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Estudio in vitro de la actividad 
antibacteriana del extracto 
de Erythroxylum coca sobre 
bacilos negro pigmentados

In vitro study of the antibacterial activity of Erythroxylum coca 
extract on black-pigmented bacillus

Resumen
Objetivo: Determinar si existe actividad antibacteriana del extracto de hoja de coca (Erythroxylum coca), 
sobre bacilos negro pigmentados (BNP). Materiales y método: Se emplearon dos pruebas: Test de Di-
fusión en Agar y Dilución en medio líquido. Las cepas de BNP fueron aisladas de muestras tomadas de 
bolsas periodontales de pacientes con enfermedad periodontal atendidos en la Facultad de Odontología 
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El extracto hidroalcohólico de hoja de coca fue ob-
tenido de la Empresa Nacional de la Coca (ENACO). Resultados: La primera prueba difusión en agar 
indicó sensibilidad nula (-) para la mayor parte de las concentraciones evaluadas, y sensibilidad límite 
(sensibilidad: +) para las concentración de 12,5% y 100%. Los resultados de la sensibilidad por dilución 
determinaron una concentración mínima del extracto capaz de inhibir el crecimiento de dicha bacteria, 
100% (concentración mínima inhibitoria), y a las concentraciones de 12,5% y 6,25% se observa una 
repotenciación del efecto antibacteriano del extracto. Conclusiones: El extracto hidroalcohólico de hoja 
de coca, sí presenta una actividad antibacteriana frente a BNP, a las concentraciones de 100% y 12,5%.
Palabras clave: Bacterias anaerobias gramnegativas; Erythroxylon coca; Antibacterianos.

Abstract
Objective: To determine whether there is antibacterial activity of coca leaf extract (Erythroxylum coca), 
on black pigmented bacilli (BPB). Materials and method: Two tests were used: Diffusion Test in Agar 
and Dilution in liquid medium. The BPB strains were isolated from samples taken from periodontal 
pockets of patients with periodontal disease treated at the Faculty of Dentistry of the Mayor National 
University of San Marcos. The hydroalcoholic extract of coca leaf was obtained from the National 
Company of Coca (ENACO). Results: The first agar diffusion test indicated null sensitivity (-) for most 
of the concentrations evaluated, and limit sensitivity (sensitivity: +) for the concentrations of 12.5%   
and 100%. The results of the dilution sensitivity determined a minimum concentration of the extract 
capable of inhibiting the growth of this bacterium, 100% (minimum inhibitory concentration), and 
at the concentrations of 12.5%   and 6.25% a repotentiation of the antibacterial effect of the extract. 
Conclusions: The hydroalcoholic extract of coca leaf, does present an antibacterial activity against BPB, 
at concentrations of 100% and 12.5%.
Keywords: Gram-negative anaerobic bacteria; Erythroxylon coca; Anti-bacterial agents.
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Introducción

En la actualidad, la enfermedad pe-
riodontal representa una de las enfer-
medades bucales más prevalentes del 
Perú, afectando aproximadamente al 
85% de la población 1. Su etiología y 
desarrollo se ha relacionado por años 
con la presencia de microorganismos 
periodontopatógenos, los cuales pro-
ducen la destrucción de los tejidos de 
soporte del diente; entre estas bacterias, 

se encuentran los bacilos negro pig-
mentados (BNP), los cuales son bacte-
rias anaerobias estrictas, gramnegativas, 
que habitan el fondo de bolsas perio-
dontales 2,3, destacándose entre estos los 
pertenecientes a la familia Bacteroidae-
ceae4, según el Manual de Bacteriología 
Sistémica de Bergey (Bergey`s Manual 
of Systematic Bacteriology) 5, represen-
tados por los géneros Porphyromonas 6 
y Prevotella. Han sido fuertemente re-
lacionadas por estudios previos, con la 

periodontitis 3,7. Se ha comprobado que 
a una localización más posterior, existe 
mayor prevalencia de BNP, además és-
tas aumentan en número a mayor pro-
fundidad de la bolsa periodontal 3. 

En estudios sobre alteraciones hormo-
nales y composiciones microbianas en 
pacientes gestantes, se mencionan a 
los BNP como las especies que sufren 
un incremento en el fluido crevicular, 
específicamente Prevotella intermedia 
y Porphyromonas gingivalis, debido a 
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que las hormonas sexuales femeninas 
(progesterona y estradiol) estarían au-
mentadas en el fluido crevicular y éstas 
serían fuente de nutrientes para dichas 
bacterias 5,8.

El tratamiento de esta enfermedad 
consiste en la remoción y control de 
placa supra y subgingival 9 y el uso de 
agentes antimicrobianos (colutorios 
medicados, terapia antibiótica, entre 
otros). Pero aproximadamente entre el 
30 y el 85% de las cepas de Prevotella 
intermedia y Porphyromonas gingivalis 
son productoras de betalactamasas 10. 
La prevalencia de resistencia a tetraci-
clinas y macrólidos se sitúa en torno al 
30-50% y 80-95% respectivamente, 
siendo la azitromicina el macrólido más 
activo frente a bacilos gramnegativos 
anaerobios 11. Entre el 5 y 25% de las 
cepas son resistentes a clindamicina y 
menos del 5% a metronidazol 12,13. La 
producción de betalactamasas por estos 
BNP genera en ellas una resistencia a la 
penicilina y a la amoxicilina. 

Las investigaciones actuales, dan énfa-
sis al estudio de sustancias naturales, 
especialmente a aquellas que contienen 
polifenoles, como la hoja de coca, para 
así determinar si poseen propiedades 
farmacológicas con efecto antibacteria-
no 14. Se debe destacar que los fármacos 
a base de derivados de productos na-
turales presentan una inmensa ventaja 
respecto a los tratamientos químicos. 
En las plantas los principios activos 
siempre están biológicamente equili-
brados por la presencia de sustancias 
complementarias que van a potenciarse 
biológicamente entre sí, de forma tal, 
que en general no se acumulan en el or-
ganismo, y sus efectos indeseables son 
limitados 15,16. Hoy en día las sustancias 
derivadas de plantas constituyen apro-
ximadamente el 25% de las medicinas. 
El uso de la hoja de coca data de tiem-
pos muy antiguos, los Incas la llamaban 
“hoja sagrada” por sus virtudes curati-
vas. Los pobladores de la región andina 
del Perú la siguen utilizando ya sea mas-
ticándola, en infusión, mate, emplastos, 
y cataplasmas 17. Tiene propiedad anes-
tésica y antidepresiva; haciendo énfasis 
que bajo la forma de hoja de coca, ésta 
no produce toxicidad o dependencia. 
Tiene propiedad multivitamínica por la 
presencia de vitamina A, complejo B y 
vitamina E, como también presencia de 
micronutrientes tales como calcio, hie-
rro, zinc, magnesio, potasio, etc 18. 

Ramos 15 determinó la actividad anti-
bacteriana del extracto hidroalcohólico 
de hoja de coca (Erythroxylum coca), so-
bre la cepa ATCC 33277 de Porphyro-
monas gingivalis, dando como resultado 

que dicho extracto tiene sensibilidad 
nula (-) para la mayor parte de las con-
centraciones evaluadas, y sensibilidad 
límite (sensibilidad: +) para la máxima 
concentración del extracto (100%) so-
bre el crecimiento de dicha bacteria. 
Además, se determinó la concentración 
mínima del extracto, capaz de inhibir 
el crecimiento de dicha bacteria, cuyo 
valor fue de 6,25%.

Borrovic 19 realizó un estudio experi-
mental, para determinar el efecto an-
tibacteriano del extracto alcohólico de 
la hoja de Erythroxylum coca sobre flora 
mixta oral, determinó que sí existe un 
efecto antimicrobiano positivo a las 
concentraciones de 250, 500, 1000 y 
1500 ug/ 20 ul de dicho extracto frente 
a los cultivos de flora mixta salival. Ade-
más, se encontró que a mayor concen-
tración del extracto, mayor es el efecto 
antimicrobiano obtenido.

Minaya 20 realizó un estudio para de-
terminar la actividad antibacteriana del 
extracto etanólico de la hoja de Erythro-
xylum novogranatense var. truxillense 
frente a Streptococcus mutans y Lactoba-
cillus casei, obtenido por la técnica de 
maceración alcohólica. Se determinó 
que dicho extracto tuvo una mayor ac-
tividad antibacteriana que el alcohol al 
96%.

Se realizó el presente estudio, con la 
finalidad de conocer si existe actividad 
antibacteriana del extracto de hoja de 
coca sobre BNP. Para esto se recurre a 
dos pruebas; la primera, el Test de di-
fusión en Agar y la segunda, la prueba 
de dilución en medio líquido, resulta-
dos positivos de las pruebas podrían 
generar un posible producto que actúe 
como antiséptico oral.

Materiales y método

Es un estudio experimental, prospec-
tivo e in vitro. El extracto de Erythro-
xylum coca fue obtenido de la Empresa 
Nacional de la Coca (ENACO S.A.), 
y posteriormente diluido con alcohol 
etílico 96° hasta obtener soluciones de 
0,78%, 1,56%, 3,13%, 6,25%, 12,5%, 
25%, 50% y 100%. Dichas diluciones 
fueron conservadas en frascos de vidrio 
oscuro, a temperatura ambiente, sin ex-
ponerse al sol, como sugieren las especi-
ficaciones técnicas del producto - Con-
diciones de almacenamiento.

Se trabajó con cultivos puros de BNP, 
obtenidos de muestras de bolsas perio-
dontales de pacientes con enfermedad 
periodontal atendidos en la Facultad 
de Odontología de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos, los cuales 
previo a la toma de muestra firmaron su 

consentimiento informado para dicho 
procedimiento.

Las muestras fueron tomadas con conos 
de papel número 30 ó 40, los cuales se 
introdujeron en la bolsa periodontal de 
la pieza seleccionada, previo sondaje, 
por un tiempo aproximado de 60 se-
gundos, quedando así el cono embebi-
do, posteriormente se los introdujo en 
el medio de transporte Brain Heart In-
fusion (BHI), para ser cultivadas en un 
lapso de tiempo no mayor de 24 horas. 
Luego de estos se tomó una alícuota y 
se sembró en placas Petri que contenían 
el medio de Agar Sangre Suplementado 
(Agar Schaedler) y se llevó a incubar en 
un sistema generador de Anaerobiosis 
(Anaerocult® A) por 7 - 14 días, a 37 
°C, hasta observar el crecimiento de las 
colonias. De estas colonias fueron re-
picadas en nuevas placas aquellas que 
presentaron las siguientes característi-
cas: colonias circulares, convexas, de 
tamaño aproximado de 0,5 - 2 mm, 
lisas y pigmentadas de color oscuro, 
gramnegativa, para su posterior resiem-
bra para purificar la muestra (Figura 1); 
igualmente, se llevó a incubar en un 
sistema generador de anaerobiosis por 
7 - 14 días, a 37 °C, hasta observar el 
crecimiento de las colonias. 

La prueba de la actividad antibacteria-
na, se llevó a cabo mediante el Test de 
difusión en Agar con discos. Primero, 
se procedió a tomar algunas colonias 
de BNP del cultivo que previamente 
se había realizado, y se las suspendió 
en un Caldo de BHI, obteniendo una 
turbidez final de 0,5 en la escala de Mc 
Farland, que equivale a 0,5x108 UFC/
ml. Se diluyó proporcionalmente el 
extracto de Erythroxylum coca (con al-
cohol etílico 96°) en ocho concentra-
ciones (1/1, 1/2, 1/4, 1/16, 1/32, 1/64, 
1/128, 1/256).

Se realizó por quintuplicado el Test de 
difusión en Agar, cada uno de los cua-

Figura 1. Crecimiento bacteriano con caracte-
rísticas típicas BNP. Para posterior resiembra, 
la flecha señala una colonia de BNP.
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les contenía 10 discos: ocho discos que 
portaban las ocho diferentes concen-
traciones del extracto, un disco conte-
niendo Clorhexidina 0,12% (control 
positivo) y otro conteniendo alcohol 
etílico 96° (control negativo); cada dis-
co fue cargado con 20 µL con las di-
ferentes concentraciones de extracto y 
de las sustancias control, distribuidos 
equidistantes sobre el Agar Schadler 
previamente sembrado con los BNP, 
todas las placas fueron incubadas por 
7 – 14 días, a 37 °C, en un ambiente 
anaerobio. Luego del tiempo indicado, 
se procedió a la medición de los halos 
de inhibición del crecimiento bacteria-
no en cada placa, utilizando para ello 
un calibrador pie de rey. Se ordenaron 
los resultados y se registraron (Figuras 
2 y 3).

La determinación de la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) se llevó a 
cabo mediante un Test de Dilución en 
medio líquido, para lo cual se preparó 
10 tubos de ensayo, cada uno conte-
niendo 2,8 ml de un medio de cultivo 
BHI. A cada tubo de ensayo se agregó 
100 uL del inoculo bacteriano de BNP, 
además 100 uL del extracto de Erythro-
xylum coca al 0,78%, 1,56%, 3,13%, 
6,25%, 12,5%, 25%, 50% y 100% en 
forma correspondiente, además se uti-
lizó un tubo con 100 uL de Clorhexi-
dina 0,12% (control positivo) y otro 
tubo con 100 uL de alcohol etílico 96° 
(control negativo).

Todo este procedimiento se realizó por 
quintuplicado, y se incubó por 48 ho-
ras en un ambiente anaerobio. En cada 
grupo se evaluaron los 10 tubos, obser-
vando el crecimiento bacteriano y se 
determinó la concentración mínima del 
extracto capaz de inhibir el crecimiento 
bacteriano. Cuando esta lectura pasaba 
de un crecimiento (turbidez) a otro con 
ausencia de crecimiento (claro), esto re-
presentó la CMI (Figura 4).

Resultados

En la tabla 1, se aprecia que los BNP 
solo presentan sensibilidad frente al 
extracto de Erythroxylum coca (sensibili-
dad límite presenta halos de inhibición 
de: 9 -14 mm) en el 60% de los casos 
del extracto al 12,5% y 100% de con-
centración.

Al realizar el análisis de los resultados 
del grupo experimental (extracto de 
Erythroxylum coca) y el grupo control 
negativo (Alcohol 96°), mediante la 
prueba U de Mann-Whitney, se de-
terminó que para las concentraciones 
0,78%, 1,56%, 3,13%, 25% y 50% 
del extracto, no existe una diferencia 
estadísticamente significativa (p>0,05); 
pero para los resultados de las demás 
concentraciones (6,25%, 12,5% y 
100%), si existe una diferencia esta-
dísticamente significativa (p<0,05). Se 
determina que la menor concentración 
del extracto de Erythroxylum coca, cu-
yos resultados presentan una diferencia 

estadísticamente significativa respecto 
al grupo control negativo (p<0,05), fue 
de 6,25%.

En la tabla 2, se observa que no hubo 
crecimiento de BNP en la concentra-
ción de 100% de extracto de Erythro-
xylum coca. En el 100% de los casos res-
tantes sí hubo crecimiento de BNP en 
las diferentes concentraciones 0,78%, 
1,56%, 3,13%, 6,25%, 12,5%, 25% y 
50% del extracto de Erythroxylum coca. 
Pero se observa una repotenciación del 
efecto antibacteriano del extracto de 
Erythroxylum coca a las concentraciones 
de 12,5% y 6,25%.

Esto permitió determinar un análisis de 
estimación lineal entre las concentra-
ciones de Erythroxylum coca y el creci-
miento de BNP, mostrando una recta 
con una pendiente pronunciada (m: 
- 1,2143) desde una concentración de 
0,78% hasta 100% del extracto en estu-
dio. Se observó una relación inversa en-
tre la variable independiente (Erythro-
xylum coca) y el indicador de la variable 

Figura 2. Disposición de los discos de papel 
embebidos Figura 3. Halos de inhibición del 
crecimiento de BNP en extracto de E. coca

Figura 3. Halos de inhibición del crecimiento 
de BNP.

Figura 4. Crecimiento de BNP. Test de Dilu-
ción en Medio Líquido

Tabla 1. Actividad antibacteriana del extracto de Erythroxylum coca sobre BNP
Concentración del extracto de Erythroxylum coca

HALOS
0,78%

n(%)

1,56%

n(%)

3,13%

n(%)

6,25%

n (%)

12,5%

n(%)

25%

n(%)

50%

n(%)

100%

n(%)

C (-)

n(%)

C (+)

n(%)

S. nula: 8 mm 5(100) 5(100) 5 (100) 5(100) 2 (40) 5(100) 5(100) 2(40) 5(100) 0(0)

S. límite: 9-14mm 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (60) 0(0) 0(0) 3(60) 0(0) 5(100)

S. media: 15-19mm 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Sumamente sensible: >20 mm 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Total 5(100) 5(100) 5(100) 5(100) 5(100) 5(100) 5(100) 5(100) 5(100) 5(100)

Tabla 2. Relación entre el crecimiento de aislados de BNP y las diferentes 
concentraciones del extracto de Erythroxylum coca

Crecimiento Concentración del extracto de Erythroxylum coca

BNP 0,78% 1,56% 3,13% 6,25% 12,5% 25% 50% 100%

(+) 0 0 3 5 4 1 3 0

(++) 3 3 2 0 1 4 2 0

(+++) 2 2 0 0 0 0 0 0

(-) 0 0 0 0 0 0 0 5
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dependiente (crecimiento de BNP). El 
valor obtenido para el coeficiente de re-
gresión, r2: 0,576, indicó que la variable 
extracto de Erythroxylum coca está influ-
yendo en el crecimiento de los BNP. 

Discusión

Los resultados de esta investigación, no 
se pueden comparar con resultados de 
otras investigaciones pues no se han tra-
bajado con BNP, además los extractos 
de hoja de coca utilizados en los ante-
riores estudios, difieren entre sí, pues 
fueron elaborados con diferentes espe-
cies y en diferentes dependencias. Para 
este estudio, ENACO proporcionó un 
extracto hidroalcohólico cuya elabora-
ción obedece estándares que garantizan 
la homogeneidad del producto, libre de 
alcaloides, pudiendo ser la base para la 
ejecución de futuros estudios relaciona-
dos.

El efecto antibacteriano del extracto de 
Erythroxylum coca, también es sustenta-
do por otros trabajos de investigación 
como el de Ramos CA15, quien obtu-
vo un efecto antibacteriano positivo 
(sensibilidad límite) frente a la cepa 
ATCC de Porphyromonas gingivalis 
con una concentración de 100% en el 
Test de difusión en agar con discos, y 
una concentración mínima inhibitoria 
(CMI) de 6,25% en el Test de dilución 
en medio líquido. Si bien, el extracto 
empleado para dicho estudio también 
fue obtenido en ENACO, difiere en su 
composición con el extracto utilizado.

Los estudios de Minaya 20, Castro 17, y 
Vergara 21 demuestran que el extracto 
de Erythroxylum coca tiene propiedades 
antibacterianas sobre distintas cepas 
presentes en cavidad oral (Staphylococ-
cus, Estreptococos). El estudio de Borro-
vic 16 evidenció la acción antibacteriana 
del extracto alcohólico de Erythroxylum 
Novogranatense var. Truxillense sobre la 
flora mixta salival, según los resultados 
obtenidos existe un efecto antimicro-
biano positivo a las concentraciones de 
250, 500, 1000 y 1500 ug/ 20 ul del 
extracto, y se encontró diferencias sig-
nificativas con respecto al tamaño de 
los halos de inhibición en las distintas 
concentraciones utilizadas del extracto. 
Además, indicó que a mayor concen-
tración del extracto, existe mayor efecto 
antimicrobiano. Esto difiere en parte 
de los resultados obtenidos, puesto que 
sí se observa efecto antibacteriano a la 
máxima concentración del extracto 
(100%), pero también se observa una 
repotenciación a la concentración de 
12,5%. Esto puede ser debido a que el 
diluyente empleado es alcohol 96°, y al 
ser diluido junto con el extracto (5:1), 

hasta lograr la concentración de 12,5%, 
puede lograr un efecto de sinergismo, 
lo que se refleja en una repotenciación 
que se evidencia en el incremento del 
diámetro de los halos de inhibición en 
el Test de Difusión en Agar.

Conclusiones

El presente trabajo demostró que el 
extracto de Erythroxylum coca (hoja de 
coca), tiene actividad antibacteriana so-
bre el crecimiento de los BNP. La con-
centración mínima inhibitoria del ex-
tracto hidroalcohólico de Erythroxylum 
coca sobre el crecimiento bacteriano 
de BNP fue al 100%, según la prueba 
de dilución en medio líquido. Se evi-
dencia en el test de difusión en agar, 
la actividad antibacteriana del extracto 
de Erythroxylum coca sobre BNP, dan-
do sensibilidad positiva (sensibilidad 
límite) a las concentraciones de 12,5% 
y 100% de dicho extracto. La prueba de 
dilución en medio líquido no evidenció 
una capacidad antibacteriana marcada, 
excepto al 100% de concentración del 
extracto de Erythroxylum coca, pero sí 
se aprecia una repotenciación de dicho 
efecto al 12,5% y 6,25% de concentra-
ción.
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