + 0,53 a

(control)
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Figura 2. Prueba de Tukey de los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Ayacucho 2020.
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Tabla 5. Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida del extracto
hidroalcohdélico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. Ayacucho 2020.

Concentracion Streptococcus mutans
Nimero de Tubo
(mg/mL) ATCC 25175

1 300 -
2 150 -
3 75 CMB
4 37,5 -
5 18,75 CMI
6 9,38 +
7 4,69 +
8

2,35 +
9 1,8 +
10 0,9 +
11 0,45 +
12 Control +

Leyenda

- 1 No hubo crecimiento

+: Hubo crecimiento

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria

CMB: Concentracién Minima Bactericida
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Tabla 6. Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida del extracto
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2020.

NGmero de Tubo Concentracién Streptococcus mutans ATCC

(mg/mL) 25175

1 300 )

2 150 )

° & CMB

4 37,5 ]

° 18,75 M

6 9,38 N

7 4,69 N

8 2,35 .

9 1,8 .

10 0.9 N

11 0,45 +

12 Control +

Leyenda

- 1 No hubo crecimiento

+: Hubo crecimiento

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria

CMB: Concentracién Minima Bactericida
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V. DISCUSION

En la tabla 1 se observan los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los
extractos hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca”, los
metabolitos secundarios encontrados en ambos extractos fueron: Alcaloides, fenoles, taninos,
flavonoides y azlcares reductores, se resalta la presencia de gran cantidad de flavonoides y
alcaloides; segun Alvarez y Orallo (2003) los flavonoides tienen propiedades antioxidantes,
antibacterianas, antivirales y muchas de sus propiedades terapéuticas que tienen las plantas
son gracias a estos metabolitos. Por otro lado, Wink y Schimmer (1999) mencionan que los
alcaloides inhiben el crecimiento de microrganismos patdgenos gracias a su capacidad de
intercalarse con el DNA, detienen la sintesis de proteinas, inducen la apoptosis e inhiben las
enzimas del metabolismo de carbohidratos. Esto explicaria las propiedades antimicrobianas
de la hoja de coca. Sin embargo al realizar el tamizaje fitoquimico no se observaron la
presencia de quinonas, triterpenos y/o esteroides; adicionalmente se encontrd la presencia
de saponinas en el extracto hidroalcohdlico; estos resultados guardan relacion con los
reportes de Gamarra et al. (2017) quienes evidencian la presencia de gran cantidad de
alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas y taninos, pero mencionan que no se encontraron
la presencia de esteroides y quinonas al realizar el tamizaje fitoquimico a los extractos
etandlicos de Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron,
también sefialan que los flavonoides y alcaloides aislados del extracto etandlico de
Erythroxylum coca Lam tienen mayor actividad antibacteriana contra S. epidermidis y P.
aeruginosa.

Del mismo modo Negrete M y Quispe A (2015), demostraron que los extractos de
hojas secas y frescas de Erythroxylum coca Lam presentan efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus, pero no tienen efecto antibacteriano sobre Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa. En nuestra investigacién uno de los objetivos fue evaluar el efecto
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antibacteriano de los extractos hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca
Lam "coca” frente al Streptococcus mutans ATCC 25175 y observamos que ambos extractos
presentan efecto antibacteriano a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% como se
presenta en la tabla 2.

En la tabla 3 podemos observar el promedio de los halos de inhibicion obtenidos al
enfrentar el extracto hidroalcohdlico de Erythroxylum coca Lam "coca” al Streptococcus
mutans ATCC 25175, observamos que el halo de mayor longitud fue obtenido por la
clorhexidina 0,12% (control) cuya medida fue de 22,00 mm. Bascones y Morante (2006)
mencionan que La clorhexidina es el antiséptico oral de mayor eleccién por su efectividad
alta; reduce la formacién de la pelicula adquirida, altera el desarrollo bacteriano y evita la
insercion de estos microorganismos al diente; La clorhexidina se une a la membrana celular
de la bacteria y a concentraciones menores induce un aumento de la permeabilidad con
filtracion de los componentes intracelulares incluido el potasio (efecto bacteriostatico) y a
concentraciones elevadas provoca la precipitacion del citoplasma bacteriano y por ende
causa la muerte celular (efecto bactericida). El halo obtenido por la clorhexidina 0,12%
(control) fue significativamente superior a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%
cuyo promedio de halos de inhibicién fueron de 7,67 mm, 8,70 mm, 9,47 mm, y 12.13 mm
respectivamente estos resultados tienen similitud a los obtenidos por Vergara Pastor (2011)
quien evalué concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% del extracto acuoso de
Erythroxylum novogranatense var truxillense obteniendo halos promedios de: 6,75 mm, 6,93
mm, 8,00 mm y 12,00 mm. No obstante, estos resultados son diferentes a los obtenidos por
Cossio Alva (2018) quien evalio concentraciones de 25%, 50% y 75% del extracto
hidroetandlico de Erythroxylum coca y obtuvo halos promedios de mayor tamafio: 12,57 mm,
20,07 mm y 24,10 mm, finalmente lleg6 a la conclusién de que la concentracion del 75% y
50% tienen efecto significativo, pero la concentracion del 25% no es significativa.

En la Figura 1 se muestran los resultados luego de aplicar la prueba Tukey al promedio
de los halos de inhibicion al enfrentar el extracto hidroalcohdélico de Erythroxylum coca Lam
"coca” y la clorhexidina 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, Se evidencid que
la clorhexidina 0,12% difiere significamente de todas las concentraciones del extracto
hidroalcohdélico, por otro lado las concentraciones de 100% y 75% difieren significativamente
con halos promedios de 12,13 mm y 9,47 mm, siendo la concentracién de 100% con la que
se obtiene mejores resultados de efecto inhibitorio luego de la clorhexidina 0,12%.

En latabla 4 se reportan los halos inhibitorios obtenidos al evaluar el extracto etandlico
de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca” sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175,
en el que se us6 4 concentraciones diferentes del extracto (25%,50%,75% y 100%) y se
empled como control a la clorhexidina 0,12%. Se observa que la clorhexidina 0,12% mostré

mayor promedio de halos inhibitorios con una medida de 21,40 mm siendo significativamente
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superior a los efectos inhibitorios de las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% del
extracto etandlico con los cuales se obtuvieron halos de 11,67 mm, 12,77 mm, 14,43 mm,
15,00 mm. Ademas, como se muestra en la figura 2, las concentraciones del 50%, 75% y
100% del extracto etandlico no muestran diferencias significativas al aplicarles la prueba
Tukey, siendo estas concentraciones con las que se obtienen mejores resultados de efecto
inhibitorio luego de la clorhexidina 0,12%. En tal sentido estos resultados concuerdan con los
estudios realizados por Vergara Pastor (2011) quien evalué el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. truxillense al 10%,20%
,35% y 50% sobre S. mutans y obtuvo halos de 11,43 mm, 12,12 mm,12,5 mm y 13,31 mm
respectivamente, concluyendo que estos extractos poseen efecto inhibitorio. No obstante
Loyola Rodas (2019) determind el efecto antibacteriano del extracto etandélico de las hojas de
Erythroxylum coca Lam (coca) sobre S. mutans ATCC 25175, obteniendo halos de menor
tamafo: 10,13 mmy 11,20 mm para las 24 horas para las concentraciones de 50% y 75%; y
halos de 10,50 mm y 11.30 mm a las 48 horas para las concentraciones de 50% y 75%
respectivamente. En el caso de la clorhexidina 0,12% obtuvo halos de 14,13 mm a las 24
horas y 14,26 mm a las 48 horas, finalmente llegd a la conclusiéon de que el extracto a las
concentraciones del 50% y 75% si presentan efecto antibacteriano.

Y por otro lado Salcedo Calderdn (2018) evalud el extracto etandlico de Erythroxylum
coca var. coca sobre Streptococcus mutans y obtuvo halos promedios de 13,05 mm, 15,45
mm, 17,10 mm y 18,65 mm para las concentraciones de 12,5%, 25%, 50% y 100%
respectivamente, es decir obtuvo halos de mayor tamafio, y con la clorhexidina 0,12% obtuvo
un halo promedio de 23,30 mm. Como se observa obtuvo halos de mayor tamafio a la
concentracion de 50% y 100% y estas no mostraron diferencias significativas, siendo las
concentraciones mas eficientes luego de la clorhexidina 0,12%.

Con respecto a los datos obtenidos en la investigacién realizada mencionamos que
con el extracto etanélico a concentraciones de 50%,75% y 100% se obtienen halos de mayor
tamafio a comparacion de las concentraciones evaluadas del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Erythroxylum coca Lam "coca”, sin embargo, ambos extractos poseen actividad
antimicrobiana frente al Streptococcus mutans ATCC 25175.

Los resultados de la Concentracién Minima Inhibitoria y la Concentracién Minima
Bactericida del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca” se
muestran en la tabla 5, obteniéndose la Concentracion Minima Inhibitoria a la concentracién
de 18.75 mg/mL y la Concentracion Minima Bactericida a una concentracién de 75 mg/mL.
De igual forma en la tabla 6 se reporta la CMI y CMB del extracto etandlico de las hojas de
Erythroxylum coca Lam "coca”, se obtuvo la concentracion Minima Inhibitoria a una
concentracion de 18,75 mg/mL y la concentracion Minima Bactericida a una concentracion

de 75 mg/mL. con respecto a la Determinacion de la CMI Y CMB los estudios realizados son
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escasos. No obstante, en el estudio realizado por Vergara Pastor (2011), se determind la CMI
de los extractos acuoso y etandlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. truxillense
(coca) frente a Streptococcus mutans usando la metodologia del conteo de Unidades
Formadoras de Colonias y concluyé que la CMI para el extracto acuoso es del 75% y la CMI
para el extracto etandlico es al 50%.
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VI. CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios hallados en los extractos hidroalcohdlico y etandlico de las
hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” fueron: alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides y
azucares reductores; No se observaron la presencia de quinonas, triterpenos y/o
esteroides; pero se identificd la presencia de saponinas en el extracto hidroalcohdlico.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” presenta efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en todas las concentraciones
evaluadas, obteniéndose halos promedios de :7,67 mm; 8,70 mm; 9,47 mm y 12,13 mm
para las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente.

El extracto etanodlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” presenta efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 a concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100% obteniéndose halos promedio de:11,67 mm; 12,77 mm; 14,43 mm y
15,00 mm respectivamente.

La Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida para el
extracto hidroalcohdlico de Erythroxylum coca Lam “coca” frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 fue de: 18,75 mg/mL y 75 mg/mL respectivamente; para el extracto etandlico
de Erythroxylum coca Lam “coca” fue de: 18,75 mg/mL y 75 mg/mL

correspondientemente.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios utilizando otro tipo de solventes para la extracciéon de
sustancias bioactivas de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” y evaluarlas
sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175.

Realizar estudios para evaluar la toxicidad de los extractos hidroalcohdlico y etanélico
de las hojas se Erythroxylum coca Lam “coca”.

Determinar cuantitativamente los metabolitos secundarios presentes en los extractos
hidroalcohélico y etandlico de las hojas se Erythroxylum coca Lam “coca”.

Aislar los principales metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana vy
enfrentarlos al Streptococcus mutans ATCC 25175.

Evaluar la actividad antimicrobiana de distintas variedades de hojas de coca sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Comparar el efecto antibacteriano de la saliva de los masticadores de hojas de coca
y los extractos evaluados en la investigacion sobre el Streptococcus mutans ATCC
25175.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Constancia de identificacion de Erythroxylum coca Lam “coca”. Ayacucho 2020.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDRINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bachilier en Ciencias Bicldgicas, Srta. Carmen, HUAMANI CORDOYA,
ha sokcitado Ia identificacion de una muestra vegetal para trebaj de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada sepgon el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A 1688, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNQUOPSIDA

SUB CLASE - ROSIDAE

ORDEN 4 LINALES

FAMILIA . ERYTHROXYLACEAE
GENERO : Erythroxylum

ESPECIE : Erythroxyfum coca Lam
NV. . “coca’

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de 1a interesada

para ks fines que astime convemente.

Ayacucho, 29 de Noviembre de| 2 020

(‘ \‘5} Cd:k—;tu«;c‘r ™

LAURA AUCASIME MEDINA
BIOLOGA
Rog. CB.P, N°5& CR.- X
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ANEXO 2. Certificado de calidad de la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175 enviado
por el Laboratorio Gen Lab.

& Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Expiration Date: 2020/9/30 ]

Specifications

Microorganism Name: Streptococcus mutans Release Information:

Catalog Number: 0266 Quality Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 2018/10/24

Lot Number: 266-28**

Reference Number: ATCC® 25175™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:
Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the SBAP

other is small, circular and translucent,

Microscopic Features: Method:
Small gram positive cocci to ovoid cells occurring singly, in pairs and m Stain (1
predomgmateh?in chains g gly. In p SaRIm St 1)

1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Digclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number, The lot number displayed on this

certificate is the actual base lot number.

sé’s.'ljhe unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
ods.

Naote for Vitek@®: Although the Vite anel uses many conventional te:
proi uga resthts that dmr from pu't)?isphe;resuﬁs n?:n;mad by other me!

, Rofer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

ized culture collection.

Individual preducts are ble to a recog!

IACCREDITEDI

REFERENCE MATERIAL PRODUCER

CERT #2035.02

*  The ATCC Ligensed Derivative Emblem, tha ATCC Licensed Deilvalive word mark and lhe ATC talog marks are |
" lra!iinmarks of i[}CC \cro%ioingics. nc. is licensed 1o use these trademarks and to sell products derved from AT¢
cultures.

(1) These lesls are accredited to ISO/IEC 17025:2005. |

ACCREDITED)
TESTING CERT #2655.01

@ 2012 Micrabiologics, Inc. All Rights Resarved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303
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ANEXO 3. Se muestra el procedimiento para la obtencion de los extractos hidroalcohdlico y
etandlico de Erythroxylum coca Lam “coca”. Ayacucho 2020.
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Identificacion de metabolitos secundarios encontrados en los extractos

ANEXO 4.
hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca”. Ayacucho 2020.
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ANEXO 5. Preparacion de medios de cultivo. Ayacucho 2020.
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ANEXO 6. Reactivacion de cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, enviadas por el
Laboratorio Gen Lab del Peru. Ayacucho 2020.
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ANEXO 7. Determinacion de los halos de inhibicibn de los extractos hidroalcohdlico y
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2020.
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ANEXO 8. Se muestra halos de inhibicion formados por los extractos hidroalcohdlico y
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca”. Ayacucho 2020.

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
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ANEXO 9. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de

los extractos
hidroalcohdlico y etandlico de los extractos de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca".
Ayacucho 2020.
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ANEXO 10. Tubos mostrando la Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos
hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 en caldo Infusién Cerebro Corazén. Ayacucho 2020.

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
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ANEXO 11. Placas Petri mostrando la Concentracion Minima Bactericida del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175 en Agar Mitis Salivarius. Ayacucho 2020.
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ANEXO 12. Placas Petri mostrando la Concentracion Minima Bactericida del extracto
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 en Agar Mitis Salivarius. Ayacucho 2020.
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ANEXO 13. Prueba P de normalidad de los halos de inhibicion de los extractos
hidroalcohdlicos de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. Ayacucho 2020.

Shapiro-Wilk
Concentracion del extracto
Estadistico gl Valor P
25% 0,881 3 0,328
50% 0,923 3 0,463
75% 0,907 3 0,407
100% 0,964 3 0,637
Control (Clorhexidina
0,964 3 0,637

0,12%)

El valor de P > 0,05 nos indica una distribucién normal de la muestra.
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ANEXO 14. Analisis de Varianza de los halos de inhibicion de los extractos hidroalcohdlicos
de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Ayacucho 2020.

Suma de Media

gl . F Valor P
cuadrados cuadratica
Entre grupos 408,309 4 102,077 280,432 0,000
Dentro de
3,640 10 0,364
grupos
Total 411,949 14
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ANEXO 15. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175. Ayacucho 2020.

Agrupacién
Factor N
D C B A
25% 3 7,67
50% 3 8,70 8,70
75% 3 9,47
100% 3 12,13
Control (Clorhexidina
3 22,00

0,12%)

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

no comparten una letra son estadisticamente diferentes.
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ANEXO 16. Prueba de normalidad de los halos de inhibicién del extracto etandlico de las
hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ayacucho 2020.

Shapiro-Wilk
Concentracion del extracto

Estadistico al Valor P

25% 0,964 3 0,637

50% 0,812 3 0,144

75% 0,832 3 0,194

100% 1,000 3 1,000

Control (Clorhexidina 0,12%) 0,893 3 0,363

El valor de P > 0,05 nos indica que la muestra tiene una distribucién normal.
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ANEXO 17. Andlisis de Varianza de los halos de inhibicion del extracto etandlico de las hojas
de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ayacucho
2020.

Suma de Media
o] » F Valor P
cuadrados cuadrética
Entre grupos 172,097 4 43,024 50,028 0,000
Dentro de grupos 8,600 10 0,860
Total 180,697 14
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ANEXO 18. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién del extracto
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam "coca" frente a Streptococcus mutans ATCC
25175. Ayacucho 2020.

Agrupacion
Factor N
C B A
T1 (25%) 3 11,67
T2 (50%) 3 12,77 12,77
T3 (75%) 3 14,43
T4 (100%) 3 15,00

Control (Clorhexidina

21,40
0,12%)

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

medias que no comparten una letra son estadisticamente diferentes.
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Anexo 19. Matriz de consistencia

MARCO - VARIABLES E .
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Efecto ¢Los extractos | Objetivo General 2.1 Los extractos | Variable Tipo de
antibacteriano hidroalcohdlico | Evaluar el efecto antibacteriano de los | Antecedentes hidroalcohdlico y | independiente investigacion
de los extractos | y etandlico de | extractos hidroalcohdlico y etandlico de las | 2.2. Marco etandlico de las | Extracto Bésica
hidroalcohdlico | las hojas de | hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” frente | conceptual hojas de | hidroalcohtélico vy | Nivel de
y etandlico de | Erythroxylum a Streptococcus mutans ATCC 25175. 2.2.1. Erythroxylum etanélico de las | investigacion
las hojas de | coca Lam | Objetivos especificos Erythroxylum coca Lam “coca” | hojas de | Experimental
Erythroxylum “coca” tendran | Determinar cualitativamente los principales | coca tienen efecto | Erythroxylum coca | Disefio
coca Lam | efecto metabolitos secundarios de los extractos | 2.2.2. antibacteriano Lam “coca” Disefio
“coca” frente a | antibacteriano | hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de | Streptococcus sobre Indicadores completamente
Streptococcus frente a | Erythroxylum coca Lam “coca”. mutans Streptococcus Concentraciones aleatorizado
mutans ATCC | Streptococcus | -Determinar el efecto antibacteriano del | 2.2.3. Caries mutans  ATCC | de 25%, 50%, 75% | Muestra
25175 mutans ATCC | extracto hidroalcohdlico de las hojas de | dental 25175. y 100%. Muestra vegetal
25175 ? Erythroxylum  coca Lam  “coca” a | 2.2.4. Variable -1 Kg de Hojas de
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% | Metabolitos dependiente Erythroxylum coca
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. | secundarios Efecto Lam “coca”
-Determinar el efecto antibacteriano del | 2.2.5. Métodos antibacteriano Cepa bacteriana
extracto etandlico de las hojas de | basicos para el Indicadores -Cepa de
Erythroxylum  coca Lam  “coca” a | estudio dela -Halo de inhibicién | Streptococcus mutans
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% | sensibilidad a (mm) ATCC 25175
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. | los - Concentracién | Técnicas
-Determinar la  Concentracion  Minima | antimicrobianos. Minima Inhibitoria | Observacion —
Inhibitoria y la Concentracion Minima (mg/mL) Experimentacion

Bactericida de los extractos hidroalcohdlico y
etandlico de las hojas de Erythroxylum coca
Lam “coca” frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

- Concentraciéon
Minima Bactericida
(mg/mL)

Disefio
Experimental
Método

-Método del
antibiograma disco —
placa

- Método de
Macrodilucién en
caldo

- Método de siembra
en placa
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