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RESUMEN

La variacion morada de Zea mays L., o comunmente denominado maiz morado,
presenta beneficios como el ser antimicrobiano; sin embargo, su evaluaciéon sobre
Streptococcus mutans no se ha determinado, estos bacilos Gram positivos son uno
de los responsables en la formaciéon de la alteracion mas recurrente en la cavidad

bucal, la caries dental.

El presente trabajo de investigacion, busca poner a prueba esta actividad a partir de
la muestra vegetal (maiz morado - raza Kcull) sembrada y cultivada con las

condiciones ambientales de la regién de Cusco.

Obijetivo: El objetivo fue determinar la actividad antibacteriana de manera in vitro del
extracto etandlico de la tusa de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado), a diferentes
concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%) y tiempos (24h, 48h y 72h) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Metodologia: Estudio experimental, de enfoque cuantitativo, prospectivo vy
longitudinal. En el area agricola, se realizé la siembra y cosecha de Zea mays L. (raza
Kculli - maiz morado) en la Granja Kayra— UNSAAC, tomando en cuenta cada aspecto
durante el largo proceso, y evitando el uso de agentes quimicos que puedan alterar
su estructura; en el area bioquimica, se preparo el extracto experimental con alcohol
etandlico de 96° con un tiempo de maceracion de 15 dias, las concentraciones
preparadas fueron al 25%, 50%, 75% y 100%; en el area microbioldgica, la lectura de
los antibiogramas fueron a las 24h, 48h y 72h con el método de Kirby Bauer y tomando

en consideracion los valores de la Escala de Duraffourd.

Resultados: Los halos de inhibicion fueron constantes a las diferentes
concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%) asi como en los diferentes momentos (24h,
48h y 72h), ya que los valores fueron de 6mm en todos los casos, lo que significa que

no hubo actividad antibacteriana segun Duraffourd.

Conclusiones: El extracto etandlico de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) no

presenta actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Zea mays L. — Caries dental - Streptococcus mutans - Prueba de

sensibilidad de Kirby Bauer - Escala de Duraffourd



ABSTRAC

The purple variation of Zea mays L., or commonly called purple corn, has benefits such
as being antimicrobial; However, its evaluation on Streptococcus mutans has not been
determined; these Gram-positive bacilli are one of those responsible forthe formation

of the most frequent pathology in the oral cavity, dental caries.

Our research work seeks to test this activity from the plant sample (purple corn - Kculli

race) planted and cultivated with the environmental conditions of the Cusco region.

Objective: The objective was to determine the in vitro antibacterial activity of the
ethanolic extract of Zea mays L. (Kculli race - purple corn), at different concentrations
(25%, 50%, 75% and 100%) and times. (24h, 48h and 72h) on Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Methodology: Experimental study, with a quantitative, prospective and longitudinal
approach. In the agricultural area, the sowing and harvesting of Zea mays L. (Kculli
breed - purple corn) was carried out at the Kayra Farm - UNSAAC, taking into account
every aspect during the long process, and avoiding the use of chemical agents that
could alter its structure; In the chemical area, the experimental extract was prepared
with 96° ethanolic alcohol with a maceration time of 15 days, the concentrations
prepared were 25%, 50%, 75% and 100%; In the microbiological area, the
antibiograms were read at 24h, 48h and 72h with the Kirby Bauer method and taking

in consideration the values of the Duraffourd Scale.

Results: The inhibition zones were constant at the different concentrations (25%, 50%,
75% and 100%) as well as at the different times (24h, 48h and 72h), since the values
were 6mm in all cases, meaning there was no antibacterial activity according to

Duraffourd.

Conclusions: The ethanolic extract of Zea mays L. (Kculli race - purple corn) does not

present antibacterial activity against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Keywords: Zea mays L. — Dental caries - Streptococcus mutans - Kirby Bauer

sensitivity test - Duraffourd scale.

Xl



CAPITULOI: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Caracterizacion del problema

Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) es un alimento considerado autéctono
en Peru, con una antigledad aproximada de hasta 7200 afos, de acuerdo a los
vestigios encontrados en la localidad de Paredones. Su estructura basicamente
consta de la tusa, grano y panca; resaltando por su color oscuro y que lo hace
muy particular en el mundo.(1) Algunos metabolitos secundarios como las
antocianinas son capaces de proporcionar la pigmentacién oscura de ciertos
alimentos. Estos compuestos fendlicos se encuentran en gran cantidad a nivel

de las tusas de maiz morado (85%), mas que en el resto de su estructura. (1,2)

La actividad antioxidante de Zea mays L. es indiscutible ya que diferentes
estudios asi lo demuestran, adicionalmente es considerada anticancerigena,
antiinflamatoria, mejora el desempefio sanguineo, y participa en la regeneracion
de los tejidos; en la misma linea también podemos hablar de su actividad

antimicrobiana, atribuida a la presencia de metabolitos secundarios. (1,3,4)

La actividad antimicrobiana de los metabolitos secundarios se ha demostrado a
través de estudios de investigacion basados en alimentos como Solanum
melongena L. (berenjena), Vitis vinifera (uva), Vaccinium corymbosum
(ardandano), Vaccinium myrtillus (Arandano azul) y el mismo maiz morado.
Durante los estudios realizados sobre esta variante morada acerca de su
actividad antibacteriana, se utilizaron diferentes patégenos para evaluar dicha
propiedad, dejando de lado el Streptococcus mutans, agente esencial para la

formacion de la caries dental.(5-12)

Segun la OMS la caries dental es una de las patologias mas habituales en
cavidad oral; debido a que mas de 3500 millones de personas presentan
enfermedades bucodentales no tratadas, donde las lesiones cariosas son las
mas predominantes, viéndose afectada casi la totalidad de los adultos.(13—15)
En Peru, la afeccion por caries dental representa mas del 90% de la poblacién,

posicionando a esta enfermedad como un grave problema de salud bucal.(16)

El Streptococcus mutans es una bacteria que comunmente esta relacionada con
la caries dental, por su relevancia en la formacion de lesiones cariosas. Este

patdégeno es capaz de metabolizar una gran variedad de carbohidratos, lo cual



lo hace aun mas cariogénico; y a pesar de que no es el unico agente causal de

la caries dental, su presencia es crucial en el desarrollo de esta patologia.(17,18)

La falta de evidencia cientifica acerca de la actividad antibacteriana del maiz
morado sobre Streptococcus mutans, especificamente de la tusa de Zea mays
L.), se ha convertido en el impulso de este trabajo de investigacion, asi como el
interés personal de poder utilizar un producto muy caracteristico de nuestro pais
y de esta manera intentar contribuir en el sistema de salud bucal de la poblacion;
por lo que la presente investigacion busca demostrar la actividad antibacteriana
de la tusa de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) en base a lo ya

mencionado.

1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general

e ;Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la tusa
de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) sobre Streptococcus mutans
ATCC 251757

1.2.2. Problemas especificos

o ;Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la tusa
de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) al 25%, 50%, 75% y 100%,
sobre Streptococcus mutans ATCC 251757

e ; Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la tusa
de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) a las 24h, 48h y 72h, sobre
Streptococcus mutans ATCC 251757



1.3. Objetivos de la investigacion

1.4.

1.3.1. Objetivo general

o Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
la tusa de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

1.3.2. Objetivos especificos

° Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
la tusa de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) al 25%, 50%, 75%
y 100%, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

. Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
la tusa de Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) a las 24h, 48h y
72h, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Justificacion
1.4.1. Relevancia social

El propdsito de este trabajo de investigacion es brindar a la poblacion una
alternativa en salud bucodental, ya que si se demuestra la hipotesis se
podran generar productos de prevencion, manejo y/o tratamiento
odontolégico, que posteriormente busquen controlar la experiencia de
caries dental en la poblacion, en vista de los altos indices de caries dental

en nuestro pais.
1.4.2. Valor teorico

La finalidad del presente estudio abarcara un tema poco comun, el cual
permitira ser el motivo de otras investigaciones dentro del area

odontoldgica, especificamente en el aspecto farmacoldgico.

Si los resultados acerca de la actividad antibacteriana de la tusa de Zea
mays L. (maiz morado) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 son
favorables, este conocimiento enriquecera a la literatura no solo en el area

estomatologica, sino que también en relacion a los productos autoctonos
3



1.5.

de nuestro pais, agregando una propiedad adicional a los beneficios de

este alimento.
1.4.3. Conveniencia

Los resultados nos permitiran conocer si existe o no, actividad
antibacteriana a partir del extracto etandlico de las tusas de Zea mays L.
(raza Kculli — maiz morado) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
2517; resultados que de ser alentadores, podrian dar pie a investigaciones
que busquen generar formulas farmacéuticas en prevencion, manejo y/o
tratamiento odontolégico, en base a un producto natural y autéctono de

nuestro pais.
1.4.4. Implicancias practicas

Este proyecto de investigacion nos permitira obtener una nueva alternativa
en el sistema de prevencion, manejo y/o tratamiento odontolégico (gomas
de mascar, colutorios dentales, pastas dentales, farmacos odontolégicos);
sin embargo, para ello es necesario una base de investigaciones previas

que nos permitan lograr dichos objetivos.

1.4.5. Utilidad metodologica

La metodologia aplicada podra ser tomado en cuenta para futuras

investigaciones, que busquen replicar o ahondar en el presente tema.
Delimitacion del estudio
1.5.1. Delimitacion espacial

Area agricola: Granja Kayra — Centro de Investigaciéon en Cultivos Andinos
(CICA) de la UNSAAC.

Area bioquimica: Laboratorio de bioquimica de la Escuela Profesional de
Quimica de la UNSAAC.

Area microbiolégica: Laboratorio de microbiologia de la Escuela Profesional

de Farmacia y Bioquimica de la UNSAAC.



1.5.2. Delimitacion temporal

El tiempo del trabajo de investigacion conté con un tiempo de ejecucion de

alrededor de 12 meses.

1.6. Limitaciones del estudio

La poca de relacion entre escuelas profesionales dentro de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco UNSAAC, de cierta manera afecté el
proceso de avance de la investigacion, incrementando el tiempo de estudio. La
busqueda de obtener procedimientos y por lo tanto resultados de calidad en una
investigacion, siempre sera de la mano de cada experto en el area, por lo que la
limitacion de este trabajo fue la dificil tarea de buscar colaboradores especialistas
en cada area, quienes puedan ayudar a encaminar este trabajo de investigacion

de la mejor manera posible.



CAPITULOII: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1.  Antecedentes internacionales

Masaquiza |. (Ecuador — 2018) en su trabajo titulado “Evaluaciéon de la
actividad antimicrobiana y antioxidante de antocianinas microencapsuladas
de maiz morado (Zea mays L.), papa morada (Solanum tuberosum L.) y
mortino (Vaccinium floribundum kunth)’ cuyo objetivo fue evaluar la
actividad antimicrobiana del maiz morado. Metodologia: La recoleccion de
Zea mays L. fue de un mercado local de la provincia de Tungurahua. Se
obtuvo las antocianinas utilizando etanol, seguidamente se llevo a cabo la
encapsulacion de los compuestos bioactivos por el método de secado por
aspersion (spray dryer). La evaluacion de la actividad antimicrobiana se
realizd mediante el método de difusion en disco, utilizando las siguientes
bacterias indicadoras: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Bacillus
cereus ATCC 10876 y Staphylococcus aureus ATCC 25923; gentamicina
como control positivo y agua estéril como control negativo. Resultados: El
tamario de los halos de inhibicion bacteriana (promedio) de maiz morado a
la concentracion de 100pg/ml (100%), fueron 19,6mm (como valor minimo
sobre Pseudomonas aeruginosa) y 28,3mm (como valor maximo sobre
Escherichia coli). Conclusiones: Zea mays L. presentd actividad

antimicrobiana frente a todas las bacterias mencionadas anteriormente.(5)

Rabago A. (México —2017) en su trabajo titulado “Actividad Antibacteriana
y Antioxidantes de Tortillas De Maiz (Zea mays L.) Criollo Azul Obtenidas
por el Proceso de Nixtamalizacion” cuyo objetivo fue evaluar la actividad
antibacteriana de las tortilas de maiz criollo azul. Metodologia: La
obtencién de la muestra del maiz criollo azul raza elotero de Sinaloa fue
cultivada y obtenida del municipio de Concordia. Las bacterias indicadoras
fueron Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes
ATCC 7544 y Shigella flexneri ATCC 12022. La evaluacion de la actividad

antibacteriana fue por el método de Kirby Bauer. Resultados: Respecto al
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promedio de los valores de la actividad antibacteriana, estos oscilaron entre
7.6mm (como valor minimo sobre Listeria monocytogenes) hasta 9.9mm
(como valor maximo sobre Staphylococcus aureus), todos a la Unica
concentracion del 100%. Conclusiones: La tortilla de maiz criollo azul
presentd actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli, Salmonella

typhimurium, Staphylococcus aureus y Shigella flexneri.(6)

Bernal I. (México—2021) en su trabajo titulado “Estudio comparativo in vitro
del efecto antimicrobiano del extracto de té verde y extracto de arandano
en Streptococcus mutans” cuyo objetivo fue evaluar la eficacia
antimicrobiana del arandano sobre Streptococcus mutans. Metodologia:
Estudio experimental, donde no hay especificaciones adecuadas respecto
a la obtencion del arandano, el extracto de este producto vegetal se prepard
a la concentracion de 25%, como control positivo clorhexidina al 0,12% y
como control negativo agua bidestilada, con un total de 10 placas Petri con
4 sensidiscos cada uno y como bacteria indicadora Streptococcus mutans.
Resultados: El promedio de los halos de inhibicion para el extracto de
arandano al 25% fue de 9,7mm. Conclusiones: El extracto de arandano al

25% si tiene actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans.(7)

2.1.2.  Antecedentes nacionales

Palacios M, Coila R. (Lima — 2023) en su trabajo titulado “Efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de opuntia
soehrensii Britton & Rose (ayrampo) frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175” cuyo objetivo fue determinar el efecto antibacteriano
de las semillas de ayrampo frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175. Metodologia: Estudio experimental, prospectivo y transversal. El
fruto de ayrampo fue recolectado en la provincia de San Roman de la
ciudad Puno. La muestra vegetal fue de 300mg de ayrampo y la muestra
biologica estuvo conformada por 10 placas Petri inoculadas con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175; para el andlisis microbiologico se
aplicé el método de Kirby Bauer modificado. Se realizaron 10 repeticiones
de cada grupo (25%, 50%, 75%, 90%, grupo positivo de clorhexidina 0.12%

y negativo de etanol 70°). Resultados: El promedio de los halos de
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inhibicion de las 10 repeticiones varié entre 6mm (como valor minimo al
25%) y 10.2mm (como valor maximo al 90%). Conclusiones: El extracto
etandlico de ayrampo presenté actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, solo a las concentraciones de 75% y
90%.(8)

Polo H. (Lima — 2014) en su trabajo titulado “Efecto Antibacteriano y
Antifungico comparativo de los extractos acuosos del Zea Mays L. (maiz
morado), Rubus glaucus (mora andina); Opuntia soherensii (ayrampo) y
disefio de un gel de limpieza cutanea” cuyo objetivo fue determinar la
actividad antimicrobiana del maiz morado. Metodologia: Los frutos de maiz
morado fueron recolectados en las provincias de Canta de la ciudad de
Lima, en un valor de 2kg. Para evaluar la actividad antimicrobiana sobre
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25933,
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Candida albicans ATCC 10231 se utilizd el método de difusion en agar, con
un control positivo (Trimetoprim-sulfametoxazol, Ciprofloxacino y
Fluconazol) y negativo (etanol 96%). Los extractos de los frutos se
obtuvieron por dos tipos de extraccién (una acuosa diluida en agua
destilada y la otra alcohdlica, diluida en etanol 96°). Resultados: El extracto
alcohdlico de maiz morado a la concentracion de 200mg/ml presentd halos
de inhibicion (promedio) de 14mm (como valor minimo frente a Candida
albicans) hasta 21mm (como valor maximo frente a Staphylococcus
aureus). Conclusiones: El maiz morado presentd actividad antibacteriana
solo sobre Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus.(9)

Becerra K, Torres J. (Lima — 2023) en su trabajo titulado “Efecto
antibacteriano del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L.
(arandano azul) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro” cuyo
objetivo fue determinar la actividad antibacteriana del fruto del arandano
azul sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia: Estudio
cuantitativo, experimental y transversal. El arandano azul fue cultivado en

el caserio de Solecape, Lambayeque. Se tomo6 en cuenta el método de
8



difusion en pozo. Se realizaron 10 repeticiones y como control positivo se
utilizé clorhexidina 0,12% y negativo etanol de 96°, las concentraciones
experimentales fueron al 50%, 75% y 100%. Resultados: El promedio del
valor minimo fue a la concentracion del 50% con un halo de inhibicion de
10,4mm y el promedio del valor maximo fue a la concentracion del 100%
con un halo de inhibicion de 14,7mm. Conclusiones: Las tres
concentraciones mencionadas presentaron actividad antibacteriana frente

a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.(10)

Rodriguez D. (Trujillo — 2022) en su trabajo titulado “Efecto antibacteriano
del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera (uva) y
Vaccinium corymbosum (arandano) frente a Streptococcus mutans ATCC
25175, Trujillo — 2019” cuyo objetivo fue determinar el efecto antibacteriano
de las semillas de la uva y arandano frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Metodologia: Estudio cuantitativo, prospectivo y
experimental. Se prepararon concentraciones del extracto hidroetandlico al
15% y 30% tanto del arandano como de la uva, como control positivo
clorhexidina al 0,12% y como control negativo solucion salina fisioldégica
estéril, y el numero de repeticiones fue de 15 (15 placas). Para la prueba
de antibiograma se utiliz6 el método de Kirby — Bauer. Resultados: EIl
promedio de los halos de inhibicion para Vitis vinifera (uva) al 15% fue de
10,07mm y al 30% fue de 12,11mm, y el promedio para Vaccinium
corymbosum (arandano) al 15% fue de 9,35mm y al 30% de 13,41mm.
Conclusiones: De acuerdo a la escala de Duraffourd, Vitis vinifera vy
Vaccinium corymbosum presentaron actividad antibacteriana sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175 a las diferentes concentraciones (15%
y 30%).(11)

Cruzado V, Palomino G. (Trujillo — 2022) en su trabajo titulado “Efecto
antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico Solanum melongena L,
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 cuyo objetivo determinar el
efecto antibacteriano de la berenjena frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Metodologia: Se prepararon tres concentraciones del

extracto; al 25%, 50% y 75%, como control positivo clorhexidina al 0,12% vy
9



2.2,

control negativo agua destilada. Para determinar los halos de inhibicién se
utilizé el método de Kirby Bauer y el numero de repeticiones fue de 8.
Resultados: El promedio de la actividad antibacteriana fue de 7,1mm a la
concentracion de 50% y a la concentracion del 75% fue de 9,2mm.
Conclusiones: el extracto hidroalcohdlico de Solanum melongena L.
presenta actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans ATCC

25175, a la concentracion unica de 75%.(12)

Bases tedricas de la investigacion

2.21. Zea mays L. (Maiz morado)

El maiz morado es un producto autdéctono de nuestro pais, cuenta con una
antigiedad de entre 3 000 y 6 700 afios en base a los restos encontrados
en la localidad de Huaca Prieta, y de hasta 7 200 afios en Paredones. Esta
variante genética del maiz peruano es considerado como uno de los
principales alimentos en la dieta peruana, por su habitual uso en bebidas

(chicha morada) o postres (mazamorra morada).(1,2)

La primera clasificacion de maiz peruano se public6 en 1961 gracias a
Alexander Grobman, Wilfredo Salhuana, Paul Mangelsdorf y otros
investigadores; donde se describieron 52 razas. Durante este proceso de
reconocimiento se identificé a las razas primitivas, razas derivadas de las
primitivas, razas de reciente derivacion, razas introducidas, razas

incipientes y la razas imperfectamente definidas.(1,19,20)

Razas primitivas: Su estructura presenta "caracteres primitivos" lo que hace
que sus plantas, mazorcas y granos sean de un menor tamano, las
corontas sean delgadas y que haya una mayor venacion en las hojas. Este

gran grupo incluye varias razas de maiz como la raza Kculli.(20)

Raza Kculli: En quechua Kculli significa negro, lo que coincide
precisamente con su aspecto oscuro, el cual lo ha convertido en un
colorante natural para alimentos (mazamorras) como bebidas (chichas no
fermentadas).(1,20)
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Su cultivo se da en altitudes mayores a los 3000 m.s.n.m., como los valles
interandinos de la sierra, especialmente en Junin, Huancavelica, Apurimac,

Cuzco y Cajamarca.(4,19,20)

Kculli comparte la altura geografica de las razas Confite Morocho y Confite
Puntiagudo, asi como algunos caracteres primitivos, pero en general la raza
Kculli se diferencia por su reducido tamafio en comparacién a las otras

razas.(20)

2.21.1. Descripcion taxonémica

Reino: Viridiplantae
Filum: Streptophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea
Especie: Zea mays L.
Raza Kculli
Fuente: Clasificacién del NCBI (21)

2.2.1.2. Estructura de Zea mays L. (maiz morado)
Formada principalmente por granos, bracteas (panca) y la coronta
(tusa). Toda su estructura presenta una coloracién que varia de

morado a negro, convirtiéndolo Unico en el mundo.(1,19)

El conjunto de la tusa (representa el 15%) y el grano (representa el
85%) conforman lo que se denomina comunmente como mazorca. (1)
Ademas, presenta un tallo que puede llegar hasta los 4 metros de
altura; sin embargo, este aspecto puede verse modificado de acuerdo
a la variedad del maiz. En lo alto de su estructura pueden observarse
los penachos o plumeros, y a nivel de las axilas de las hojas se
encuentran las espigas que posteriormente se convertiran en

mazorcas.
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CUADRO 1. Raza Kculli — caracteristicas

Plantas Altura de 92 cm.y con un color normalmente purpura.

Mazorca | De estructura esfero-conica, con bajo numero de pancas
(ocho) y con hileras de granos dispuestos irregularmente

(doce).

Granos Largos, medianamente anchos y a veces redondos.

Coronta Generalmente cereza-morado, muy oscuro.

Fuente: U.S. Department of Agriculture (20)

2.2.1.3. Composicion quimica de Zea mays L. (maiz morado)
Constituida por MT (metabolitos secundarios), acido salicilico, grasas,

resinas, saponinas, azufre, fosforoy sales de potasio como sodio.(2,4)

2.2.1.4. Metabolitos secundarios

Son compuestos generados a partir del metabolismo primario de las
plantas, que se ubican en el citoplasma de la mayoria de células
vegetales.(22,23) Estos elementos secundarios presentan 4 grandes
grupos: Terpenos, compuestos  fendlicos, glicosidos y
alcaloides.(22,24)

Ademas los metabolitos secundarios poseen actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria y antioxidante.(23) Su actividad antimicrobiana se
basa en los mismos mecanismos de los antibidticos, generando
inhibicion de la sintesis de la pared celular y la activacién de enzimas
que destruyen dicha pared, aumento de la permeabilidad de la

membrana celular y alteracion del metabolismo.(22)

La accion antimicrobiana de los compuestos fendlicos (antocianinas)
ocasiona dafio a nivel de pared celular, la membrana y la matriz
intercelular en las células bacterianas. Estos elementos pueden alterar
la membrana celular por medio de una interaccion con los aminoacidos

hidrofilicos de las proteinas de esta estructura, alterando su
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permeabilidad; este evento trae consigo una alteracion del pH y
potencial eléctrico, causando la salida de protones al exterior de la
célula y produciendo una coagulacion del citoplasma acompanado de
la pérdida normal del metabolismo, provocando muerte celular.(3,25—
27)

2.2.1.5. Tipos de extraccién - Extraccion por maceracion

En esta forma de extraccioén, el material crudo entra en contacto con el
medio solvente, se cierra el depdsito y se mantiene a temperatura
ambiente durante 4 a 15 dias hasta lograr la extraccion de los
principios activos, para ello el material debe contar con particulas
preferentemente en la escala de um con la finalidad de romper la pared
celular del producto vegetal y asi facilitar la liberacion de los
compuestos activos. Este tipo de extraccion, solido — liquido, es
normalmente aplicado en los procesos tecnolégicos de las industrias

quimicas y médico — farmacéutica.(4,28)

La ventaja de este proceso es ser de bajo costo con respecto a los

materiales y reactivos.(4)

2.2.2. Caries dental

La caries es una enfermedad ecoldgica, crénica y no contagiosa. Esta
caracterizada por un desequilibrio bioquimico que dafa la anatomia
dentaria y que se demuestra a través de una lesidn cariosa inicial, en
consecuencia, de la produccién de acidos de la microflora bucal. El
desarrollo de una lesién cariosa implica principalmente la interaccion de

factores individuales y sociales.(29-32)

Segun la OMS la caries dental es una de las patologias mas habituales en
cavidad oral, debido a que mas de 3500 millones de personas presentan
enfermedades bucodentales no tratadas donde las lesiones cariosas son
las mas predominantes, viéndose afectada casi la totalidad de los
adultos.(13—15)

En Latinoamérica la prevalencia de caries dental sigue siendo alta en la
mayoria de los paises, con valores mayores a 50 % en el caso de los nifios

y mas del 85 % de la poblacién adultas.(33)
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En 2019 el cirujano dentista Pedro Villavicencio Gallardo, jefe del
Departamento de Odontoestomatologia del Hospital Maria Auxiliadora del
Ministerio de Salud (Minsa) afirmo que el 90.4% de la poblacion peruana

presenta caries dental.(16)

2.2.2.1. Microbiota oral

El microbioma de la cavidad oral presenta mas de 700 especies
bacterianas, las cuales se mantienen resilientes frente a factores que
puedan alterar su equilibrio. A través de la resiliencia, los nichos
bacterianos son capaces de formar biopeliculas organizadas y de esta
manera ser comunidades mas estables. La biopelicula facilita la
adhesion de las bacterias a las superficies dentarias.

La biopelicula dental se formara a partir de microorganismos que
generaran una estructura organizada, usando como base los
componentes de la saliva y la dieta del individuo, a su vez, la
formacién de la biopelicula esta estrechamente relacionada con una

diversidad de enfermedades bucales, como la caries dental.(34)

Streptococcus es el género predominante en cavidad oral, seguido de

Porphyromonas y Treponema.(34,35)

2.2.2.2. Estreptococos

Los estreptococos son bacterias grampositivas de aspecto esférico, y
que durante su multiplicacion tienden a formar pares o cadenas. Estan
distribuidos ampliamente en la naturaleza, como parte de la microflora
normal o como causantes de ciertas patologias que aquejan a los

seres humanos. (36)

a. Streptococcus mutans

Este microorganismo cumple un rol muy influyente dentro del
proceso de formacion de caries dental, y por ello podemos
encontrarlo frecuentemente en boca. Posee predileccion por
adherirse a superficies con grandes cantidades de energia
libre como lo es el esmalte dental.(34,37)
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b. Ubicacion taxondmica

Reino: Monera
Filum: Bacillota
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie: Streptococcus
mutans

ATCC: 25175
Fuente: Clasificacion del NCBI (38)

c. Morfologia del Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans es un coco Gram positivo, anaerobio
facultativo, crecen en cadenas o en parejas, carecen de
movimiento y no forman esporas. Su nombre esta relacionado
con su forma, por su tendencia a cambio; pasando de ser un
coco en un medio alcalino a un cocobacilo, en un medio
acido.(17,18,37)

La pared celular de esta familia bacteriana contiene proteinas
fundamentales para los fendmenos de adhesion, agregacion y
coagregacion, asi como polisacaridos que muestran antigenos
especificos. Ambos, polisacaridos y proteinas, se encargan de
caracterizar distintos serotipos celulares de esta bacteria en c, d,
e, f y k; el mas frecuente es el serotipo c, seguido del e y

encontrandose en menor proporcion fy k.(39)

d. Actividad bacteriana del Streptococcus mutans

Este patdgeno puede modificar el medio local de la pieza dental,
debido a su capacidad de metabolizar una gran variedad de

carbohidratos, los cuales representan una fuente de carbono con
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efecto cariogénico; el resultado es la produccién de acido lactico,
propiodnico, acético y fdérmico, estos acidos generan una
disminucién del pH bucal y ademas circulan a través del biofilm
de la placa dentobacteriana hacia las porosidades del esmalte
dental, provocando la desmineralizacion, producto de la
disociacion vy liberacion de hidrogeniones que disuelven el
mineral del esmalte; generando iones de calcio y fosfato que se
difunden fuera del esmalte, y que si no se regulariza, podria
ocasionar una cavidad cariosa. Este mecanismo genera la
proliferacion de otras especies de microorganismos patdégenos
como Candida albicans o Veillonella atypica, y como resultado
de estas interacciones se pueden originar alteraciones a nivel
sistémico como candidiasis o] endocarditis
infecciosa.(18,37,40,41)

e. Factores de virulencia

e Acidogenicidad: Esta caracteristica le permite fermentar una
alta diversidad de azucares que forman parte de la dieta, lo
que produce (por glucolisis) acidos organicos, principalmente
acido lactico, que finalmente genera desmineralizacion del
esmalte. Este microorganismo posee wuna capacidad
acelerada para metabolizar sacarosa a acido lactico, siendo

mas rapido que otros patdgenos. (17,40)

e Aciduricidad: Capacidad que posibilita generar acido en un
medio de pH bajo.(17,41)

e Acidofilicidad: Le permite soportar el ataque acido del medio,
a través de sus mecanismos de tolerancia acida, los cuales
se encuentran bien desarrollados y que posibilitan el normal

desarrollo de esta bacteria.(17,41)

16



e Sintesis de glucanos vy fructanos: Estos polisacaridos extra
celulares son responsables de facilitar la fijacion de la

bacteria a las caras superficiales del diente.(17,41)

e Produccion de mutacinas: Estas proteinas alteran el
crecimiento de otros microorganismos cercanos a
Streptococcus mutans, inhibiendo el crecimiento de estas

bacterias vecinas.(17,41)

e Sintesis de polisacaridos intracelulares, como el glucdgeno:
Representan la reserva alimenticia, fundamental para la

obtencion de acidos en ausencia de azucares.(17,41)

f.  Cultivo microbiolégico de microorganismos

Es un proceso de proliferacion de microorganismos con un
entorno adecuado (ricos en nutrientes) que favorezcan el
crecimiento bacteriano, generando réplicas de si mismos.
Dentro de los factores que deben de controlarse, son la

temperatura y la aireacion.(36)

En el caso de Estreptococos, su desarrollo se da en medios
solidos en forma de colonias discoides, de aproximadamente 1

a 2 mm de diametro.(36)

Medios de cultivo: Sera el entorno adecuado para la proliferacion

bacteriana, el cual es rico en nutrientes.

Durante la presente investigacion se hizo uso de 3 medios de
cultivo, los cuales son: Caldo BHI (infusién cerebro-corazén),

Agar Sangre y Agar Mueller Hinton.

Caldo BHI (infusion cerebro-corazon): El caldo de infusion
cerebro-corazén es un medio utilizado para el cultivo de
microorganismos, incluidas bacterias aerdbicas y anaerodbicas.

Este medio es especialmente adecuado para la preparacion de
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inoculos  utilizados en pruebas de susceptibilidad a

antimicrobianos.(42)

Agar sangre: La base de agar sangre es un medio de uso
general que puede enriquecerse con sangre para favorecer el
crecimiento de una amplia variedad de organismos. Con sangre
anadida, este medio estd especialmente disefado para la
determinacion de reacciones hemoliticas tipicas que son
criterios diferenciadores importantes para estreptococos,

estafilococos y otros organismos.(42)

Agar Mueller Hinton: EI agar Mueller Hinton es un medio
recomendado para pruebas de susceptibiidad a los
antimicrobianos de especies comunes de rapido crecimiento,
microorganismos aerdbicos, mediante la técnica de difusion en
disco (método Kirby-Bauer).(42)
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2.3. Definicion de términos basicos

Autéctono: Propio de un lugar determinado.(43)

Citoplasma: Area de la estructura celular que comprende los 6rganos del

mismo.(44)
Pared celular: Envoltura celular, cubre la membrana celular.(44)

Membrana celular: Cubierta celular que permite el intercambio de

sustancias.(44)

Metabolismo: Mecanismo celular que degrada o sintetiza sustancias, para

generar energia.(44)

Antibidtico: Capaz de generar alteracion en el desarrollo o muerte de un

microrganismo.(44)
Patdgeno: Agente que produce una enfermedad.(44)

Anaerobio facultativo: Capacidad que tiene un microorganismo para tolerar
concentraciones bajas de oxigeno.(44)

Serotipo: Variedad de un microorganismo.(44)
Glucolisis: Descomposicion de la glucosa.(44)

In6culo: Concentracion de microorganismos que seran transferidos.(44)
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CAPITULOIIl: METODOLOGIA

3.1. Diseino de investigacion

Disefio experimental: Ya que en el presente estudio se manipuld de manera
intencional a la variable independiente y se observé su efecto sobre la variable
dependiente.(45,46)

3.2. Tipo de investigacion
El presente trabajo de investigacion tiene un enfoque cuantitativo, debido a que
se recolecto datos para la verificacion de la hipétesis, utilizando sistemas de

medicion numéricas y analisis estadisticos.(45)

Segun la planificacion de la toma de datos es prospectivo, en virtud de que la
recopilacion de datos fue de manera secuencial y segun el avance de la

investigacion.(45,46)

Segun el numero de ocasiones en que se mide la variable es longitudinal, debido
a que se realizaron observaciones en tres momentos diferentes (24h, 48h y
72h).(45,46)

Nivel Explicativo: puesto que se investigd las causas del comportamiento de las
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 frente al extracto etandlico de la

tusa de Zea mays L.(raza kculli - maiz morado).(45)
3.3. Poblacién y muestra
3.3.1. Muestra

Para esta investigacion la muestra elegida representa a la poblacién, de tal
manera que ambas (muestra y poblacién) son representadas por 20 placas
(20 repeticiones). Cada una de las placas fueron inoculadas con S. mutans
ATCC 25175 y contaron con 6 discos de difusion (pruebas experimentales y

controles) para finalmente obtener 120 discos de difusion.(45,46)

3.3.2. Criterios de seleccion de la muestra

Los criterios de inclusibn como de exclusion fueron en base a los

antecedentes vy el criterio razonado del especialista.
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Criterios de inclusion

Placas Petri inoculadas correctamente con Streptococcus mutans ATCC
25175 asi como con las concentraciones experimentales y controles, de tal
manera que se encuentren libres de contaminacion microbiana o agentes

fisicos que dificulten la lectura de los resultados.

Criterios de exclusion

Placas Petri con signos de contaminacion o con errores durante el

procedimiento.
3.3.3. Tipo de muestreo
El tipo de muestreo sera no probabilistico por conveniencia.(46)

3.4. Unidad de analisis

Representada por cada placa Petri inoculada con S. mutans ATCC 25175, cada

una presento 6 discos de difusion (pruebas experimentales y controles) por lo
que en total fueron 120 discos de difusion.

3.5. Variables
3.5.1. Identificacién de variables

e VI: Extracto etandlico de la tusa de Zea mays L. (raza Kculli — maiz

morado)

e VD: Actividad antibacteriana sobre S. mutans ATCC 25175
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3.5.2. Operacionalizacion de variables

Variables Definicién Definiciéon operacional Naturaleza | Escalade | Formade | Indicadores Instrumento | Expresion final de la
conceptual

dela medicion | medicion variable

variable
Extracto Es elresultado | Se prepararan diferentes | Cualitativo | Nominal Directa Concentracion | Fichas de Concentracion al 25%
etandlico de la | del proceso de | concentraciones del extracto del extracto recoleccion
tusa de Zea maceracion etandlico a través del proceso etandlico de de datos Concentracion al 50%
maysL. (raza | con etanol, de maceracion de la tusa de ZeamaysL. . o
Keulli — maiz obtenido a Zea mays L, generando Concentracion al 75%
morado) partir de la concentraciones del extracto Concentracion al
(variable tusade Zea etandlico de Zea maiz al 25%, 100%
independiente) | maysL. 50%, 75% y 100% con efecto

antibacteriano a las 24h, 48h
y 72h.




Variables Definicion Definiciéon operacional Naturaleza Escalade | Formade | Indicadores | Instrumento Expresion final de la
conceptual
dela medicion | medicion variable
variable
Actividad Capacidad Se expondran las | Cualitativo Nominal Indirecta | Diametro Fichas de Si existe actividad
antibacteriana | parainhibiro concentraciones delhalo de | recoleccionde | antibacteriana (SE)
sobre no el experimentales a placas Petri inhibiciéon datos cuando el halo de
Streptococcus | crecimiento con cepas de Streptococcus en mm, inhibicion es mayor a
mutans ATCC | bacterianodel | mutans ATCC 25175, para tomando en 8mm.
25175 (variable | Streptococcus | observar o no la sensibilidad cuentala , o
dependiente) | mutansATCC |de la bacteria frente al Escala de No existe actividad
25175. extracto experimental. Duraffourd antibacteriana (NE)

cuando el halo de
inhibicion es menor a
8mm.




3.6.

3.7.

Hipoétesis de la investigacion

3.6.1. Hipotesis general

e Si existe actividad antibacteriana del extracto etandlico de la tusa de Zea
mays L. (raza Kculli - maiz morado) sobre S. mutans ATCC 25175.

3.6.2. Hipotesis especificas

e Si existe actividad antibacteriana del extracto etandlico de la tusa de Zea
mays L. (raza Kculli - maiz morado) al 25%, 50%, 75% y 100%, sobre S.
mutans ATCC 25175.

e Si existe actividad antibacteriana del extracto etandlico de la tusa de

Zea mays L. (raza Kculli - maiz morado) a las 24h, 48h y 72h, sobre S.
mutans ATCC 25175.

Técnica e instrumento de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica de recoleccion de datos
La técnica aplicada fue la observacién, la cual nos permitid6 obtener los
resultados de los halos de inhibicidn de las placas Petri, en relacion a la

actividad antibacteriana.(47)

3.7.2. Instrumento

Se utilizd como instrumento, una ficha de recoleccién de datos (con 20
repeticiones y en base a la escala de Duraffourd), que se muestra en el
ANEXO 2.(47)

3.7.3. Procedimiento

3.7.3.1. Etapa de procedimientos administrativos

Se llevo a cabo las solicitudes correspondientes para cada area y el

orden fue de acuerdo a lo indicado inferiormente:

= Area agricola: hacia la Escuela Profesional de Agronomia
= Area bioquimica: hacia la Escuela Profesional de Quimica

= Area de microbiologia: hacia la Escuela Profesional de

Farmacia y Bioquimica



3.7.3.2. Etapa de aplicacion del instrumento

Cada uno de los pasos se ejecutd segun la orientacion, indicaciones y
la asesoria del Ingeniero Agronomo Wilfredo Catalan Bazan, Quimica
Jeronima Surco Fuentes y el Bidlogo Victor Andrés Tapia Puma; de
acuerdo a cada area.

Area agricola: con la asesoria del Doctor en Agricultura Sustentable,

Wilfredo Catalan Bazan.

Area bioquimica: con la asesoria de la Magister en Ciencias con

Mencioén en Productos Naturales, Jerénima Surco Fuentes.

Area microbioldgica: con la asesoria del Licenciado en Biologia Victor

Andrés Tapia Puma.

Asi como también se tomaran las charlas de capacitacion para el uso

de los laboratorios requeridos.

a. Cultivo de Zea mays L. (raza Kculli — maiz morado)

Para la obtencion de Zea mays L.- raza Kculli se establecieron
parcelas de multiplicacion en las instalaciones de la granja Kayra,
de tal manera que se garantiza la pureza (libre de fertilizantes u
otros pesticidas como herbicidas, insecticidas y fungicidas) del
maiz morado, que de lo contrario pudo haber generado
alteraciones en los resultados. Cabe resaltar que nuestra muestra
vegetal no tendra exactamente las mismas caracteristicas y

propiedades que otras muestras vegetales.

El material fue tomado del Banco de Germoplasma del Centro de
Investigacién en Cultivos Andinos (CICA) de la UNSAAC.

Las parcelas de multiplicacion fueron doce, todas de raza Kculli;
sin embargo, las semillas procedieron de tres diferentes
accesiones de la region de Cusco y que segun el Banco de

Germoplasma de la UNSAAC estan registrados como CMC - 619
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2020-2021, CMC — 558 2020-2021, CMC — Kculli 2016-2017. Cada accesion

contara con cuatro parcelas.
Lugar de cultivo:

e Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco - Granja

Kayra.
e Potrero numero 2
e Altitud: 3210 m.s.n.m. (48)

Durante este proceso se tomd en cuenta las indicaciones del
Ingeniero Agronomo Wilfredo Catalan Bazan del Centro de
Investigacion en Cultivos Andinos (CICA) de la UNSAAC.

FIGURA 1. Area de cultivo — Granja Kayra - UNSAAC

Fuente: Google earth (48)
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FIGURA 2. Diseno del cultivo
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Fuente: Elaboracién propia

b. Obtencion de Zea mays L. y reduccién mecanica de las tusas

Recoleccion de Zea mays L. - cosecha: Las mazorcas fueron
recolectadas de la granja Kayra y posterior a esta actividad se

mantuvieron 25 dias secando en el invernadero del CICA.

Seleccion: Se consideraron mazorcas libres de contaminacion
microbiana, con sefiales de golpes o abolladuras, con presencia
de insectos o en descomposicion; terminado el proceso, fueron
transportados en bolsas de papel Kraft al laboratorio de la escuela
profesional de quimica de la UNSAAC.(10)

Desgranado: Se retiraron los granos manualmente, para de esta

manera obtener 1kg de tusa.(49)

Molienda: Se fraccionaron las tusas en piezas de menor tamano

y luego pasaron por una licuadora doméstica.(50)

Almacenamiento: El resultado se traslad6 a 3 frascos ambar, con
capacidad de 1L. La relacién de solido — liquido fue de 100g tusa
y 100mL de etanol de 96°.(49)
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c. Preparacion del extracto etandlico de Zea mays L. — proceso
de maceracion

Se agregd alcohol etandlico de 96° a los 3 frascos, para luego
cerrarlos herméticamente y ser envueltos con papel aluminio
durante 15 dias. Este producto se mantuvo en refrigeracion

constante y se agité 1 vez al dia.(51)

Posterior a los 15 dias, se filtré con la ayuda del rotavapor a 50°C
durante 2h a 175 mbar, generando la evaporacion del etanol que
nos permiti6 acceder a la concentracion 100% pura de las tusas
de Zea mays L.(52,53)

d. Preparacion de las concentraciones buscadas

Con la finalidad de obtener las concentraciones deseadas, se
utilizé la muestra 100% pura; a la cual se le afiadié el alcohol
etandlico 96° como agente disolvente, este proceso fue de la

siguiente manera para cada concentracion buscada.

e Para obtener una concentraciéon al 25% de extracto etandlico
de maiz morado, se utilizé 5mL de la muestra pura y 15mL de

alcohol etandlico 96°.(49)

e Para obtener una concentracion al 50% de extracto etandlico
de maiz morado, se utiliz6 10mL de la muestra pura y 10mL

de alcohol etandlico 96°.(49)

e Para obtener una concentracion al 75% de extracto etandlico
de maiz morado, se utilizé 15mL de la muestra pura y 5ml de

alcohol etandlico 96°.(49)

e No se agregd ningun disolvente de tal modo que el extracto

sea 100% puro.
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e. Activacion de cepas de S. mutans ATCC 25175

Para la activacion de este tipo de cepas, fue necesario los medios
de cultivo de caldo BHI (Brain Heart Infusion) (LIOFILCHEM), agar
sangre (LIOFILCHEM)y Mdller-Hinton (LIOFILCHEM); que fueron
adquiridos através de Gen Lab. del Peru S.A.C., asi como la cepa
de Streptococcus mutans ATCC 25175 (MICROBIOLOGICS). Es
necesario mencionar que los medios de cultivo fueron activados
con anticipacion y de acuerdo a las indicaciones de cada

producto.

Como primer paso para la activacion de las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, se retirdé el hisopo del
empaque Yy se incorporé a un tubo de ensayo con capacidad de
5mL, que contenia 3mL de caldo BHI, posterior a ello se coloco
en una incubadora (H. W. KESSEL S. A. MODELO EK-610) a 37°
C por 24 horas.(51)

Terminado el proceso de incubacion, las cepas se transfirieron a
una placa Petri con agar sangre y pasaron nuevamente por un
proceso de incubacion (37° C por 24 horas).(47,54)

f. Estandarizacion en la escala de McFarland

Posterior a la incubacion se realizd la estandarizacion de acuerdo
al patron de turbidez de 0.5 en la escala de McFarland
(LIOFILCHEM) la cual es equivalente a 1.5 x 108 UFC (unidad
formadora de colonias), para ello fue necesario suero fisiolégico
(3mL) en un tubo de ensayo con capacidad de 5mLy con el asa
de siembra se inoculo colonias del agar sangre al tubo con la
solucion salina hasta llegar al patrén de turbidez deseado.
Seguidamente se aplico la solucion estandarizada a nuestras 20
placas Petri (con agar Mdiller-Hinton), con la ayuda de un hisopo
estéril.(51)

g. Prueba de sensibilidad bacteriana - Método de Kirby Bauer
Este método ayudo a evaluar la actividad antimicrobiana del

producto a prueba; para su cometido se utilizaron discos de papel
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filtro, los cuales fueron embebidos con las muestras
experimentales y posteriormente aplicados a las placas Petri para
su evaluacién. El analisis de cada placa se hizo de acuerdo a la
formacion de los halos de crecimiento o halos de inhibicién, que

se generaron alrededor de los discos.(47,51,52)

Los discos de papel filtro (WHATMAN) N°3 fueron perforados (6
mm de didmetro) con un sacabocado y se distribuyeron seis por
cada placa Petri, previamente embebidos con las diferentes
concentraciones y controles (concentracion al 25%, concentracion
al 50%, concentracion al 75%, concentracion al 100%, control
negativo con etanol 96° y control positivo con clorhexidina al
0.12%). Finalmente se generaron 120 discos de difusion (6 discos

de difusion en cada una de las 20 placas Petri).(52)

Grupos control:
e Controlo positivo: Gluconato de clorhexidina al 0.12%.
e Control negativo: Etanol 96°

Gluconato de clorhexidina 0,12%: Bacteriostatico de amplio
espectro antimicrobiano, caracterizado por su ya conocida
propiedad de sustantividad, que le permite generar un efecto

duradero, aun después de su administracion.(55)

Pueden ser considerados como control positivo dentro de una
investigacion, por su conocida actividad antimicrobiana en

diferentes literaturas.(51,52)

Etanol: Es un medio disolvente, que comunmente se aplica en
estudios donde buscan evaluar la actividad microbiana o
antioxidante, (56,57) En la presenta investigacion también fue
utilizado como control negativo, debido a que también actuara

como medio disolvente.
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FIGURA 3. Distribucion de las concentraciones y controles
dentro de cada placa Petri

Fuente: Elaboracién propia

Posterior a los 5 minutos de la aplicacion de los extractos
experimentales y los controles, las 20 placas Petri fueron
expuestas a anaerobiosis (Método de la Vela) e incubacion a 37°C
durante 24 horas.(11,47,52,54)

h. Lectura de placas y recoleccion de resultados

Culminado el tiempo de incubacion, las 20 placas Petri pasaron al
proceso de evaluacién; es necesario mencionar que se
prepararon 5 placas Petri adicionalmente en caso de algun error
o inconveniente, y que por lo tanto estas placas adicionales fueron
almacenadas hasta su debido uso. La medicion de los halos de
inhibicion fue conla ayuda de un vernier digital (TRUPER).(47,51)

Los datos obtenidos fueron registrados de acuerdo al tiempo
asignado (24h, 48h y 72h) en la ficha de recoleccion de datos, que

se observa en el ANEXO 2. Para la interpretacion de resultados

31



se tom6é como referencia los valores de sensibilidad segun
Duraffourd.(47)

Escala de Duraffourd: Nos permite evaluar el nivel de sensibilidad
bacteriana en base a la medicion de los halos de inhibicién que se
generan a causa de un agente antimicrobiano que se pone a
prueba. La escala varia en relacion al diametro de halo de

inhibicion.

CUADRO 2. Escala de sensibilidad segun Duraffourd

Sensibilidad nula (-) Inferior a 8 mm

Sensible (+) Mayor a 8 mm y menor o igual a
14 mm

Muy sensible (++) De 15 mm hasta 20 mm

Sumamente sensible (+++) | Superior a 20 mm
Fuente: (51,58,59)

FLUJOGRAMA 1. Protocolo del trabajo de investigacion
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FLUJOGRAMA 2. Protocolo del trabajo de investigacion en el area agricola

Siembra de Zea mays L. E> Evaluaciones periodicas [{) Cosecha de Zea mays L

— maiz morado — raza (riesgo, deshije, aporque — maiz morado — raza
Keculli, en condiciones y eliminacién de mala Keulli
optimas hierba)

FLUJOGRAMA 3. Protocolo del trabajo de investigacion en el area bioquimico

Secado, molienda vy Preparacion del extracto E> Preparacion de las
almacenamiento de las etandlico de las tusas de concentraciones
Zea mays L. — maiz buscadas

tusas de Zea mays L. — ’
4 morado — raza Kculli

maiz morado - raza
Keulli

FLUJOGRAMA 4. Protocolo del trabajo de investigacion en el area microbiologico

Activacion de cepas de E> Prueba de sensibilidad E> Lectura de  placas,
Streptococcus mutans ) . recoleccion y analisis de
bacteriana - Método de

ATCC 25175 Kirby Bauer resultados.

3.8. Plan de analisis estadistico

Respecto al procesamiento de los datos obtenidos, se utilizé el programa Excel
Office 2019.

3.9. Aspectos éticos

De acuerdo al disefio experimental de la investigacién, se tomd en cuenta los
protocolos de bioseguridad de los laboratorios de la Escuela Profesional de
Quimica como de Farmacia y Bioquimica, durante la etapa de maceracién de la
muestra, preparacion de medios de cultivo, plaqueado vy lectura de los halos de
inhibicion. Las guias de laboratorio también permitieron el correcto manejo del

ejemplar vegetal y la especie biolégica de S. mutans ATCC 25175.

Por ultimo, los investigadores declararon no tener algun conflicto de intereses.
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CAPITULOIV: RESULTADOS

TABLA 1. Promedios de la actividad antibacteriana del extracto experimental
de Zea mays L. y los controles, de acuerdo a las diferentes concentraciones y

tiempos
Concentraciones/controles Halos de inhibicion en mm
Alas 24h | Alas 48h | Alas 72h

Concentracion al 25% 6 (NE) 6 (NE) 6 (NE)
Concentracion al 50% 6 (NE) 6 (NE) 6 (NE)
Concentracion al 75% 6 (NE) 6 (NE) 6 (NE)
Concentracion al 100% 6 (NE) 6 (NE) 6 (NE)
Control + 13,0 (SE) 12,3 (SE) 12,4 (SE)
Control - 6 (NE) 6 (NE) 6 (NE)

En la tabla N°1 se observa los halos de inhibicién generados a los diferentes

tiempos y concentraciones, asi como los controles; donde los valores de los

extractos experimentales (25%, 50%,75% y 100%) y el control negativo (etanol

96°) presentaron un valor constante igual a6mm, lo que segun Duraffourd significa

que no existe actividad antibacteriana al tener un valor menor a 8mm, mientras

que el control positivo (clorhexidina 0,12%) vario a las 24h (13,0mm), 48h

(12,3mm)y 72h (12,4mm) por lo que si presenta actividad antibacteriana.

(SE: Si existe actividad antibacteriana; NE: No existe actividad antibacteriana)
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TABLA 2. Promedios de la actividad antibacteriana del extracto experimental

de Zea mays L., de acuerdo a las diferentes concentraciones

Concentraciones

Halos de inhibicion en mm

Concentracion al 25% 6 (NE)
Concentracion al 50% 6 (NE)
Concentracion al 75% 6 (NE)
Concentracion al 100% 6 (NE)

En la tabla N°2 se observa los halos de inhibicion generados a las diferentes

concentraciones, donde los promedios presentan un valor constante igual a

6mm, valor que indica la ausencia de actividad antibacteriana segun Duraffourd.

(SE: Si existe actividad antibacteriana;, NE: No existe actividad antibacteriana)
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TABLA 3. Promedios de la actividad antibacteriana del extracto experimental
de Zea mays L., de acuerdo a los diferentes tiempos

Tiempos Halos de inhibicion en mm
A las 24h 6 (NE)
A las 48h 6 (NE)
Alas 72h 6 (NE)

En la tabla N°3 se observa los halos de inhibicion generados a los diferentes
tiempos, donde los promedios presentan un valor constante igual a 6mm, valor

que indica la ausencia de actividad antibacteriana segun Duraffourd.

(SE: Si existe actividad antibacteriana; NE: No existe actividad antibacteriana)
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CAPITULOV: DISCUSIONY COMENTARIOS

5.1. Descripcion de los hallazgos mas relevantes y significativos

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue la evaluacion de la actividad
antibacteriana de un producto autéctono de nuestro pais, el maiz morado, en
vista de los reportes de investigacion acerca de su actividad sobre varios
organismos patégenos. La presente investigacion se llevdé a cabo en tres
diferentes areas, que permitieron complementar adecuadamente el proceso de
ejecucion del proyecto, para finalmente realizar la lectura y analisis de los

resultados encontrados.

En general el extracto que se puso a prueba frente a S. mutans ATCC 25175 no
demostré su efectividad, por su valor constante de 6mm, el cual al ser menor a
8mm indica una sensibilidad nula ante la muestra alcohdlica experimental, este
evento se presentd alas concentraciones preparadas (25%, 50%, 75% y 100%)
y en los tres momentos de evaluacién (24h, 48h y 72h). El valor constante
conseguido difiere con los resultados de las revisiones previas (antecedentes
nacionales e internacionales) en donde todos presentaron actividad
antibacteriana (halos de inhibicion mayores a 8mm), al menos ante una

concentracion de la preparacion experimental.

5.2. Comparacidn critica con la literatura existente
La sensibilidad nula (6mm) reportada por la presente investigacion coincide con
Masaquiza, quien con su muestra vegetal de maiz morado, encontr6 los mismos
valores promedio a la concentracion de 10ug/mL (evaluacion a las 48h) frente a
E. coli ATCC 25922, B. cereus ATCC 10876 y L. monocytogenes ATCC 19115,
este valor negativo también se obtuvo a la concentracion de 25ug/mL (evaluacion
a las 48h) frente a B. cereus ATCC 10876 y L. monocytogenes ATCC 19115; el
resto de valores promedio, oscil6 entre 10,0mm y 28,3mm, afirmando su
propiedad antibacteriana. Rabago con su muestra vegetal de maiz criollo azul,
observd que a la concentracion del 100% (evaluacion a las 24h) el halo de
inhibicion promedio fue igual a 7,6mm ante L. monocytogenes ATCC 7544,
indicandonos una sensibilidad nula y coincidiendo con Masaquiza; pero fue
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mayor a 8mm frente a E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 14028, S.
flexneri ATCC 12022 y S. aureus ATCC 25923. Bernal con su muestra vegetal
de arandano, obtuvo un halo de inhibicion promedio igual a 9,7/mm a la
concentracion del 25% (evaluacion a las 24h) frente a S. mutans, marcando su
poder antibacteriano, contrariamente a resultados expuestos en esta
investigacion. Palacios y Coila con su muestra vegetal de ayrampo, consigui6
un halo de inhibiciéon promedio igual a 6mmy 7,7mm a la concentracion de 25%
y 50% respectivamente (evaluaciéon entre las 24h — 48h) frente a S. mutans
ATCC 25175, mientras que a las concentraciones de 75% y 90% (evaluacion
entre las 24h — 48h) los valores promedio fueron mayores a 8mm, notando que
la sensibilidad nula se obtuvo solo a las mas bajas concentraciones
experimentales. Polo con su muestra vegetal de maiz morado, obtuvo un halo
de inhibicién promedio igual a 6mm frente a E. coli ATCC 8739 y B. subtilis ATCC
6633 a la concentracion de 25mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL y 200mg/mL
(evaluacion a las 24h), pero que frente a P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus
ATCC 25933 y C. albicans ATCC 10231 los valores fueron superiores a 8mm
con las mismas concentraciones (evaluacion a alas 24h). Becerra y Torres(10)
con su muestra vegetal de arandano, observé valores superiores a 8mm en sus
diferentes concentraciones de 50%, 75% y 100% (evaluacion a las 24h) frente a
S. mutans ATCC 25175. Rodriguez(11) con su muestra vegetal de arandano y
uva, preparo los extractos a las concentraciones de 15% y 30% para cada
ejemplar vegetal, consiguiendo halos de inhibicion promedio mayores a 8mm
frente a S. mutans ATCC 25175 (evaluacion a las 24h). Finalmente Cruzado y
Palomino(12) con su muestra vegetal de berenjena, encontré valores menores
a 8mm a las concentraciones de 25% y 50% (evaluaciones a las 24 y 48h) y
mayores a 8mm a la concentracion de 75% (evaluaciones a las 24 y 48h) frente
a S. mutans ATCC 25175.

Los mencionados estudios nos revelan que la actividad antibacteriana (sobre S.
mutans) y en general la funcién antimicrobiana (incluyendo otros patégenos), se
presentan normalmente a mayores concentraciones de los preparados
experimentales y que hay una cierta predisposicion de sensibilidad nula frente a

E. coliy L. monocytogenes.
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Se presume que el motivo de los valores obtenidos en el presente trabajo de
investigacion, hayan sido influenciados por 6 aspectos los cuales resaltaron

durante la revision de los antecedentes y el presente trabajo.

El primer aspecto es el Origen de la obtencion de la muestra vegetal, a causa
de que el uso de plaguicidas (materiales quimicos) u otros agentes quimicos,
antes de la siembra, durante el crecimiento y después de la cosecha, podrian
generar algun tipo de alteracion en la composicion de cada producto, lo que no

garantizaria la estructura original de la muestra vegetal.

Estos elementos quimicos utilizados en el area agricola, pueden catalogarse
segun su empleo, en insecticidas, fungicidas, herbicidas y raticidas, y segun su
familia quimica, en organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretoides,
compuestos bipiridilicos y sales inorganicas.(60) En 2012 se realiz6 un estudio
donde se evalué la presencia de ciertos plaguicidas (organofosforados vy
piretroides) en la composicién de Zea mays L., después de hacer uso de los
mencionados agentes quimicos se detectaron residuos de los mismos en el
producto vegetal.(61) Por otra parte se reporta que los plaguicidas
organoclorados son capaces de ser cometabolizados por células vegetales,

convirtiéendose asi en parte de su estructura.(62)

La presente investigacion tomo en cuenta este importante aspecto y con el fin de
evitar sesgos en la investigacion, se realiz6 la siembra y cosecha bajo las
indicaciones de un especialista en el area, evitando el uso de compuestos
quimicos durante su produccion, a diferencia de Masaquiza quien menciona que
la obtencién del material vegetal fue a través de un mercado local, por su parte
Rabago indica que el maiz criollo azul fue cultivado en condiciones de riego pero
no se especifica el uso o no de componentes quimicos durante el largo proceso
agricola; Bernal no menciona el origen en la obtencion del arandano; Palacios
y Coila indican que la obtenciéon del material fue del distrito de Caracoto en la
region de Puno, pero tampoco profundiza en el tema al igual que Polo quien
refiere que la muestra de maiz morado fue obtenida de la provincia de Canta en
la ciudad de Lima; Becerra y Torres obtuvieron el arandano del caserio de
Solecape en Lambayeque; mientras que Rodriguez no menciona el origen de la

obtencién de la uva y el arandano, y por ultimo Cruzado y Palomino solo
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mencionan que la recoleccion de la muestra vegetal fue hecha por el operador,

lo que genera vacios en relaciéon a este importante aspecto.

En base alo ya mencionado, la poca o nula informacion acerca de la obtencion
de la muestra vegetal, traen consigo dudas en cuanto a la composicion original
y su alteracion por parte de los productos quimicos que podrian influir en la

actividad antibacteriana de este tipo de investigaciones.

El segundo aspecto es el Numero de repeticiones de las pruebas
microbiolégicas, ya que al realizar un mayor numero de repeticiones, existe
mayor probabilidad de que los resultados obtenidos presenten un caracter mas

preciso, reduciendo el factor error.

Por ello en la presente investigacion realizada se llevaron a cabo 20 repeticiones
microbiologicas, tomando en cuenta los antecedentes y las indicaciones del
especialista en esta area; a diferencia de Masaquiza quien realizd 3
repeticiones, Rabago una repeticion; Bernal 10 repeticiones, asi como Palacios
y Coila; Polo 3 repeticiones; Becerra y Torres 10 repeticiones; Rodriguez 15

repeticiones y por ultimo Cruzado y Palomino que realizo 8 repeticiones.

Como ya se menciono, este trabajo de investigacion realizd 20 repeticiones, con
la intencion de mejorar este aspecto en base a los estudios previos, en vista de
un bajo numero de repeticiones, que podrian no generar seguridad en sus

resultados expuestos.

En el tercer aspecto tenemos ala Variacion en la composicién de metabolitos
secundarios, este grupo de metabolitos secundarios es muy amplio, por lo que
una de las causas de los resultados negativos expuestos en el presente estudio,
podria ser el contenido especifico de ciertos MS que no se encontraron en
nuestro ejemplar vegetal morado y si en las muestras vegetales de los
antecedentes.

El analisis de la composicion de los metabolitos secundarios por Palacios y
Coila demostraron abundante presencia de alcaloides y compuestos fendlicos
en el ayrampo; Polo en su andlisis fitoquimico de Zea mays L. (maiz morado)
nos demuestra la mediana reaccion positiva ante la presencia de compuestos
fendlicos, y por su parte Becerra y Torres encontraron en gran abundancia
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compuestos fendlicos y alcaloides en el arandano. El comun denominador
mencionado por los investigadores, fue la existencia de compuestos fendlicos
(metabolitos secundarios de gran relevancia) en la estructura de las muestras
experimentales, por lo cual podria atribuirse la actividad antibacteriana a estos
elementos secundarios; sin embargo, cabe mencionar que este gran grupo
cuenta con diferentes tipos, por lo que al momento de afirmar la capacidad
antibacteriana, deberia ser con un grado de especificidad, mencionando el
compuesto activo que genera este efecto bactericida o bacteriostatico. Otro
aspecto a mencionar es que el analisis fitoquimico no fue realizado en todos los
estudios predecesores, generando un vacio en relacion al metabolito secundario
que genero la actividad antibacteriana sobre los microorganismos indicadores; y
por ultimo al carecer de un andlisis fitoquimico en la presente investigacién, pero
basandonos en la literatura, no podemos afirmar que nuestro producto vegetal
presenta 0 no metabolitos secundarios similares o iguales a los apreciados en

los antecedentes.

El cuarto aspecto esta en relacion a los Microorganismos indicadores,
quienes nos demuestran que a pesar de que las especies microbioldgicas
pertenezcan al mismo reino o presenten una estructura similar, no garantiza que
la respuesta ante un agente experimental sea la misma, ya que la actual
investigacion tomo en cuenta Streptococcus mutans ATCC 25175 (bacteria
Gram positivo); mientras que Masaquiza Escherichia coli ATCC 25922 (bacteria
Gram negativo) , Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 (bacteria Gram
negativo), Listeria monocytogenes ATCC 19115 (bacteria Gram positivo),
Bacillus cereus ATCC 10876 (bacteria Gram positivo) y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (bacteria Gram positivo); Rabago a Escherichia coli ATCC 25922
(bacteria Gram negativo), Salmonella typhimurium ATCC 14028 (bacteria Gram
negativo), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bacteria Gram positivo),
Listeria monocytogenes ATCC 7544 (bacteria Gram positivo) y Shigella flexneri
ATCC 12022(bacteria Gram negativo),y finalmente Polo aplicdé el extracto a
evaluar sobre Bacillus subtilis ATCC 6633 (bacteria Gram positiva),
Staphylococcus aureus ATCC 25933 (bacteria Gram positivo), Escherichia coli
ATCC 8739 (bacteria Gram negativo), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(bacteria Gram negativo) y Candida albicans ATCC 10231(hongo).
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Las investigaciones pasadas nos revelan gran coincidencia sobre el grupo
microbiologico, al ser la gran mayoria una bacteria Gram positiva como lo es S.

mutans.

El penultimo aspecto es acerca de la Preparacion del producto a poner a
prueba, aqui el proceso de maceracion fue elegido para la ejecucion de este
trabajo debido a que comunmente se emplea para determinar propiedades

antibacterianas o antioxidantes.(57)

En la presente investigacion, para el analisis del maiz morado Raza Kculli frente
a S. mutans ATCC 25175, se prepard un extracto etandlico al 96%, el cual paso
por un proceso de maceracion de 15 dias; al respecto Masaquiza aislé algunos
metabolitos secundarios del maiz morado con el método de secado por
aspersion, generando la microencapsulacion de los mismos y para las pruebas
microbioldgicas se disolvieron en agua destilada estéril; por su parte Rabago
extrajo la muestra con la ayuda de metanol y para el analisis microbiolégico esta
se disolvid en agua desionizada estéril; en su procedimiento Bernal paso el
extracto por un proceso de didlisis y para su lectura microbiologica se le
incorporé agua bidestilada; Palacios y Coila consideraron que para la
preparacion del extracto de ayrampo, era necesario utilizar etanol 70° junto con
un proceso de maceracion de 7 dias; Polo obtuvo el extracto con la ayuda de
alcohol etilico de 96° y el tiempo de maceracién también fue de 7 dias; Becerra
y Torres realizaron la maceracion alcohdlica durante 10 dias; Rodriguez
preparé el extracto hidroetandlico con etanol y agua, por ultimo Cruzado y
Palomino prepararon el extracto hidroetandlico con alcohol 70° y agua en 10

dias.

Se aprecia que la mayoria de investigaciones previas utilizd un compuesto
alcohdlico, lo que ratifica su uso en el presente trabajo de investigacion, al haber
empleado alcohol etandlico de 96° y aumentado el tiempo de maceracion que
permita la liberacion de la mayor cantidad de metabolitos secundarios. Por
ultimo, es necesario mencionar que este solvente garantiza la viabilidad de este

tipo de investigaciones.

El dltimo aspecto esta en relacion a los Pisos Altitudinales de cultivo, ya que

las diferentes condiciones de cada piso climatico pueden generar variacion en la
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composicion de la estructura del producto, que podria provocar un aumento,
disminucion o carencia de los metabolitos secundarios, a los cuales se les

atribuye dicha actividad antimicrobiana.

En relacion a este aspecto importante, Masaquiza obtuvo la muestra de la
ciudad de Ambato en Ecuador; Rabago de Sinaloa México; Bernal no menciona
de donde tomo la muestra pero se podria asumir que fue del mismo lugar de
donde se reporta la investigacion, Querétaro Meéxico; Palacios y Coila
obtuvieron la muestra de la provincia de Carato en Puno; Polo de Canta, una
provincia de Lima; Becerra y Torres del caserio de Solecape en Lambayeque;
Rodriguez no menciona este aspecto, pero se le puede atribuir que la obtencion
fue de Trujillo, por ser esa ciudad donde se realizé la investigacion, y por ultimo
Cruzado y Palomino quienes tampoco mencionan de donde obtuvieron la

muestra, por lo que se le atribuye al lugar de investigacion, Truijillo.

Como se puede apreciar los pisos térmicos son diferentes segun cada
investigador, pero la mayoria reporta que la obtencion de la muestra vegetal fue
de pisos longitudinales inferiores a 3000 msnm, con la excepcion de Caracoto,
por lo que este aspecto podria ser una causa de los resultados obtenidos en la
presente investigacion, ya que en este caso la muestra fue obtenida de un piso
longitudinal mayor a 3000msnm, difiriendo con la mayoria de los estudios

previos.
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CONCLUSIONES

Los halos de inhibicion demuestran que no existe actividad antibacteriana del
extracto etandlico de Zea mays L. sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
conforme a la Escala de Duraffourd, por lo que se rechaza la hipdtesis
general.

Los halos de inhibicién demuestran que no existe actividad antibacteriana del
extracto etandlico de Zea mays L. sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
a las diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%), conforme a la
Escala de Duraffourd.

Los halos de inhibicibn demuestran que no existe actividad antibacteriana del
extracto etandlico de Zea mays L. sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

a los diferentes tiempos (24h, 48h y72h), conforme a la Escala de Duraffourd.
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RECOMENDACIONES

A los docentes de la Escuela Profesional de Odontologia del area de
Investigaciéon: En vista de los resultados obtenidos, se recomienda que, a
través de los docentes, los estudiantes puedan orientar los futuros estudios
a la busqueda de la identificacion de otras propiedades del maiz morado que
podrian ser utiles en nuestra sociedad, o ahondar en sus propiedades ya
conocidas (antioxidante).

A los docentes de la Escuela Profesional de Biologia: En vista de la falta de
actividad antibacteriana sobre S. mutans por parte del extracto etandlico de
Zea mays L., se recomienda que los mencionados profesionales puedan
orientar a realizar el analisis bacterioloégico sobre otras cepas patologicas,
que también se encuentran en relacidon con la caries dental o con otras
patologias bucales.

A los docentes de la Escuela Profesional de Quimica: Se recomienda que a
través de ellos se pueda orientar a los estudiantes, tomar en cuenta los
analisis fitoquimicos exhaustivos a este tipo de estudios experimentales, ya
que permitiran complementar asertivamente la investigacion.

Al jefe de Laboratorio de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica:
Se recomienda que en futuros trabajos de investigacion, realizados en las
instalaciones de las cuales esta a cargo, se tomen en cuenta los cinco
aspectos mencionados anteriormente para este tipo de investigaciones, de
tal manera que haya un control adecuado del lugar de siembra, un numero
importante de repeticiones microbiolégicas y reduccion de posibles errores,
con el fin de mantener y mejorar el rigor cientifico de las posteriores
investigaciones.

A la Comision de Investigacion de la Escuela Profesional de Odontologia: Se
recomienda que tomen en cuenta el trabajo multidisciplinario en este tipo de

trabajos de investigacion, permitiendo obtener resultados mas certeros.
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ANEXOS



Anexo 1: Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOS
Problema general Objetivo general Hipotesis general Variables de estudio Tipo de investigacion
¢ Existe actividad | Determinar la actividad | Si existe actividad | Variable independiente:

antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de la

antibacteriana in vitro
del extracto etandlico

antibacteriana del
extracto etandlico de

Extracto etandlico de la
tusa de Zea mays L.

tusa de Zea mays L. (raza | de la tusa de Zea mays | la tusa de Zea mays | (raza Kculli - maiz

Kculli - maiz morado) | L. (raza Kculli - maiz | L. (raza Kculli - maiz | morado)

sobre Streptococcus | morado) sobre | morado) sobre

mutans ATCC 251757 Streptococcus mutans | Streptococcus Variable  dependiente:
ATCC 25175. mutans ATCC | Actividad antibacteriana

25175. sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175
Problemas especificos Objetivos especificos | Hipotesis Expresién final de
¢ Existe actividad | Determinar la actividad | especificas variables

antibacterianain vitro del
extracto etandlico de la
tusa de Zea mays L. (raza

Kculli - maiz morado) al
25%, 50%, 75% y 100%,
sobre Streptococcus

mutans ATCC 251757

¢ Existe actividad
antibacterianain vitro del
extracto etandlico de la
tusa de Zea mays L. (raza
Kculli - maiz morado) a
las 24h, 48h y 72h, sobre
Streptococcus mutans
ATCC 251757

antibacteriana in vitro
del extracto etandlico
de la tusa de Zea mays
L. (raza Kculli - maiz
morado) al 25%, 50%,
75% vy 100%, sobre
Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Determinar la actividad
antibacteriana in vitro
del extracto etandlico
de la tusa de Zea mays

L. (raza Kculli - maiz
morado) a las 24h, 48h
y 72h, sobre
Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Si existe actividad
antibacteriana del
extracto etanélico de
la tusa de Zea mays
L. (raza Kculli - maiz
morado) al 25%,
50%, 75% y 100%,
sobre Streptococcus
mutans ATCC
25175.

Si existe actividad
antibacteriana del
extracto etandlico de
la tusa de Zea mays
L. (raza Kculli - maiz
morado) a las 24h,

48h y 72h, sobre
Streptococcus
mutans ATCC
25175.

Variable independiente:

Concentracion al 25%
Concentracion al 50%
Concentracion al 75%
Concentracion al 100%

Variable dependiente:

Existe actividad
antibacteriana cuando €l

halo de inhibicion es
mayora 8mm.
No existe actividad

antibacteriana cuando €l
halo de inhibicion es
menora 8mm.

Enfoque cuantitativo,
prospectivo y longitudinal

Nivel de investigaciéon
Nivel Explicativo

Disefio de investigacion
Disefio experimental

Muestra

Un numero de 20 placas
Petri (20 repeticiones).
Cada unadelas placas fue
inoculadacon ATCC 25175
y conto con 6 discos de
difusion, generando
finalmente 120
sensidiscos.
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Anexo 2: Instrumento
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Anexo 3: Documentos administrativos

Certificacion de pureza de Zea mays L.
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Autorizacion de ingreso a las instalaciones de la Granja Kayra
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Certificado de Streptococcus mutans ATCC 25175
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Autorizacion del uso de laboratorio de la Escuela Profesional de
Quimica
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Autorizacion del uso de laboratorio de la Escuela Profesional de Farmacia
y Bioquimica
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Anexo 4: Bitacora fotografica de la investigacion

Visita previa a la fecha de
siembra: visita al banco de
germoplasma Kayra-UNSAAC

Visita 11: 16 de enero del 2024

Visita 24: 22 de
mayo del 2024

Visita 27: 13 de
junio del 2024

Fecha de siembra: 10
de octubre del 2023

Visita 16: 18 de
febrero del 2024

Visita 25: 03 de
junio del 2024

Visita 28: 28 de
junio del 2024

Visita 9: 18 de diciembre del 2023

Visita 22: 24 de
abril del 2024

Visita 26: 05 de
junio del 2024

Laboratorio de Bioquimica:

30 de junio del 2024




Laboratorio de Bioquimica:
03 dejulio del 2024

Laboratorio .de Bioquimica:
01 de julio del 2024

Laboratorio .de
Bioquimica: rotavapor
18 de julio del 2024

Laboratorio .de
Bioquimica: extracto
19 de julio del 2024

Laboratorio .de Farmacia 'y
Bioquimica: preparacion de
medios de cultivo

22 dejulio del 2024

Laboratorio .de Farmaciay
Bioquimica: preparacion de
medios de cultivo

22 dejulio del 2024

Laboratorio .de Farmacia y
Bioquimica: preparacion de
los discos de difusion

22 de julio del 2024

Laboratorio .de
Bioquimica: filtracion
18 de julio del 2024

Laboratorio .de Bioquimica:
peso final del extracto
19 de julio del 2024

Laboratorio .de Farmacia 'y
Bioquimica: concentraciones
al 25%, 50%, 75% y 100%
22 de julio del 2024

Laboratorio .de Farmacia 'y
Bioquimica: preparacion de
medios de cultivo

22 dejulio del 2024

(clorhexidina al 0,12%) y

2?2 de itllin del 2024

Laboratorio .de Farmaciay
Bioquimica: control positivo

control negativo (etanol 96°)




Laboratorio .de Farmacia y
Bioquimica: inoculacion de
SM ATCC 25175

24 dejulio del 2024

Laboratorio .de Farmacia y
Bioquimica: inoculacion de
las diferentes
concentraciones y controles
24 dejulio del 2024

Laboratorio .de Farmacia y
Bioquimica:
24 dejulio del 2024

Laboratorio .de Farmaciay
Bioquimica: segunda
lectura de placas Petri

26 deiulio del 2024

Laboratorio .de
Farmacia y Bioquimica:
24 dejulio del 2024

Laboratorio .de Farmacia 'y

placas Petri
25 dejulio del 2024

Bioquimica: primera lectura de

Laboratorio .de Farmaciay
Bioquimica: segunda lectura
de placas Petri

26 de julio del 2024

Laboratorio .de Farmaciay
Bioquimica: primera lectura
de placas Petri

25de julio del 2024

Laboratorio .de Farmacia y
Bioquimica: tercera lectura
de placas Petri

27 dejulio del 2024
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