UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

“COMPARACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO ACUOSO Y ALCOHOLICO DE HOJAS
SECAS DE Erythroxylum coca “COCA” FRENTE A

Streptococcus mutans ATCC®35668™ Y Lactobacillus
acidophilus ATCC®4356™”

Tesis para optar el grado académico de:
MAESTRO EN ESTOMATOLOGIA

Presentado por:
Bryan Alexis Cossio Alva (0000-0003-1568-5324)

Asesor:
Eliberto Ruiz Ramirez (0000-0002-5340-7168)

Lima — Peru
2022

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis


https://orcid.org/0000-0003-1568-5324
https://orcid.org/0000-0002-5340-7168

UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis



UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

“COMPARACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO ACUOSO Y ALCOHOLICO DE HOJAS
SECAS DE Erythroxylum coca “COCA” FRENTE A

Streptococcus mutans ATCC®35668™ Y Lactobacillus
acidophilus ATCC®4356™”

Tesis para optar el grado académico de:
MAESTRO EN ESTOMATOLOGIA

Presentado por:
Bryan Alexis Cossio Alva (0000-0003-1568-5324)

Asesor:
Eliberto Ruiz Ramirez (0000-0002-5340-7168)

Lima — Peru
2022

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis


https://orcid.org/0000-0003-1568-5324
https://orcid.org/0000-0002-5340-7168

UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

4. Copia de acta de sustentacion

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

CIENTIFICA

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Lima, 10 de agosto de 2022.

Los Integrantes del Jurado de tesis: s
Presidente: Dr Fernando Alfonso Ortiz Culca Jl
Miembro: Dr Melvin Cisneros Del Agulla

| Miembro: Dra. Evelyn Alvarez Vidigal

Se retinen para evaluar la tesis titulada: “COMPARACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO ACUOSO Y ALCOHOLICO DE HOJAS SECAS DE Erythroxylum coca “COCA" FRENTE A
Streptococcus mutans ATCC*35668™ Y Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™ *

Presentado por el estudiante/bachiller:
CD. BRYAN ALEXIS COSSIO ALVA DNI : 70616889

Para optar el Grado Académico de MAESTRO EN ESTOMATOLOGIA

Asesorado por: Mg. Eliberto Ruiz Ramirez

Luego de haber evaluado el informe final de tesis y evaluado el desempefio del estudiante de
la Carrera de Estomatologia en [a sustentacion, se concluyen de:

Manera undnime ( X )

Pormayoria( )

_ Calificar a: N ) ) o )
Tesista: BRYAN ALEXIS COSSIO ALVA | Nota (en letras): DIECIOCHO
Aprobado ( ) | Aprobado - Muy buena{ X) ' Aprobado - Sobresaliente ( ) [ Desaprobado ( )

Los miembros del jurado firman en sefial de conformidad.

A
A/ /‘}L/ ko ) .
Dr. Fernando Alfonso Ortiz Culca Dra. Evelyn Alvarez Vidigal
DNI. 07747839 Miembro 2
NNI.1NAs2711
T
7 Mg Eliberto Ruiz Ramirez
o Asesor({a)
DNI. 43493292
Dr. Melvin Cisneros del Aguila
Miembro 1
DNI.41176693

5. Dedicatoria

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

A Dios por brindarme la fortaleza para
culminar cada objetivo que me propongo
y por la seguridad que me brinda porque

siento su respaldo dia a dia.

A mis apreciados padres por su apoyo
incondicional a lo largo de toda mi
vida, gracias a sus acertados consejos y
ensefianzas he podido desarrollarme

debidamente.

A mis gqueridos hermanos que siempre
me aconsejan y guian, siendo parte
fundamental para lograr cada objetivo
propuesto.

6. Agradecimientos

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

A mis apreciados docentes de la Maestria en Estomatologia, por brindarme sus
conocimientos de una manera muy especial, resaltando la humildad y calidad humana

que caracteriza a cada uno.

A la Universidad Cientifica del Sur, por brindarme la autorizacion para el uso de sus

laboratorios para el adecuado desarrollo de la investigacion.

A la Empresa Nacional de la Coca (ENACO) — Sede Trujillo, por brindarme las hojas de
COCA vy su certificacion, sin ello no hubiera sido posible desarrollar el estudio.

Un agradecimiento especial al Dr. Mlgo. Miguel Angel Ruiz Barrueto, por su dedicacién

desde el inicio en la presente investigacion y por sus consejos en todo momento.
A mi asesor Mg. CD. Eliberto Ruiz Ramirez, que debido a su experiencia aportd de
manera sustancial en la investigacion y por su preocupacion por obtener un buen producto

final.

A la Dra. Angela Quispe Salcedo, por su gran colaboracion con sus acertados aportes para

la investigacion.

7. Resumen

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

Introduccion: La hoja de Erythroxylum coca, se utiliza tradicionalmente en diversos
paises por sus bondades farmacolégicas.

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso y alcoholico de hojas de
Erythroxylum coca frente a Streptococcus mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus
acidophilus ATCC®4356™.

Metodos: Estudio experimental in vitro. Se obtuvo el extracto acuoso y alcohdlico de E.
coca. La muestra estuvo conformada por 20 placas petri para cada concentracion y
extracto evaluado. La media de los diametros de los halos de inhibicion, se expresaron en
milimetros y se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis y el analisis post hoc de
Dunn con ajuste de Bonferroni. La comparacion de los efectos entre las 24 y 48 horas se
realiz6 mediante el test Wilcoxon con un nivel de significancia del 5 %.

Resultados: La concentracion alcohdlica de 25 mg/mL fue mas efectiva sobre S. mutans,
al compararla con los otros grupos (p< 0,05). En el extracto alcohdlico se observd
diferencias con la concentracion de 50 mg/mL a las 24 y 48 horas frente a S. mutans
(p< 0,05). Se observaron diferencias significativas al comparar el efecto inhibitorio del
extracto acuoso de 75 mg/mL y 50 mg/mL a las 24 y 48 horas frente a L. acidophilus
(p<0,05) y para el extracto alcoholico las diferencias fueron estadisticamente
significativas con las concentraciones de 50 mg/mL y 25 mg/mL (p< 0,05).

Conclusion: Existen diferencias en el efecto antibacteriano del extracto acuoso y

alcohdlico de las hojas de E. coca frente a S. mutans y L. acidophilus.

Palabras clave: antibacterianos; coca; Streptococcus mutans; Lactobacillus
acidophillus.
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Introduction: The Erythroxylum coca leaf is traditionally used in various countries for
its pharmacological benefits.

Objective: To compare the antibacterial effect of the aqueous and alcoholic extract of
Erythroxylum coca leaves against Streptococcus mutans ATCC®35668™ and
Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™.

Methods: Experimental in vitro study. The aqueous and alcoholic extract of E. coca was
obtained. The sample consisted of 20 petri dishes for each concentration and extract
evaluated. The mean diameters of the inhibition halos were expressed in millimeters and
analyzed using the Kruskal-Wallis test and Dunn's post hoc analysis with Bonferroni
adjustment. The comparison of the effects between 24 and 48 hours was carried out using
the Wilcoxon test with a significance level of 5 %.

Results: The alcoholic concentration of 25 mg/mL was more effective on S. mutans,
when compared to the other groups (p< 0.05). In the alcoholic extract, differences were
observed with the concentration of 50 mg/mL at 24 and 48 hours against S. mutans
(p< 0.05). Significant differences were observed when comparing the inhibitory effect of
the aqueous extract of 75 mg/mL and 50 mg/mL at 24 and 48 hours against L. acidophilus
(p< 0.05) and for the alcoholic extract the differences were statistically significant with
concentrations of 50 mg/mL and 25 mg/mL (p< 0.05).

Conclusion: There are differences in the antibacterial effect of the agueous and alcoholic

extract of E. coca leaves against S. mutans and L. acidophilus.

Keywords: anti-bacterial agents; coca; Streptococcus mutans; Lactobacillus acidophilus.
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RESUMEN

Introduccion: La hoja de Erythroxylum coca, se utiliza tradicionalmente en diversos
paises por sus bondades farmacolégicas.

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso y alcohdlico de hojas de
Erythroxylum coca frente a Streptococcus mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus
acidophilus ATCC®4356™.

Meétodos: Estudio experimental in vitro. Se obtuvo el extracto acuoso y alcohdlico de E.
coca. La muestra estuvo conformada por 20 placas petri para cada concentracion y
extracto evaluado. La media de los diametros de los halos de inhibicion, se expresaron en
milimetros y se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis y el analisis post hoc de
Dunn con ajuste de Bonferroni. La comparacion de los efectos entre las 24 y 48 horas se
realiz6 mediante el test Wilcoxon con un nivel de significancia del 5 %.

Resultados: La concentracion alcohdlica de 25 mg/mL fue mas efectiva sobre S. mutans,
al compararla con los otros grupos (p< 0,05). En el extracto alcohdlico se observé
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diferencias con la concentracion de 50 mg/mL a las 24 y 48 horas frente a S. mutans
(p< 0,05). Se observaron diferencias significativas al comparar el efecto inhibitorio del
extracto acuoso de 75 mg/mL y 50 mg/mL a las 24 y 48 horas frente a L. acidophilus
(p<0,05) y para el extracto alcoholico las diferencias fueron estadisticamente
significativas con las concentraciones de 50 mg/mL y 25 mg/mL (p< 0,05).

Conclusién: Existen diferencias en el efecto antibacteriano del extracto acuoso y
alcohdlico de las hojas de E. coca frente a S. mutans y L. acidophilus.

Palabras clave: antibacterianos; coca; Streptococcus mutans; Lactobacillus

acidophillus.

ABSTRACT

Introduction: The Erythroxylum coca leaf is traditionally used in various countries for
its pharmacological benefits.

Objective: To compare the antibacterial effect of the aqueous and alcoholic extract of
Erythroxylum coca leaves against Streptococcus mutans ATCC®35668™ and
Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™.

Methods: Experimental in vitro study. The aqueous and alcoholic extract of E. coca was
obtained. The sample consisted of 20 petri dishes for each concentration and extract
evaluated. The mean diameters of the inhibition halos were expressed in millimeters and
analyzed using the Kruskal-Wallis test and Dunn's post hoc analysis with Bonferroni
adjustment. The comparison of the effects between 24 and 48 hours was carried out using
the Wilcoxon test with a significance level of 5 %.

Results: The alcoholic concentration of 25 mg/mL was more effective on S. mutans,
when compared to the other groups (p< 0.05). In the alcoholic extract, differences were
observed with the concentration of 50 mg/mL at 24 and 48 hours against S. mutans
(p< 0.05). Significant differences were observed when comparing the inhibitory effect of
the aqueous extract of 75 mg/mL and 50 mg/mL at 24 and 48 hours against L. acidophilus
(p< 0.05) and for the alcoholic extract the differences were statistically significant with
concentrations of 50 mg/mL and 25 mg/mL (p< 0.05).

Conclusion: There are differences in the antibacterial effect of the aqueous and alcoholic
extract of E. coca leaves against S. mutans and L. acidophilus.

Keywords: anti-bacterial agents; coca; Streptococcus mutans; Lactobacillus acidophilus.
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Recibido: 12/04/2022
Aprobado: 08/07/2022

INTRODUCCION

La caries dental es considerada la enfermedad bucal mas prevalente en el mundo. Segln
datos globales actuales, aproximadamente 2 400 millones de personas adultas y entre el
60% y 90 % de los escolares padecen esta enfermedad.? Estos datos resaltan la
relevancia de tomar acciones conjuntas y urgentes entre la comunidad cientifica y los
integrantes del sistema de salud, no solo orientadas al control de la afeccion sino a
promover précticas preventivas que a mediano y largo plazo disminuyan su alta
prevalencia.

La microbiota bucal alberga diversos géneros bacterianos en equilibrio, como los
Streptococcus con sus diversas especies, entre las que destacan S. mutans, S. sanguis, S.
salivarius, S. sobrinus, S. milleri, entre otros; también se encuentran representantes de los
géneros Lactobacillus, Actinomyces y Bifidobacterium, en concomitancia con los
Estreptococos, como los responsables de las lesiones cariosas en las superficies dentarias,
al propiciar disbiosis en el ecosistema oral.®*

El S. mutans tiene mayor capacidad de formar biopeliculas, a diferencia de otros
Streptococcus; ademas, se sabe que junto al Lactobacillus acidophilus y por su
metabolismo fermentativo de los carbohidratos provenientes de la dieta, son altos
productores de &cido lactico, lo que ocasiona la disminucion del pH salival.®8 Estudios
previos han reportado la presencia de L. acidophilus a nivel superficial y profundo de las
lesiones de caries; favorecido principalmente por un polisacarido extracelular producido
por Streptococcus, para formar la placa bacteriana.(”) Esta problematica, ha incrementado
el interés actual en la bdsqueda de nuevas alternativas de tratamientos derivados de
productos naturales.

Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecen que
aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional y
complementaria para dar solucién a sus principales problemas de salud. El estudio de
derivados vegetales para usos curativos se le conoce como medicina herbolaria y es

estudiada para conocer nuevos efectos terapéuticos mas eficaces y con menor costo. @919
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De hecho, la hoja de Erythroxylum coca (coca) es una de los recursos que se vienen
estudiando para conocer sus diversos recursos fitogenéticos y farmacoldgicos.

E. coca es una planta utilizada en el Per( desde tiempos remotos. En su composicion se
han identificado metabolitos primarios tipo lipidos, proteinas, carbohidratos y
secundarios, principalmente alcaloides, flavonoides y taninos. Se ha establecido que la
cantidad de alcaloides depende de la variedad de E. coca; uno de los més estudiados es la
cocaina.*%1213) Respecto al potencial antibacteriano de la planta, un estudio precedente
ha demostrado que el 5,7-trihidroxi-flavona es el flavonoide mas eficaz al inhibir la
enzima glucosiltransferasa, determinante en la composicion de glucano para la formacion
de la placa bacteriana oral. 4

La utilizacion de los productos de E. coca por la poblacion es principalmente empirica
desde hace muchos afios, mediante masticacion de las hojas, aposito e infusiones. El
potencial farmacoldgico de este vegetal radica en su capacidad analgésica, antibacteriana,
antiinflamatoria y anestésica.*>'® Al respecto, Loyola y otros,*”) evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto etanolico de Erythroxylum coca Lam y Schinus molle, a
concentraciones de 50 % y 75 % frente a S. mutans ATCC 25175; establecieron que en
ambos extractos la concentracion mas alta tuvo mayor eficacia antibacteriana; sin
embargo, dicho efecto no superé al de la clorhexidina, utilizada como control.

A pesar del auge de investigaciones en la busqueda de nuevos fitoterapéuticos, aln existe
un vacio del conocimiento respecto al potencial antimicrobiano de la hoja de E. coca
sobre microorganismos de interés estomatoldgico. Al ser la caries dental unas de las
enfermedades més prevalentes a nivel mundial, que afecta a todos los grupos etarios sin
distincidn, existe la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas con base en
derivados naturales de menor costo, sin efectos colaterales y de facil acceso para las
poblaciones méas necesitadas.

La presente investigacion tiene como objetivo comparar el efecto antibacteriano del
extracto acuoso y alcohdlico de hojas secas de E. coca frente a S. mutans ATCC®35668™
y L. acidophilus ATCC®4356™.
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METODOS

Se realiz6 un estudio de enfoque cuantitativo, experimental in vitro, longitudinal y
prospectivo, en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur, en
el periodo comprendido entre el 12 de mayo del 2021 y el 28 de enero del 2022.

La investigacion fue evaluada por el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI)
de la Universidad Cientifica del Sur (Codigo de registro: 695-2020-POS8).

La poblacidn, estuvo constituida por placas petri sembradas con cepas estandarizadas de
S. mutans ATCC®35668™y L. acidophilus ATCC®4356"™, obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC), importadas por la empresa Genlab S.A.C. Para la muestra se
tomé como referencia investigaciones previas, 8% y estuvo conformada por 20 placas
petri por cada concentracion y tipo de extracto; resultaron 160 unidades
experimentales. (292D

Recoleccidn de las hojas e identificacion de la planta E. coca
Las hojas de coca para la obtencion de los extractos acuoso, alcohélico y su identificacion
taxondmica, fueron proporcionadas por la Empresa Nacional de la Coca (ENACO S.A),
sede Trujillo. La caracterizacion taxondomica fue corroborada en el Herbarium
Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT), con cddigo de registro
N°60841.

Obtencidén y tamizaje fitoquimico de los extractos etandélico y acuoso de

E. coca
La obtencidn de los extractos y su tamizaje fitoquimico fue realizado en el Centro de
Control Analitico (CCA) de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). Las hojas fueron secadas en una estufa
(Memmert) a 40 °C durante 5 dias y trituradas con un molino comun. El extracto acuoso
de hoja de coca se obtuvo mediante el método de ebullicion en agua destilada con 300 g
del material vegetal y el extracto etanolico, por el método de maceracién en solvente
alcohdlico 70 ° con la misma cantidad de material. Posterior a la maceracion por 7 dias,
los preparados se filtraron 3 veces con papel filtro (Whatman N° 1). A partir de los
extractos acuoso y etanolico secos obtenidos mediante bomba de vacio Vacuubrand®
modelo ME 4RNT se prepararon las concentraciones de 25 mg/mL, 50 mg/mL y 75

mg/mL, al momento de la experimentacion.
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El tamizaje fitoquimico cuantitativo se realizd por espectrofotometria UV-VIS para
fenoles, taninos y flavonoides. El andlisis y cuantificacion de alcaloides totales se obtuvo

por el método volumétrico.
Reactivacion y estandarizacion de las cepas de S. mutans
ATCC®35668™Yy L. acidophilus ATCC®4356™

Los cultivos bacterianos fueron reactivados 24 horas antes de la experimentacion en caldo
Mueller Hinton (Liofilchem®) y cultivadas en condiciones de aerobiosis a 36,5 °C en
incubadora microbioldgica ShelLab®.?22324 | a estandarizacion del inoculo de ambas
bacterias se realizé por turbidimetria en Espectrofotdmetro Thermo Scientific® Genesys
150 y fue equivalente a 1,5x108 UFC/mL.®3)

Evaluacion del efecto antibacteriano
El efecto antibacteriano de los extractos fue determinado por el método estandarizado de
difusion en disco segun el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Para el
caso de L. acidophilus ATCC®4356™ la evaluacion se realiz en Agar Mueller Hinton
(Merck®) mientras que para S. mutans ATCC®35668™ se efectud en Agar Mitis Salivarius
(Liofilchem®). Se utiliz6 como control positivo para ambos microoganismos a gluconato
de clorhexidina al 0,12 %.22232425) |_as condiciones microbioldgicas fueron; incubacion
en aerobiosis a 36,5 °C durante 24-48 horas en incubadora microbiolégica ShelLab®. Los
resultados fueron reportados como didmetros de las zonas (halos) de inhibicion en
milimetros (mm) medidos con un vernier mecanico marca Kamasa®.
La variable dependiente fue el efecto antibacteriano, expresado por el didametro del halo
de inhibicion mediante el método de Kirby Bauer. Las variables independientes fueron:
el tipo de extracto (acuoso o alcoholico), la concentracion del extracto (25 mg/mL, 50
mg/mL o 75 mg/mL), el microorganismo (S. mutans ATCC®35668™ o L. acidophilus
ATCC®4356™) y el tiempo (24 o0 48 horas).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se emple6 el programa Stata para Mac OS en su version 16.0
(Stata Corporation, College Station, Texas, EE. UU).
La normalidad y la homocedasticidad de la variable dependiente se verificé con la prueba
de Shapiro-Wilk y Bartlett, respectivamente. Al no comprobarse ambos supuestos, se
eligieron pruebas no paramétricas. Para identificar las diferencias de los valores de halos
de inhibicion entre los grupos segun los extractos, cepas y concentraciones se aplico la

prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post hoc de Dunn, con ajuste de
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Bonferroni. Para la comparacion entre los valores obtenidos a las 24 y 48 horas se aplico
la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Se adopt6 un nivel de significacion de 5 %

para todas las pruebas.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados promedios del diametro de los halos de inhibicion
generados por los extractos acuoso y alcohdlico de E. coca a distintas concentraciones
sobre cultivos de S. mutans y L. acidophilus.

Los valores mas altos de halos de inhibicién fueron observados con el control positivo
clorhexidina al 0,12 %. En el caso de la inhibicién de los extractos se observé que a una
mayor concentracion, hubo un mayor efecto sobre la inhibicion del crecimiento de las
cepas estudiadas. La prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos, cuando se compararon
las concentraciones de los extractos frente a las bacterias evaluadas (p< 0,05).

Cuando se comparé el efecto de cada una de las concentraciones seguln el tipo de extracto
sobre las cepas, se observo que en el caso de la concentracion de 75 mg/mL del extracto
acuoso sobre S. mutans fue similar al obtenido con el extracto alcoholico sobre L.
acidophilus (p> 0,05). El efecto de la concentracion de 50 mg/mL del extracto acuoso fue
semejante al extracto alcohdlico sobre S. mutans; el mismo patron se observo para L.
acidophilus (p>0,05). Por otro lado, la concentracion de 25 mg/mL del extracto

alcohdlico fue mas efectiva sobre S. mutans, al compararla con los otros grupos (p< 0,05).

Tabla 1 — Halos de inhibicién generados por las diferentes concentraciones de los extractos

frente a S. mutans y L. acidophilus

Halo de inhibicion (mm)
Concentraciones Extracto acuoso Extracto alcohdlico
S. mutans L. acidophilus S. mutans L. acidophilus
Media + DE” Media + DE” Media + DE” Media + DE”
75 mg/mL 24,19 + 0,76 22,52 + 1,565%8 24,84 + 0,817 24,03 +1,90%
50 mg/mL 21,88 + 1,26 20,34 +0,990B 21,87 +1,23% 20,27 +1,47°8
25 mg/mL 18,09 + 0,934 17,60 * 1,254 21,44 + 0,908 17,80 + 1,284
Control 27,76 +1,18% 26,30 + 1,944 28,87 + 1,459 27,20 + 11,7398

*Prueba de Kruskal Wallis, seguida de prueba post hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni (p< 0,05). Letras minusculas diferentes en
superindice en las columnas expresan diferencias significativas. Letras mayusculas entre las filas expresan diferencias significativas.

DE: desviacion estandar.
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La comparacion del efecto inhibitorio del crecimiento de S. mutans de los extractos a las
24 y 48 horas se reportan en la tabla 2. Los resultados mostraron que en el caso del
extracto acuoso no se observaron diferencias significativas para ninguna de las
concentraciones evaluadas a las 24 y 48 horas (p>0,05). En el caso del extracto
alcohdlico solo se observaron diferencias entre la media de los halos de inhibicién a las
24 y 48 horas para la concentracion de 50 mg/mL (p< 0,05).

Tabla 2 —Halos de inhibicién a las 24 y 48 horas, generados por las diferentes concentraciones

de los extractos frente a S. mutans

Halo de inhibicion (mm) sobre S. mutans
Concentraciones Extracto acuoso Extracto alcohdlico
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Media + DE” Media + DE” Media + DE” Media + DE*
75 mg/mL 24,36 + 0,667 24,01 +0,83? 24,80 + 0,832 24,89 + 0,817
50 mg/mL 21,96 £1,402 21,81 £1,142 22,65 + 0,952 21,10 +0,98°
25 mg/mL 18,35 £ 0,892 17,84 £ 0,922 21,36 + 0,862 21,50 = 0,96°
Control 27,75 + 1,242 27,77 £ 1,162 28,60 + 1,592 29,15 +1,272

*Prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Letras mindsculas diferentes en superindice en las filas expresan diferencias

significativas para la comparacion entre las 24 y 48 horas para los extractos. DE: desviacion estandar.

En el caso de L. acidophilus, se observaron diferencias significativas al comparar el efecto
inhibitorio del extracto acuoso a concentraciones de 75 mg/mL y 50 mg/mL, a las 24 y
48 horas (p< 0,05). Para el extracto alcohdlico las diferencias fueron significativas para
las concentraciones de 50 mg/mL y 25 mg/mL (p< 0,05) (tabla 3).

Tabla 3 — Halos de inhibicion a las 24 y 48 horas, generados por las diferentes concentraciones
de los extractos frente a L. acidophilus.

Halo de inhibicion (mm) sobre L. acidophilus
Concentraciones Extracto acuoso Extracto alcohdlico
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Media + DE” Media + DE” Media + DE” Media + DE”
75 mg/mL 23,54 £1,262 21,50 +1,08° 24,33 +£0,782 23,74 £1,972
50 mg/mL 20,92 £1,012 19,77 +£0,54° 21,48 £ 0,842 19,06 +0,78°
25 mg/mL 17,81 £1,312 17,39 £1,182 18,30 £1,312 17,30 +1,07°
Control 25,39 £1,902 27,21 +1,54° 27,34 £ 1,742 27,06 £1,752

*Prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Letras minGsculas diferentes en superindice en las filas expresan diferencias

significativas para la comparacion entre las 24 y 48 horas para los extractos. DE: desviacion estandar.
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DISCUSION

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes en el mundo, su ocurrencia
tiene consecuencias funcionales, psicoldgicas y sociales nefastas en la poblacién. Se ha
establecido, que Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus participan de manera
activa en el inicio y progresion de la lesion de caries. En los Gltimos afios, existe mayor
interés en desarrollar nuevas alternativas de tratamientos derivados de productos
naturales. Al respecto, Erythroxylum coca (coca) es una planta considerada medicinal
debido a la gran cantidad de compuestos bioactivos que presenta y que diversas
investigaciones han corroborado su potencial terapéutico.

Las hojas de coca contienen grandes cantidades de alcaloides y tropanos; el contenido
total de estos compuestos difiere seguin su variedad y clima. A ese respecto, los estudios
reportan que los niveles mas altos del alcaloide de cocaina se obtienen de la especie E.
coca novogranatense, entre 0,72 % y 0,77 %, diferente de las variedades Ipadu y
boliviana, con valores entre 0,11 % y 0,63 % respectivamente.!? También contienen
mayor cantidad de otros alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos, a diferencia de E. coca
Lam.213) Investigaciones precedentes’20212627) coinciden con lo determinado en el
tamizaje fitoquimico cuantitativo de la presente investigacion, en la cual se obtuvo que el
extracto acuoso de E. coca contenia 51,5 mg/mL de alcaloides, 124,3 mg/mL de
flavonoides, 94 900 g de &cido galico/ mL de fenoles totales y 0,0031 mg/mL de taninos.
Respecto al extracto alcoholico de E. coca, este contenia 72,5 mg/mL de alcaloides,
245,9 mg/mL de flavonoides, 152 584 ug de acido galico/ mL de fenoles totales y 0,0041
mg/mL de taninos. Estos Gltimos compuestos son considerados importantes debido a que
se les considera responsables del potencial antibacteriano de diversas plantas, incluidas
E. coca novogranatense var. Truxillense, a los que se les puede relacionar sus propiedades
antibacterianas.

Loyola D y otros,*” reportan el efecto antibacteriano del extracto etanélico de E. coca
Lam en las concentraciones de 50 % y 75 % sobre S. mutans, formando halos de
inhibicién a las 24 horas de 10,1 £ 0,7 mm y 11,2 + 0,7 mm, respectivamente; el efecto
se incrementa a las 48 horas, con halos inhibitorios de 10,5 + 0,6 mmy 11,3+ 0,7 mmen
cada concentracion. Estos resultados son semejantes a los obtenidos en la presente
investigacion y los comunicados por Salcedo,®® en el cual las concentraciones de 50 %
y 100 % de E. coca novogranatense var. Truxillense y E. coca var. Coca, presentaron

mayor efecto antibacteriano frente a S. mutans. Lo antes mencionado, tiene consistencia
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debido a que, teéricamente se ha establecido que a mayor cantidad de principios activos,
mayor efecto antibacteriano.

Se ha mencionado que la técnica de extraccion y el solvente seleccionado, para la
obtencion de los metabolitos primarios y secundarios, en plantas medicinales, son
importantes en la evaluacion del efecto terapéutico de un producto vegetal, pues influirian
en la captacion de la mayor o menor cantidad de los compuestos bioactivos que puede
corroborarse mediante el tamizaje fitoquimico cuantitativo. Alvarado y otros,?"
identificaron la actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico de E. coca
novogranatense var Truxillense frente a S. mutans y L. acidophilus, en concentraciones
de 25 pg/mL y 50 pg/mL. La inhibicion reportada sobre S. mutans fue de 8,8 mmy 10,4
mm para ambas concentraciones respectivamente y para L. acidophilus la inhibicién fue
de 9,8 mm y 10 mm, respectivamente. Estos resultados difieren de los reportados en el
presente estudio y podrian deberse al tipo de extracto utilizado (acuoso y alcohdlico) y
las caracteristicas boténicas del vegetal.

Luna-Vilchez y otros,®® evaluaron el potencial antimicrobiano de los extractos; acuoso,
acido y alcohdlico de E. coca var coca. Determinaron que solo el extracto alcohdlico
mostré efectividad antifungica, pero todos los extractos disminuyeron la velocidad de
crecimiento de los hongos estudiados. Al respecto, en la presente investigacion se
encontr6 que el extracto alcohdlico presenté mayor efecto antibacteriano, en comparacion
con el extracto acuoso frente a ambas bacterias. Esto se fundamenta en que se ha
comunicado que los solventes organicos permiten mejor recuperacién de compuestos
bioactivos presentes en materiales vegetales secos.

A pesar de los resultados prometedores de esta investigacion, es importante precisar que
al ser un estudio experimental se requieren mas investigaciones, para considerar el uso
seguro de los extractos de coca por la poblacion de manera directa o incorporada en
productos orales dentro de los protocolos de terapia cariogenica.

Existen diferencias en el efecto antibacteriano del extracto acuoso y el extracto alcoholico
de hojas de Erythroxylum coca (coca) frente a Streptococcus mutans ATCC®35668™ y
Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™.
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RESUMEN

Introduccion: La hoja de Erythroxylum coca, se utiliza tradicionalmente en diversos
paises por sus bondades farmacoldgicas.

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso y alcohdlico de hojas de
Erythroxylum coca “coca” frente a Streptococcus mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus
acidophilus ATCC®4356™.

Métodos: Estudio experimental in vitro y longitudinal. Se obtuvo el extracto acuoso y
alcohdlico de E. coca. La muestra estuvo conformada por 20 placas petri para cada
concentracion y extracto evaluado. La media de los diametros de los halos de inhibicion
se expresaron en milimetros y se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis y el
analisis post hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni. La comparacion de los efectos entre
las 24 y 48 horas se realizd mediante el test Wilcoxon con un nivel de significancia del 5
%.

Resultados: La concentracion alcohdlica de 25 mg/mL fue mas efectiva sobre S. mutans,

al compararla con los otros grupos (p<0,05). En el extracto alcoholico se observd
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diferencias con la concentracion de 50 mg/mL a las 24 y 48 horas frente a S. mutans
(p<0,05). Se observaron diferencias significativas al comparar el efecto inhibitorio del
extracto acuoso de 75 mg/mL y 50 mg/mL a las 24 y 48 horas frente a L. acidophilus
(p<0,05) y para el extracto alcoholico las diferencias fueron estadisticamente
significativas con las concentraciones de 50 mg/mL y 25 mg/mL (p<0,05).

Conclusién: Existen diferencias en el efecto antibacteriano del extracto acuoso y
alcohdlico de las hojas de E. coca frente a S. mutans y L. acidophilus.

Palabras clave: antibacterianos; coca; Streptococcus mutans; Lactobacillus

acidophillus.

ABSTRACT

Introduction: The Erythroxylum coca leaf is traditionally used in various countries for
its pharmacological benefits.

Objective: To compare the antibacterial effect of the aqueous and alcoholic extract of
Erythroxylum coca “coca” leaves against Streptococcus mutans ATCC®35668™ and
Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™,

Methods: Experimental in vitro and longitudinal study. The aqueous and alcoholic
extract of E. coca was obtained. The sample consisted of 20 petri dishes for each
concentration and extract evaluated. The mean diameters of the inhibition halos were
expressed in millimeters and analyzed using the Kruskal-Wallis test and Dunn's post hoc
analysis with Bonferroni adjustment. The comparison of the effects between 24 and 48
hours was carried out using the Wilcoxon test with a significance level of 5%.

Results: The alcoholic concentration of 25 mg/mL was more effective on S. mutans,
when compared to the other groups (p<0,05). In the alcoholic extract, differences were
observed with the concentration of 50 mg/mL at 24 and 48 hours against S. mutans
(p<0,05). Significant differences were observed when comparing the inhibitory effect of
the aqueous extract of 75 mg/mL and 50 mg/mL at 24 and 48 hours against L. acidophilus
(p<0,05) and for the alcoholic extract the differences were statistically significant with
concentrations of 50 mg/mL and 25 mg/mL (p<0,05).

Conclusion: There are differences in the antibacterial effect of the aqueous and alcoholic
extract of E. coca leaves against S. mutans and L. acidophilus.

Keywords: anti-bacterial agents; coca; Streptococcus mutans; Lactobacillus acidophilus.
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INTRODUCCION
La caries dental es considerada la patologia bucal més prevalente en el mundo. Segun
datos globales actuales, aproximadamente 2400 millones de personas adultas y entre el
60 — 90% de los escolares padecen esta enfermedad.®? Estos datos resaltan la relevancia
de tomar acciones conjuntas y urgentes entre la comunidad cientifica y los integrantes del
sistema de salud, no solo orientadas al control de la afeccion sino a promover practicas
preventivas que a mediano y largo plazo disminuyan su alta prevalencia.
La microbiota bucal alberga diversos generos bacterianos en equilibrio, como los
Streptococcus con sus diversas especies entre las que destacan S. mutans, S. sanguis, S.
salivarius, S. sobrinus, S. milleri, entre otros; también encontramos representantes de los
géneros; Lactobacillus, Actinomyces y Bifidobacterium, en concomitancia con los
Estreptococos, como los responsables de las lesiones cariosas en las superficies dentarias
al propiciar disbiosis en el ecosistema oral.®4
El S. mutans tiene mayor capacidad de formar biopeliculas a diferencia de otros
Streptococcus; ademas, se sabe que junto al Lactobacillus acidophilus y por su
metabolismo fermentativo de los carbohidratos provenientes de la dieta, son altos
productores de acido lactico lo que ocasiona la disminucion del pH salival.®® Estudios
previos han reportado la presencia de L. acidophilus a nivel superficial y profunda de
lesiones de caries; favorecido principalmente por un polisacarido extracelular producido
por Streptococcus para formar placa bacteriana.(”) Esta problematica, ha incrementado el
interés actual en la bisqueda de nuevas alternativas de tratamientos derivados de
productos naturales.
Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecen que
aproximadamente el 80% de la poblacién mundial utiliza la medicina tradicional y/o la
medicina complementaria para dar solucion a sus principales problemas de salud. El
estudio de derivados vegetales para usos curativos se le conoce como medicina
herbolaria, siendo estudiada para conocer nuevos efectos terapéuticos, mas eficaces y
con menor costo.®%19) De hecho, la hoja de Erythroxylum coca "coca" es una de los
recursos que se vienen estudiando para conocer sus diversos recursos fitogenéticos y
farmacoldgicos.
E. coca, es una planta utilizada en el Peru desde tiempos remotos. En su composicion se
han identificado metabolitos primarios tipo lipidos, proteinas, carbohidratos y
secundarios principalmente alcaloides, flavonoides y taninos. Se ha establecido que la

cantidad de alcaloides dependera de la variedad de E. coca; siendo el alcaloide més
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estudiado la cocaina.*?'® Respecto al potencial antibacteriano de la planta un estudio
precedente ha demostrado que el 5,7-trihidroxi-flavona es el flavonoide més eficaz al
inhibir la enzima glucosiltransferasa, determinante en la composicién de glucano para la
formacion de placa bacteriana a nivel oral.4

La utilizacion de los productos de E. coca por la poblacién es principalmente empirica
desde hace muchos afios mediante masticacion de las hojas, aposito e infusiones. El
potencial farmacologico de este vegetal radica en su capacidad analgésica, antibacteriana,
antiinflamatoria y anestésica.1>® Al respecto, Loyola et al,*” evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Erythroxylum coca Lam y Schinus molle L, a
concentraciones de 50% y 75% frente a S. mutans ATCC 25175, estableciendo que en
ambos extractos la concentraciébn mas alta tuvo mayor eficacia antibacteriana; sin
embargo, dicho efecto no super6 al de la Clorhexidina utilizado como control.

A pesar del auge de investigaciones en la busqueda de nuevos fitoterapéuticos, aun existe
un vacio del conocimiento respecto al potencial antimicrobiano de la hoja de E. coca
“coca” sobre microorganismos de interés estomatoldgico. Siendo la caries dental unas de
las enfermedades mas prevalentes a nivel mundial, que afecta a todos los grupos etareos
sin distincion de ninguna indole, existe la necesidad de buscar nuevas alternativas
terapéuticas a base de derivados naturales de menor costo, sin efectos colaterales y de
facil acceso para las poblaciones mas necesitadas. En ese sentido, la presente
investigacion tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso
y alcohdlico de hojas secas de E. coca “coca” frente a S. mutans ATCC®35668™ y L.
acidophilus ATCC®4356™.

METODOS
Se realiz6 un estudio de enfoque cuantitativo, experimental in vitro, longitudinal y
prospectivo. La investigacion fue evaluada por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion (CIEI) de la Universidad Cientifica del Sur (Codigo de registro: 695-2020-
POS8). La poblacién, estuvo constituida por placas petri sembradas con cepas
estandarizadas de S. mutans ATCC®35668™ y L. acidophilus ATCC®4356™. Para la
muestra se tom6 como referencia investigaciones previas, y estuvo conformada por 20
placas petri por cada concentracion y tipo de extracto, haciendo un total de 160 unidades

experimentales. 819
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Recoleccion de las hojas e identificacion de la planta E. coca “coca”

Las hojas de coca para la obtencion de los extractos acuoso, alcohélico y su identificacion
taxonodmica fueron proporcionadas por la Empresa Nacional de la Coca (ENACO S.A)
sede Trujillo. Sin embargo, la caracterizacion taxondmica fue corroborada en el
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT) con cédigo
de registro N°60841.

Obtencion y tamizaje fitoquimico de los extractos etandlico y acuoso de E. coca
“coca”

La obtencion de los extractos y su tamizaje fitoquimico fue realizado en el Centro de
Control Analitico (CCA) de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). El extracto acuoso de hoja de coca se obtuvo
mediante el método de ebullicion en agua destilada y el extracto etandlico por el método
de maceracion en solvente organico. El tamizaje fitoquimico cuantitativo se realizd por
espectrofotometria UV-VIS para fenoles, taninos y flavonoides. EIl analisis vy
cuantificacion de alcaloides totales se obtuvo por el método volumétrico. A partir de los
extractos acuoso y etanolico secos obtenidos mediante bomba de vacio Vacuubrand®
modelo ME 4RNT se prepararon las concentraciones de 25mg/mL, 50mg/mL y 75mg/mL
al momento de la experimentacion.

Reactivacion y estandarizacion de las cepas de S. mutans ATCC®35668™ y L.
acidophilus ATCC®4356™

Los cultivos bacterianos evaluados correspondieron a cepas ATCC certificadas obtenidas
de la empresa Genlab S.A.C. en estado liofilizado. Fueron reactivadas 24 horas antes de
la experimentacion en caldo Mueller Hinton (Liofilchem®) y cultivadas en condiciones
de aerobiosis a 36,5 °C en incubadora microbioldgica ShelLab®.202.22) | g
estandarizacion del inéculo de ambas bacterias se realiz6 por turbidimetria en
Espectrofotometro Thermo Scientific® Genesys 150 y fue equivalente a 1,5x108
UFC/mL.@®

Evaluacion del efecto antibacteriano

El efecto antibacteriano de los extractos fue determinado por el método estandarizado de
difusion en disco segun el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Para el
caso de L. acidophilus ATCC®4356™ la evaluacion se realiz en Agar Mueller Hinton
(Merck®) mientras que para S. mutans ATCC®35668™ se efectud en Agar Mitis Salivarius
(Liofilchem®). Se utiliz6 como control positivo para ambos microoganismos a Gluconato

de Clorhexidina al 0,12%.?°212223) |_as condiciones microbiol6gicas fueron; incubacion
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en aerobiosis a 36,5 °C durante 24 — 48 horas en incubadora microbioldgica ShelLab®.
Los resultados obtenidos fueron reportados como diametros de las zonas (halos) de
inhibicion en milimetros (mm) medidos con un vernier mecanico marca Kamasa®.
Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico se emple6 el programa Stata para Mac OS en su version 16.0
(Stata Corporation, College Station, Texas, EE.UU). La normalidad y la
homocedasticidad de los datos se verificd con la prueba de Shapiro-Wilk y Bartlett,
respectivamente. Al no comprobarse los supuestos, se eligieron pruebas no paramétricas.
Para identificar las diferencias de los valores de halos de inhibicidn entre los grupos segun
los extractos, cepas y concentraciones se aplico la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de
la prueba post hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni. Para la comparacién entre los
valores obtenidos a las 24 y 48 horas se aplicé la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

Se adoptd un nivel de significancia de 5 % para todas las pruebas.

RESULTADOS
En la Tabla 1 se muestra los resultados promedios del diametro de los halos de inhibicion
generados por los extractos acuoso y alcoholico de E. coca a distintas concentraciones
sobre cultivos de S. mutans y L. acidophilus. Los valores mas altos de halos de inhibicion
fueron observados con el control positivo clorhexidina al 0,12%. En el caso de la
inhibicidn de los extractos se observo gue a una mayor concentracion, hubo un mayor
efecto sobre la inhibicion del crecimiento de las cepas estudiadas. La prueba de Kruskal-
Wallis seguida de la prueba de Dunn mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos cuando se compararon las concentraciones de los
extractos frente a las bacterias evaluadas (p<0,05). Cuando se compar6 el efecto de cada
una de las concentraciones segun el tipo de extracto sobre las cepas, se observé que en el
caso de la concentracion de 75 mg/mL del extracto acuoso sobre S. mutans fue similar al
obtenido con el extracto alcoholico sobre L. acidophilus (p>0,05). El efecto de la
concentracion de 50 mg/mL del extracto acuoso fue semejante al extracto alcohdlico
sobre S. mutans; el mismo patron se observé para L. acidophilus (p>0,05). Por otro lado,
la concentracion de 25 mg/mL del extracto alcoholico fue mas efectiva sobre S. mutans,

al compararla con los otros grupos (p<0,05).
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Tabla 1 — Halos de inhibicién generados por las diferentes concentraciones de los

extractos frente a S. mutans y L. acidophilus.

Concentraciones

Halo de inhibicién (mm)

Extracto acuoso

Extracto alcohdlico

S. mutans L. acidophilus S. mutans L. acidophilus

Media+ DE° Media+ DE" Media+ DE°  Media+ DE”

75mg/mL 24,19 +£0,76~ 2252+ 155% 2484 +0,81c 24,03+1,90~
50mg/mL 21,88 + 1,264 20,34 £0,99~e 21,87 £1,23» 20,27 + 1,47
25mg/mL 18,09+ 0,93~ 17,60+ 1,25%~ 21,44+0,90® 17,80 + 1,28~
Control 27,76 £ 1,18 26,30 + 1,94 28,87 £ 1,45 27,20 + 1,73e

* Prueba de Kruskal Wallis, seguida de prueba post hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni (P<0,05). Letras
minGsculas diferentes en superindice en las columnas expresan diferencias significativas. Letras

mayusculas entre la filas expresan diferencias significativas. DE: desviacién estandar.

La comparacion del efecto inhibitorio del crecimiento de S. mutans de los extractos a las
24 y 48 horas se reportan en la Tabla 2. Los resultados mostraron que en el caso del
extracto acuoso no se obsevaron diferencias significativas para ninguna de las
concentraciones evaluadas a las 24 y 48 horas (p>0,05). En el caso del extracto alcohélico
solo se observo diferencias entre la media de los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas

para la concentracion de 50 mg/mL (p<0,05).

Tabla 2 — Halos de inhibicion a las 24 y 48 horas generados por las diferentes

concentraciones de los extractos frente a S. mutans.

Halo de inhibicién (mm) sobre S. mutans
Extracto acuoso Extracto alcohdlico

Concentraciones

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Media + DE* Media + DE* Media + DE* Media + DE”
75 mg/mL 24,36 + 0,66* 24,01 +0,83% 24,80 +0,83* 24,89 +0,81%
50 mg/mL 21,96 + 1,40° 21,81 +1,14% 22,65+ 0,95% 21,10 + 0,98°
25 mg/mL 18,35+ 0,898 17,84 +0,92% 21,36 +0,86 21,50 +0,96%
Control 27,75+ 1,24% 27,77 +1,16% 28,60+ 1,59% 2915+ 1,272

* Prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Letras minusculas diferentes en superindice en las filas
expresan diferencias significativas para la comparacion entre las 24 y 48 horas para los extractos. DE:

desviacién estandar.

En el caso de L. acidophilus, se observaron diferencias significativas al comparar el efecto
inhibitorio del extracto acuoso a concentraciones de 75 mg/mL y 50 mg/mL a las 24 y 48
horas (p<0,05). Para el extracto alcohdlico las diferencias fueron significativas para las

concentraciones de 50 mg/mL y 25 mg/mL (p<0,05) (Tabla 3).
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Tabla 3 — Halos de inhibicion a las 24 y 48 horas generados por las diferentes

concentraciones de los extractos frente a L. acidophilus.

Halo de inhibicién (mm) sobre L. acidophilus
Extracto acuoso Extracto alcohdlico

Concentraciones

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Media+ DE®  Media+ DE® Media+DE" Media+ DE"
75 mg/mL 23,54 + 1,262 2150+1,08° 24,33+0,78% 23,74+ 1,972
50 mg/mL 20,92 + 1,012 19,77 +0,54> 21,48+0,84% 19,06 +0,78°
25 mg/mL 17,81 + 1,312 17,39+ 1,18 18,30+ 1,31* 17,30+ 1,07°
Control 25,39 + 1,902 27,21 +154> 2734+1,74% 27,06+ 1,75

* Prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Letras minUsculas diferentes en superindice en las filas
expresan diferencias significativas para la comparacion entre las 24 y 48 horas para los extractos. DE:

desviacién estandar.

DISCUSION

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes en el mundo, su ocurrencia
tiene consecuencias funcionales, psicoldgicas y sociales nefastas en la poblacion. Se ha
establecido, que Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus participan de manera
activa en el inicio y progresion de la lesion de caries. En los ultimos afios, existe mayor
interés en desarrollar nuevas alternativas de tratamientos derivados de productos
naturales. Al respecto, Erythroxylum coca “coca” es una planta considerada medicinal
debido a la gran cantidad de compuestos bioactivos que presenta y que diversas
investigaciones han corroborado su potencial terapéutico.

Las hojas de coca contienen grandes cantidades de alcaloides y tropanos, el contenido
total de estos compuestos difiere segun su variedad y clima. A ese respecto, los estudios
reportan que los niveles mas altos del alcaloide de cocaina se obtienen de la especie E.
coca novogranatense entre 0,72% y 0,77%, presentando diferencias con las variedades
Ipadu y boliviana con valores entre 0,11% y 0,63% respectivamente.® Que también
contienen mayor cantidad de otros alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos a diferencia
de E. coca Lam.*213) Investigaciones precedentes coinciden con lo determinado en el
tamizaje fitoquimico cuantitativo de la presente investigacion donde se obtuvo que el
extracto acuoso de E. coca contenia 51,5 mg/mL de alcaloides, 124,3 mg/mL de
flavonoides, 94900 ug acido galico/mL de fenoles totales y 0,0031 mg/mL de taninos;
ahora bien, respecto al extracto alcohdlico de E. coca, este contenia 72,5 mg/mL de
alcaloides, 245,9 mg/mL de flavonoides, 152584 g &cido galico/mL de fenoles totales y

0,0041 mg/mL de taninos. Estos ultimos compuestos son considerados importantes
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debido a que se les considera responsables del potencial antibacteriano de diversas plantas
incluidas E. coca novogranatense var. Truxillense, a los que se les puede relacionar sus
propiedades antibacterianas. (718192425

Loyola y otros,*”) reportaron el efecto antibacteriano del extracto etandlico de E. coca
Lam en las concentraciones de 50 % y 75 % sobre S. mutans, formando halos de
inhibicion a las 24 horas de 10,1 + 0,7 mm y 11,2 + 0,7, respectivamente;
incrementandose el efecto a las 48 horas con halos inhibitorios de 10,5 + 0,6 mmy 11,3
+ 0,7 mm en cada concentracion. Estos resultados son semejantes a los obtenidos en la
presente investigacion y los comunicados por Salcedo,®® donde las concentraciones de
50% y 100% de E. coca novogranatense var. Truxillense y E. coca var. Coca, presentaron
mayor efecto antibacteriano frente a S. mutans. Lo antes mencionado, tiene consistencia
debido a que, teéricamente se ha establecido que a mayor cantidad de principios activos,
mayor efecto antibacteriano.

Se ha mencionado, que la técnica de extraccion y el solvente seleccionado para la
obtencion de los metabolitos primarios y secundarios en plantas medicinales son
importantes en la evaluacion del efecto terapéutico de un producto vegetal, pues influirian
en la captacion de la mayor o menor cantidad de los compuestos bioactivos que puede
corroborarse mediante el tamizaje fitoquimico cuantitativo. Alvarado y otros,?®
identificaron la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohodlico de E. coca
novogranatense var Truxillense frente a S. mutans y L. acidophilus en concentraciones
de 25 pg/mL y 50 pg/mL. La inhibicion reportada sobre S. mutans fue de 8,8 mmy 10,4
mm para ambas concentraciones respectivamente y para L. acidophilus la inhibicién fue
de 9,8 mm y 10 mm, respectivamente. Estos resultados difieren de los reportados en el
presente estudio, y podrian deberse al tipo de extracto utilizado (acuoso y alcohélico) y
las caracteristicas botanicas del vegetal.

Luna-Vilchez y otros,®® evaluaron el potencial antimicrobiano de los extractos; acuoso,
acido y alcohdlico de E. coca var coca. Determinaron que solo el extracto alcohdlico
mostrd efectividad antifingica pero todos los extractos disminuyeron la velocidad de
crecimiento de los hongos estudiados. Al respecto, en la presente investigacion se
encontrd que el extracto alcoholico presentd mayor efecto antibacteriano en comparacion
con el extracto acuoso frente a ambas bacterias. Esto se fundamentaria en que se ha
comunicado que los solventes organicos permiten una mejor recuperacion de compuestos

bioactivos presentes en materiales vegetales secos.
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A pesar de los resultados prometedores de esta investigacion, es importante precisar que
al ser un estudio experimental se requieren mas investigaciones para considerar el uso
seguro de los extractos de coca por la poblacion de manera directa o incorporada en
productos orales dentro de los protocolos de terapia cariogénica.

En base a lo experimentado se concluye que existen diferencias en el efecto antibacteriano
del extracto acuoso Yy el extracto alcohdlico de hojas de Erythroxylum coca “coca” frente
a Streptococcus mutans ATCC®35668™y Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™.
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Pusde consuitar la Gitirma version del Editor que contiene las
recomendaciones

Respetuosamente,

Or. € Carlos Rafael Quevedo Fonseca

Universidad de Gencias Médicas de kas Fuerzas Armadas Revolucionanas. La
Habana

Telefona 72743863

quevedo@infomed sid.cu

Revista Cubana de Medicing Matar

Efecto antibacteriano de dos extractos de Erythroxylum coca frente a
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus

o Dr. C Carlos R. Queveda Fonseca h & K
Para. Lic, Elvia lsabel Vizquez Veldzquez <editormil3@infomed sid cu> ) 26/06/ 20

Estmada Editora

Consideramos oportunos fos sefialamientos; en tal sentido, los cambios han
sido realizados

Respetuosamente,

8ryan Cossio-Alva

Revista Cubana de Mediana Militar
hite//wwwrevmedmilitarsid cu/index. php/mil
revistamil@infomed sid cu

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

12. Abreviaturas

ATCC American Type Culture Collection

OMS  Organizacién Mundial de la Salud

CIEI Comité Institucional de Etica en Investigacion
ENACO Empresa Nacional de la Coca

HUT Herbarium Truxillense

UNT Universidad Nacional de Trujillo

CCA Centro de Control Analitico

UNMSM Universidad Nacional Mayor de San Marcos
UV-VIS Ultravioleta Visible

SAC Sociedad Andonima Cerrada

UFC Unidades Formadoras de Colonias

CLsSlI Clinical and Laboratory Standart Institute
MAC OS Sistema Operativo de Macintosh

VAR Variedad
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13. ANEXOS
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ANEXO 1
CARTA DE ACEPTACION

REVISTA CUBANA DE MEDICINA MILITAR
[RCMM] Solicitud de revision de correccion de originales

° Dr. C Carlos R. Quevedo Fonseca

Para: Bryan Alexis Cossio Alva

Cirujano Dentista Bryan Alexis Cossio Alva:

Su envio "Efecto antibacteriano de dos extractos de Erythroxylum coca
frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus” para Revista
Cubana de Medicina Militar ha sido aprobado para publicar y supero el
primer paso de la correccion de originales. Esta disponible para su
revision siguiendo estos pasos:

1 Hana clic en la LIR] del envia ale anarece ahain
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ANEXO 2
CARTA DE REGISTRO DE APROBACION ACADEMICA

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

FORMATO DE DEFENSA DE PROYECTO DE TESIS O REVISION ACADEMICA
PARA ARTICULO ORIGINAL O REVISION SISTEMATICA

Lima 23 de febrero del 2021 N2 de Registro : 695-2020-POS8

Titulo: “COMPARACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ACUOSO Y ALCOHOLICO DE HOJAS SECAS DE
Erythroxylum coca “COCA” FRENTE A Streptococcus mutans ATCC*35668™ Y Lactobacillus acidophilus ATCC*4356™”

Alumno/a: Bryan Alexis Cossio Alva

Presentay estd | Presentay esta

Secciones del Protocolo: ) No Presenta Observaciones
correcto incorrecto
1. Caréatula.
X
2. Pregunta de investigacion. X
3. Introduccioén. X
4. Justificacion. "

5. Objetivos e hipétesis de la
investigacioén (Si aplica). X
6. Materiales y métodos*

7. Limitaciones del estudio. z
8. Cronograma de trabajo. %
9. Presupuesto. X
10. Referencias bibliograficas. X
11.Anexos. X

*Para el proyecto de tesis con formato revision sistematica, la metodologia debera seguir las
pautas de “The Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions
(http://www.cochrane-handbook.org).

Sugerencias:

Observaciones:
a) Aprobado con pase | ¢) Aprobado y Requiere
s 3 g 3 b) Desaprobado
Informe concluye: a Comité de Etica solucionar observaciones
X
i
y =01/ ’
",""""/'""’/' 7 el
Presidente (insertar firma digital) Miembro (insertar firma digital)
NOMBRES Y APELLIDOS: ORTIZ CULCA FERNANDO ALFONSO NoMBAEs v ApeLLDOS: TERESA ANGELICA EVARISTO CHIYONG
DNI. 07747839 DNI. 09638747
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ANEXO 3
DOCUMENTO DE APROBACION DE CIEI

UNIVERSIDAD

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICAEN C I E N T I FICA

INVESTIGACION

CONSTANCIA N° 166-CIEI-CIENTIFICA-2021

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Cientifica del Sur (CIEI-CIENTIFICA) da constancia que el proyecto de investigacion,
cuyos datos se registran a continuacién, ha sido aprobado por el CIEI-CIENTIFICA.

Cadigo de registro: 695-2020-POS8

Titulo: Comparacion del efecto antibacteriano del extracto
acuoso y alcohélico de hojas secas de Erythroxylum
coca “Coca” frente a Streptococcus mutans
ATCC®35668™ y Lactobacillus acidophilus
ATCC®4356™.

Investigador(a): Bryan Alexis Cossio Alva

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa internacional vigente. Adicionalmente, en
el contexto de la pandemia de enfermedad por COVID-19, le recomendamos cumplir
con las normas publicadas por el estado peruano (accesos, medidas de bioseguridad,
etc.) y tener los permisos de las instituciones en las que realizara el estudio antes de
ejecutarlo.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor si es que el proyecto de investigacion
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afadido, eliminacion
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacion debe ser
reportado al CIEI-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacién de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
11 de noviembre del 2022), periodo en el que puede desarrollarse el proyecto.
Cualquier tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la
vigencia de este documento, debiendo suspenderse todo desarrollo hasta que la
renovacion sea aprobada.

Villa El Salvador, 12 de mayo de 2021

Mg. Fulton Paul Rivera Albinagorta
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion
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ANEXO 4
RESOLUCION DE APROBACION DEL PROYECTO DE TESIS

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

RESOLUCION DIRECTORAL DE ACEPTACION DEL PROYECTO DE TESIS
Y NOMBRAMIENTO DEL ASESOR

RESOLUCION DIRECTORAL DE LA CARRERA DE ESTOMATOLOGIA
N° 015-DACE-DAFCS-U. CIENTIFICA-2021

Lima, 26 de mayo del 2021

VISTO:

El informe técnico del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Cientifica del Sur con cédigo N° 695-2020-POSS8, se aprueba el proyecto de Tesis
Titulado: “Comparacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso y alcohélico
de hojas secas de Erythroxylum coca “Coca™ frente a Streptococcus mutans
ATCC®35668™ y Lactobacillus acidophilus ATCC®4356™” presentado por
BRYAN ALEXIS COSSIO ALVA.

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Reglamento General de la Universidad Cientifica del Sur y los reglamentos
de pre/posgrado para obtener el Grado Académico de MAESTRO EN ESTOMATOLOGIA en
la Carrera de Estomatologia de la Universidad Cientifica del Sur, se debe desarrollar un trabajo
de investigacion.

Que, de acuerdo con la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las
atribuciones conferidas al Director Académico de Carrera.

SE RESUELVE:

ART. 1°: APROBAR E INSCRIBIR ¢l Proyecto de Tesis titulado: “Comparacion del efecto
antibacteriano del extracto acuoso y alcohélico de hojas secas de Erythroxylum coca
“Coca” frente a Streptococcus mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus acidophilus
ATCC®4356™” de el/la Bach. BRYAN ALEXIS COSSIO ALVA, con registro: N° 695-
2020-POS8 y establecer el inicio de periodo de ejecucién del mencionado proyecto, 12 de mayo
de 2021.

ART. 2°: NOMBRAR Asesor/a del trabajo de tesis sefialado, a al/la Mg. ELIBERTO RUIZ
RAMIREZ.

Registrese, comuniquese y archivese.

Mg. Claudio Peiia Soto
Director Académico de la Carrera de Estomatologia\®,
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ANEXO 5
DOCUMENTOS USADOS EN LA INVESTIGACION

CERTIFICADO CEPA S. MUTANS ATCC®35668™

« \
Microbiologics

Exalmlon Dﬂn 20211130
Release Information:
Quality Control Technologist: Mary L Bowmnan
Release Date: 2019/12/20

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Semal, crcular, white to transhucenl. SBAP
Microscopic Features: Method:
Geam positive cocci in medium or long chaina, Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Resulls
See attached 10 System results docurnent (1) Catalass (3% Hydrogen Peroxide): negative

g /
/ "
L o
Lowains: Mcres

Amards Kuperus
Quakty Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

*Eaachurmer: The lest digdis) of the iok rsrmber agpmarng on the prodiuct label ane packing skp win memly o packagng swent nuriser. The kot nusber dagieed on i
Cortican is e doud hase it rumbes

Vitows ! he Vi : I o
m tow Aﬂ%‘ m mlm m la the unigue of the caed with ma short incubasion pariod, may
1+ Rater % the enclosed proauct insart for . wae wnd
Lol loe cuture

Ll ssauvin
s e

7 T ACC L 1““8 Dorvatien Emblam e ATOC Licersed Derivalive word n-m( ard the ATCC cate rmn-b.yg
Undomarks of CIOReiogCa, 00, 1 $20nsed 0 USe Mese Faoemarks md 1o seb producls denved flom ATCLE

(1] Thesa tests ate sccoedied tn ISOMEC 17095 P0G

TESTING CERY #2055.01
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CERTIFICADO CEPA L. ACIDOPHILUS ATCC®4356™

Explnﬂon m 2021930

Release Information:

Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Release Date: 2019/10/23

Microarganism Name: Lactobacilus acdophilus
Catalog Number: 0243

Lot Number: 243-46**

Reference Number: ATCC® 4356™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Foatures: Medium:
olony lypes are (esenl T predommanl colonies are medlum 10 CNA
la‘%a circula ?‘% COMvex, erose edge ar\g mrl&s
1 typo IS Sma: vax anlire edge and smaoth. Colones aro
ransiutent and weak}y p emolytic.
Microscoplic Features: Meathod:
ggr;‘\sposmve rods with rounded ends, occurting singly, in pairs, and in short Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D System results document (1) Catalase {3% Hydrogen Peraxide): negative

PCR Screen for Group B Streptococcus: negative

a

\‘J é«,n,—._,._L /K;.fyc-«

Amanda Kuperus
Qualty Controf Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“Decihime: The fast digits) of the ot rumbor apposrng on the product label and packing 1hp e mondy a packagng evort number. The ot numbar clspiayns on ™ie
cartficae & the sctusl Baes fof mamber

mm mmm mwmgw: teats, r unigue of the cand, with the short incubation period, may
HAeter to the enclosed product insert for nslr wse and fety
™ e o= g culture

IT

SLALMEACE MATERIAL PRODBULE
CENT e 20N

AYCC Licersed
Dwrvatien

a

R
TESTING CERT #2653,01

M Tre ATCC Lr(-'v;\(g orivatve Emblem. the ATCC Licensed Dervative word mark and the ATCC cawo‘? 1;0-&5
of MrODOGES, IN2. IS Neeraed 1 uhe ase Yadumarks snd 10 sell products Secawed from Al

(1) These metz mo accredind to SONEC 170252006
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SOLICITUD A ENACO

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

SOLICITUD

“Afo del Bicentenario del Pert: 200 afios de Independencia”

Yo, Bryan Alexis Cossio Alva, con nimero de DNI 70616889, Egresado de la maestria en
Estomatologia de la Universidad Cientifica del Sur, solicito a la Empresa Nacional de la
Coca (ENACO- SEDE TRUJILLO), muestras de Erythroxylum Coca, para el adecuado

desarrollo de mi tesis denominado “ Comparacion del efecto antibacteriano del extracto
acuoso y alcoholico de hojas secas de Erythroxylum Coca “coca” frente a Streptococcus
Mutans ATCC®35668™ y Lactobacillus Acidophilus ATCC*4356™.

Muchas Gracias.

Chiclayo, 10 de Mayo del 2021.
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CERTIFICADO ENACO

EMPRESA NACIONAL DE LA COCA S.A
AGENCIA TRUJILLO

“ARo del Bicentenario del Peri 200 ahos de Independencia”

EL ADMINISTRADOR DE LA AGENCIA TRUJILLO DE ENACO S.A.

CERTIFICA

kg de hoja de coca entregado al Sr. Bryan Cossio Alva para fines de

mesponden a la  Familia Erylhroxylum Coca, Varedad

e esente documento para determinar el orgen de la muestra de hoja
ec jue 1la ejecucion de la Tesis denominada: ““C OMPARACION
DEL EFE NTIB IANO DEL EXTRACTO ACUOSO Y ALCOHOLICO DE HOJAS
3 DE  Erythrox 1 coca "COCA" FRENTE A Streplococcus mutans

T 8™ YLactobacillus acidophilus ATCC®4356
-Xpide en la ciwdad de Trujilio a los (02) dias del mes de Junio del ano dos mil

4]

Karen Cabalier dsquez
ADMMETRADOR AD. TRUJLLO
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CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE ERYTHROXYLUM COCA
NOVOGRANATENSE
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ANALISIS CUANTITATIVO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE COCA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00564-CPF-2021

ORDEN DE ANALISIS
SOLICITADO POR
MUESTRA

CANTIDAD

FECHA DE RECEPCION

PRUEBA

ALCALOIDES

| ESPECIFICACIONES | METODOS

0061337200

BRYAN ALEXIS COSSIO ALVA
EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE COCA
I5ml

Setiembre 202

RESULTADOS

S1 Smg'ml del

VOLUMETRIA

extracto
124.3 mg/ml. del
FLAVONOIDES UV- VIS Reditishen
extrace
94900 [pig deido
FENOLES TOTALES Uv.- VIS galico’ ml. del
extracto|
Y 003 Ime ¢
TANINOS ! UV- VIS 0.9 1 mg/ml. del
extracto
Lima, 22 de Octubre del 2021
"\-, _/ |1 ,—/,
L
Q.F. Paul Mnféiérrez Elescano
Director del Centrd de Control Analitico
80 et 7
BUREAL VERITAS | o, (8
Certification .

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

ANALISIS CUANTITATIVO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE
COCA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00563-CPF-2021
ORDEN DE ANALISIS

SOLICITADO POR BRYAN ALEXIS COSSIO ALVA
MUESTRA

EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE COCA
CANTIDAD » 15 ml. aprox
FECHA DE RECEPCION

0061322021

Setwembre 2021

PRUEBA ";’hﬁﬁiﬁ‘ﬁiﬁi&”i METODOS | RESULTADOS
ALCALOIDES VOLUMETRIA - "[ s 60
extractc
24€ 9 mu/inl Ae
FLAVONOIDES . UV- VIS s o L del
exircic
| 152584 [pg acudo
FENOLES TOTALES UV- VIS gilicoy/ ml del
extracto]
FANINOS UV- VIS Gy img/mL o
] ) g extrcic
Lima, 22 de Octubre del 2021 —
/” MR
CQNYQO‘. N\
b & < B\
e *
P "A‘
& 2
. oy ° )

S
5> 58
|
)y

Q.F. Paullyéin Gutierrez Elescano
Director del Cpatro de Control Analitico

BEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO ¥ DEL TOXICO”
o Lima | - Per

Ap. Postal 4539 - Lima |

u.po
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ANEXO 6
INSTRUMENTOS USADOS EN LA INVESTIGACION

INSTRUMENTO
Estufa (MEMMERT)

Bomba de vacio (VACUUBRAND)
Espectrofotémetro (THERMO SCIENTIFIC GENESYS)
Incubadora (SHELLAB)

Vernier mecénico (KAMASA)

Cabina de bioseguridad (NUAIRE)

zZ
°

OO |W|IN |-
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EXTRACTO ACUOSO DE ERYTHROXYLUM COCA “COCA” FRENTE A S.

ANEXO 7

BASE DE DATOS

MUTANS ATCC®35668™

ID | 75mg/mL_24H | 50mg/mL_24H | 25mg/mL_24H | Control_24H | 75mg/mL_48H | 50mg/mL_48H | 25mg/mL_48H | Control_48H
1 24.5 22 18 29 25 23 17.2 28
2 25 21 18.5 29.5 25 20.5 18 28
3 235 22.5 17.3 26.1 25 22.2 19 26.5
4 24 22 19.2 25.5 24 20 17.3 25.5
5 24 21 19 28 24 22.3 16.2 29
6 24 20 20 28 24.5 22.2 17.8 28
7 24 23 18 29 24.5 20 17.2 26.2
8 24 20 17.5 26.5 25 20 18.1 27.5
9 24.5 22.5 17.5 28 23.3 23.5 17 28
10 25 22.3 19 28 23 22.2 17.2 26.3
11 23.3 23.5 17 29.5 23 22.1 16.8 27.2
12 23 24.2 17 28 24 23.1 17.5 27.1
13 25 23 18 28 25 21.5 19 29.4
14 24 22.2 19 26 24 22.1 18 29.5
15 25 20 19 26 24 23.5 18 28.3
16 25 25 19 27 24.5 21 19 29
17 25 20.5 19 27 23.2 21 16.5 29
18 25 21.5 19 28 22.1 22 19 29
19 25.3 22.5 17 29 24.1 21 19 27
20 24.2 20.5 19 29 23.1 23 19 27
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EXTRACTO ALCOHOLICO DE ERYTHROXYLUM COCA “COCA” FRENTE A S.

MUTANS ATCC®35668™

ID | 75mg/mL_24H | 50mg/mL_24H | 25mg/mL_24H | Control_24H | 75mg/mL_48H | 50mg/mL_48H | 25mg/mL_48H | Control_48H
1 25 23 21 28 25.5 20.2 20.3 28
2 25.1 23.2 22 30 23 19.5 21.3 30
3 25.2 23.1 21.5 29.5 24.5 20.2 22 25.5
4 25 24.5 20.3 30 25 22 22 30
5 24.2 23.2 22.5 30 25.2 21 21.2 30
6 24.5 23.5 21.3 30 24.5 21.3 22.1 29.5
7 23 23 21.3 25.5 25.6 20.5 23.1 29.2
8 25.5 22.1 19.3 25 24.5 22 21.5 27.2
9 25.5 22.5 20.2 30 25.8 21 22.1 28.2
10 23 22.2 22.2 30 26 21.3 21 29
11 25.5 22.5 22.1 30 24.5 19.3 21 29
12 25 23.7 23.1 30 25.8 20.2 21 29
13 25.1 24.1 22 28 25.1 22.1 22.2 29
14 25.6 21.2 21 28 25.6 23.1 23 30
15 24.5 21.2 21.5 29 25 22 22 31.2
16 24 22.1 22 29 23 21 19.1 29.5
17 24 22 21 29 24.2 21 20.2 30.5
18 24.5 23 21 27 25 20.3 21.5 28.5
19 25.8 21 21 27 25 22 22.5 29.2
20 26 22 21 27 25 22 215 30.5
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EXTRACTO ACUOSO DE ERYTHROXYLUM COCA “COCA” FRENTE A L.

ACIDOPHILUS ATCC®4356™

ID | 75mg/mL_24H | 50mg/mL_24H | 25mg/mL_24H | Control_24H | 75mg/mL_48H | 50mg/mL_48H | 25mg/mL_48H | Control_48H
1 22.5 22 20.5 21.7 21.5 20.5 18.5 26
2 22 21.5 19.5 21.9 22.3 19.5 18 26.5
3 22 19.5 18 24 22.3 19.3 19.5 28.2
4 235 22.5 20 23 23 20.2 19 27.1
5 23.5 22 19.3 26 21.2 19.5 18.5 26.1
6 23 22 17.2 24.3 20.1 20.5 17 27.2
7 24 21 18.1 27.1 23 20.2 17 28.5
8 24 21 18.5 25.3 20.2 20.2 18 29
9 23 20 17.9 27.6 20.5 19.5 17 29
10 22 20 16.3 24 21.1 19.2 18.5 30
11 24 21.5 15.4 26 22 19 17.2 25
12 24.5 22 16.5 28 215 20 17.2 26.5
13 23.5 21 17 26 23 20 17.5 25.5
14 25.5 215 17.5 29 22.1 19 16.2 26.2
15 23 19.5 18 26 22.2 20 15 28.5
16 235 20 17.5 25 23 20 15 29
17 24.2 20 18.5 25 20.1 20.5 18 29
18 25.1 22 17.5 26 20.5 20.2 17.2 26
19 26.5 20 16.5 25 20.5 19.1 16.2 26
20 21.5 19.5 16.5 27 20 19 17.3 25
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EXTRACTO ALCOHOLICO DE ERYTHROXYLUM COCA “COCA” FRENTE A L.
ACIDOPHILUS ATCC®4356™

ID | 75mg/mL_24H | 50mg/mL_24H | 25mg/mL_24H | Control_24H | 75mg/mL_48H | 50mg/mL_48H | 25mg/mL_48H | Control_48H
1 23.5 20.7 17.2 23.5 23.5 20.7 17.2 26
2 24.3 21.3 19.5 24.3 24.5 19.3 18.2 26
3 235 22.1 20.5 25.5 22 19.2 19 25
4 25.3 22.1 20 28.3 25.5 19 19 28
5 24.5 21.5 20 29 22 19 18.2 27.2
6 25.5 22.5 18.5 28.5 22 20.5 17 27.5
7 25.5 21.5 18.5 29.3 23.2 20 18 30
8 25 22.5 19.5 28.5 21.5 19.2 17 27.1
9 24.5 21.5 19 30 20.5 19.5 18.5 28.5
10 24 21 18.5 28 25.5 19 16.2 26.2
11 24 22 18 27.5 23 19 15 27
12 24 21 17 28.5 23 19 18 26
13 25 21.5 18 26 24 18 17.1 26
14 24.5 20 17 25.5 24.5 18 17.5 25.2
15 25.5 22 19.5 26 26.3 19.5 16.5 22.5
16 23 21.5 18.3 29 26.5 19 17.3 28
17 24 22 18 27 27.5 19.3 18 28
18 24 23 17 27 20.5 18 16.3 29
19 23 20 16 28.5 24.5 18 16.1 29
20 24 20 16 27 24.9 18 16 29
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