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4. RESUMEN

El propoleo es una sustancia gomo-resinosa elaborada por las abejas, producto de la
recoleccion de yemas y exudados de plantas. Su actividad antibacteriana ha sido
ampliamente estudiada, sabiendo que dicha actividad puede variar segun, origen
geografico, tipo de flora circundante, especie recolectora, modo de recoleccion e
incluso la estacion en la cual es recolectada. Lamentablemente no se han podido
corroborar mediante estudios. El objetivo fue comparar la efectividad antibacteriana
de los extractos etanolicos de propoleo recolectado en Santiago de Chuco en las
estaciones de verano y otofio sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175. Se recolectaron las muestras en verano y otofio, las que fueron rotuladas como
A'y B por una persona ajena al estudio, se prepararon extractos etanolicos de propéleo
al 5% por cada muestra. Las cepas de S. mutans ATCC 25175 se activaron para ser
sembradas en placas con Agar Cerebro Corazon; se les realizaron pocillos y se
dividieron en cuatro grupos para el enfrentamiento antibacteriano de ambos extractos
mas controles, positivo (digluconato de clorhexidina 0.12%) y negativo (etanol 96°).
Empleando la prueba T-student, se mostré un halo de inhibicion de 26.4+2.6 mm. para
el extracto recolectado en otofio, de 18.2+1.8 mm para verano, 0 mm para el control
negativo y por ultimo de 13mm para el control positivo. Con una diferencia
significativa a favor del extracto recolectado en otofio a comparacion del recolectado
en verano se concluye que la estacion en que se recolecta el propdleo si influye sobre

el crecimiento de S. mutans.

Palabras Claves: Propolis, clima, S mutans, efectividad antibacteriana
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ABSTRACT

Propolis is a gomo-resinous substance made by bees, the product of the collection of
buds and exudates of plants. Its antibacterial activity has been widely studied, knowing
that this activity can vary according to geographical origin, type of surrounding flora,
collecting species, mode of collection and even the season in which it is collected.
Regrettably, they have not been corroborated by studies. The objective was to compare
the antibacterial effectiveness of the ethanol extracts of propolis collected in Santiago
de Chuco in the summer and autumn seasons on the growth of Streptococcus mutans
ATCC 25175. The samples were collected in summer and autumn, which were labeled
as A and B by a person outside the study, ethanol extracts of propolis at 5% were
prepared for each sample. Strains of S. mutans ATCC 25175 were activated to be plated
on Heart Brain Agar plates; wells were performed and divided into four groups for the
antibacterial challenge of both extracts plus controls, positive (chlorhexidine
digluconate 0.12%) and negative (96% ethanol). Using the T-student test, an inhibition
halo of 26.4 £ 2.6 mm was shown. for the extract collected in autumn, 18.2 + 1.8 mm
for summer, 0 mm for negative control and lastly 13 mm for positive control. With a
significant difference in favor of the extract collected in autumn compared to that
collected in summer, it is concluded that the season in which propolis is collected does

influence the growth of S. mutans.

Key Words: Propolis, climate, S mutans, antibacterial effectiveness
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l. INTRODUCCION

El propdleo es una sustancia gomo-resinosa elaborada por las abejas, producto de la
recoleccion de yemas y exudados de plantas, con B-glucosidasa que se encuentra en
las secreciones de las glandulares y la hipofaringe de las abejas. La palabra propéleo
deriva del griego pro que significa defensa y polis que significa comunidad o ciudad
es decir significa en defensa de la ciudad haciendo referencia a la colmena ya que usan
este producto para sellar grietas y agujeros en las paredes de la colmena, asimismo

para embalsamar insectos invasores con la finalidad de autoprotegerce. %

Por lo general el propdleo esta compuesto por resinas, ceras, polifenoles, polisacaridos,
materias volatiles, y ademas de otras sustancias. Este producto es conocido desde la
antigliedad por poseer diversas propiedades biolégicas y farmacoldgicas como
antiviral, anti fangica, antioxidante, antinflamatoria, antitumoral, inmunomodulador y
principalmente antibacteriana, estas propiedades estan directamente relacionada con
sus compuestos organicos siendo principalmente los polifenoles como flavonoides;
asimismo terpenoides, esteroides, naftaleno, derivados de estilbeno y los &cidos

grasos. 134

Su enfoque ha ido principalmente dirigido hacia su actividad antibacteriana ya que
inhibe bacterias del tipo gram positivas; por otro lado aunque se sabe que dicha
actividad puede variar segun la técnica de purificacion, tipo y concentracion del
disolvente que se emplea para su purificacion, su origen geogréafico, tipo flora
circundante, especie recolectora, modo de recoleccion, temporada e incluso la estacion
en la cual es recolectada; no se han podido corroborar mediante estudios enfocados en

evaluar esas variables exclusivamente. * El objetivo de este estudio de investigacion es



comparar la efectividad antibacteriana de los extractos etanodlicos de propdleo
recolectado en Santiago de Chuco en las estaciones de verano y otofio sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 2517.

1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes:

Veloz et. al. ® (2015) en su estudio Antibiofilm Activity of Chilean Propolis on
Streptococcus mutans Is Influenced by the Year of Collection evaluaron si el afio de
recoleccion de los propdleos influye en su actividad contra Streptococcus mutans
ATCC 25175. Emplearon extractos de propoleos ricos en polifenoles recolectados en
tres afos diferentes (2008, 2010, 2011), cuantificaron el contenido de polifenoles
totales y grupos de flavonoides y evaluaron el efecto antibacteriano en Streptococcus
mutans a traves de la formacion de halo de inhibicion y la formacion de biopeliculas.
Como resultado obtuvieron que hubo diferencia en el conteo de polifenoles totales,
flavonas y flavonoles para el afio 2010, y la composicion quimica entre los extractos.
No hubo diferencia entre la actividad antimicrobiana sobre S. mutans, sin embargo
existio una diferencia significativa en la formacion de la biopelicula, donde se vio una
mayor actividad en el afio 2010. Concluyeron que la actividad de extractos ricos en

polifenoles de propoleo chileno depende del afio de recoleccion

Samara et al ® (2010), en su estudio Biotecnologia en el Sector Agropecuario y
Agroindustrial evaluaron la actividad antimicrobiana de dos extractos etandlicos de
propdleo derivados de apicolas localizados en Buenos Aires, con temperatura de 23°C
a 1.225 m.s.n.m. y Totord en a una temperatura de 14°C, a 2.750 m.s.n.m. Los

resultados mostraron un efecto bactericida de ambos extractos; el de Buenos Aires



inhibié a P. aeruginosa a una concentracion significativamente menor que el de
Totord, asimismo mostré una mayor diversidad quimica, lo que sugiere que la
presencia de compuestos estan implicados dicha inhibicion. Por lo que concluyeron
que los resultados pueden estar sujetos a la variedad quimica en la flora y posiblemente

al clima del lugar.

Jara 7 (2014) en su estudio Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de cinco
propbleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) vy
streptococcus sanguinis (ATCC 10556) evalud el efecto antibacteriano de cinco
propdleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis
donde compar6 a cuatro marcas de propéleo comercial con un extracto metanolico de
propdleo de Oxapampa, se midio el efecto antibacteriana a través de halo de inhibicion
formado en los pocillos y se usé clorhexidina al 0.12% como control. Los resultados
mostraron que el extracto metanolico de propdleo de Oxapampa mostrd los mayores
halos de inbicion una media de 33.15 + 3.26 mm frente a las cepas de Streptococcus
mutans por otro lado clorhexidina al 0.12% presento un halo de 25.6mm + 3.8 mm.
Concluyeron que el extracto metanolico de propdleo de Oxapampa es un potente

antibacteriano a comparacion de las otras marcas comerciales.

Huayhua et al.® (2009) en su estudio Accion antimicrobiana del propolis de apis
mellifera y de salanum mammosum (teta de vaca) contra microorganismos de la
cavidad oral (streptococcus mutans y streptococcuss mitis) compararon las
propiedades antibacterianas del propdleo en distintas contentraciones y de la teta de
vaca sobre cepas de Streptococcus mitis y Streptococcus mutans para lo que emplearon
cultivos de medio Mueller-Hinton, donde se aplicd propoleo de Apis mellifera en

tinturaal 5% y 10 %, asimismo como control se utiliz6 amoxicilina. Para ver el efecto



antimicrobiano se midieron los halos de inhibicion donde el propdleo de Apis
mellifera al 10 % tiene un mejor efecto frente al S. mutans formando un halo de 24
mm de diametro mientras que el propdleo al 5 % mostro un halo de 20mm vy la
amoxicilina de 21mm; basandose en sus resultados es que concluyeron que es buena

opcion elaborar pastas dentales con propéleo al 10%.

Ramirez et al ® (2016) en su estudio Efecto inhibitorio del extracto de propéleo sobre
los microorganismos Streptococcus mutans y Candida albicans que colonizan la
cavidad oral en pacientes adultos de la clinica odontologica, una puno — 2016
determinaron el efecto inhibitorio del extracto etandlico de propdleo al 25%, 50%,
75% y 100 %, sobre cepas de Streptococcus mutans y Candida albicans de pacientes
con caries dental activa donde midié el halo de inhibicion que se formaba al aplicar
dichos extractos. Los resultados mostraron un efecto antimicrobiano sobre S. mutans
en todas las concentraciones teniendo el mayor efecto al 100% con un halo de
14.25mm, al 75% 11.7mm, al 50% 10.5mm vy al 25% 7.5 mm. Por lo que concluyeron

gue a mayor concentracion mayor actividad inhibitoria frente a S. mutans.

Eguizabal et al.’° (2007) en su estudio Actividad antibacteriana in vitro del extracto
etanolico de propdleo peruano sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei
determinaron la accion antibacteriana del extracto etanélico del propdleo peruano de
Oxapampa al frente a cepas Streptococcus mutans ATCC 25175 y Lactobacillus casei
ATCC 393, para esto empled cultivos con cepas de S. mutans y L. casei; midi6 los
halos de inhibicion formados al enfrentarse con las distintas concentraciones de los
extractos empleando como control clorhexidina al 0,12 % vy alcohol al 70 %. Los
resultados mostraron un mayor efecto inhibitorio contra S. mutans para todos los

extractos de propdleos a comparacion de los controles; dando 13,56 + 3,04 mm para



el 0.8%; 12,00+ 1,87mm para 20%; 12,33+ 1,75mm para 30 % y 11,72 = 1,50mm y
9,61+ 1,98mm para clorhexidina y alcohol respectivamente. Esto les permitié concluir
que a menor concentracion de propdleo hay un mayor efecto antimicrobiano.

Soto!! (2015) en su estudio Metabolitos secundarios, cuantificacion de fenoles y
flavonoides totales de extractos etandlicos de propéleos de tres localidades del Peru
determiné los metabolitos secundarios y cuantifico los fenoles y flavonoides totales de
los extractos etandlicos de propdleos recolectados de Piura, Ayacucho y Pucallpa,
empleando reactivos de coloracion y precipitacion para la identificacion de
metabolitos; y cuantificando los fenoles y flavonoides totales con el método de Folin-
Ciocalteau y el de formacién de complejos con AICI3 al 2 %. Los resultados
mostraron la presencia de metabolitos secundarios como catequinas, lactonas,
triterpenos y esteroides, antocianidinas, flavonoides, fenoles y taninos en los extractos
etandlicos de los tres propoleos, ademas se encontré alcaloides solo en Piura,
saponinas en Pucallpa y quinonas en Piura y Ayacucho llegando a la conclusion que
debido a las diferencias significativas entre regiones se sustenta la necesidad de
estandarizar los tipos de propdles en el Perd.

2.2.Bases Teoricas de la Investigacion:

2.2.1. Propdleo

2.2.1.1.Concepto

El propdleo una sustancia gomo-resinosa que se ha empleado desde tiempos muy
remotos, es elaborada por las abejas Apis mellifera producto de la recoleccién de
yemas y exudados de plantas; que son mesclados con -glucosidasa que se encuentra
en las secreciones de las glandulares y la hipofaringe de las mismas. La palabra

propoleo deriva del griego pro que significa defensa y polis que significa comunidad



o ciudad es decir en defensa de la ciudad, haciendo referencia a la colmena ya que usan
este producto para sellar grietas y agujeros en las paredes de la colmena, y embalsamar

insectos invasores. 4 1314

La forma fisica del prop6leo puede variar segun la temperatura a la que se somete, sSi
esta es mas caliente su consistencia serd mas maleable, sin embargo cuando mas es
mas rigida y quebradiza. Asimismo su color y tonalidad también varia debido a la
diversidad en su composicion quimica presentandose desde amarillas o verdosas en
paises de Europa y Brasil, rojo en Cuba e incluso negruzcas o pardas en Peru. Dicha
diversidad se debe a su composicion quimica diversa la cual depende del tipo de flora

circundante a las colmenas 1% 16 17. 18.

2.2.1.2. Antecedentes Historicos del Propoleo

El propdleo es un producto que se ha empleado desde la antigiiedad; los egipcios
empleaban propdleo como anti-putrefante con el fin de embalsamar a sus muertos y
conservarlos, los griegos y romanos como agente antiséptico y cicatrizante y los incas
como un agente antipirético; fue nombrada en las farmacopeas de Londres durante el

siglo XV1I como un medicamento oficial por su actividad antibacteriana.® 2%

En los tiempos mas modernos, el propoleo comenzé a ganar mayor reconocimiento en
los afios 1950 y 1960 en la antigua Union Soviética y los paises de Europa del Este,
empleando el propoleo para el tratamiento de otitis externa, faringitis, rinitis cronica,
amigdalitis, asma bronquial y entre otras dolencias. Durante la Segunda Guerra
Mundial se empleo para el tratamiento de la tuberculosis debido a la disminucion de
los problemas de los pulmones y la recuperacion del apetito, en los Estados Unidos,

para el tratamiento de heridas, quemaduras, dolor de garganta, y la Glcera de estomago.



Asimismo en los paises de Europa Occidental, América del Norte y del Sury en Japon,
el propoleo adquirié popularidad a partir de 1980. En la actualidad su uso continta
como un remedio popular disponible en cualquiera tanto en su estado puro o
combinado con otros productos naturales. El primer trabajo cientifico con propdéleos,
se publicd en 1908, incluyendo sus propiedades quimicas y composicion indexado mas

al abstracto quimico %2021, 22.
2.2.1.3.Caracteristicas Organolépticas
Segun lo establecido por Hernandez et. al. estas son: 13

o Presentacion: Granos, trozos, briquetas, escamas, bloques, polvo.
o Aspecto: Al realizar un corte este puede presentar diferencia entre color
externo e interno, leve diferencia al corte o no presentar ninguna diferencia entre color

externo e interno.

o Consistencia: Dura, quebradiza, terrosa, pegajosa
o Olor: Resinoso, aromatico, aromatico suave, aromatico floral.
o Color: Verde oscuro, castafio o rojo, amarillo, pardo o gris, naranja, marron,

castafio blanco, negro, opaco.
o Sabor: Insipido, picante, amargo, dulce, resinoso.
o Impurezas visibles: Pocas, muchas, media.

2.2.1.4.Composicién

La composicion del propdleo es muy variable, alrededor de los afios 60 del siglo
pasado, se creia que pese a tener una gran complejidad quimica esta era constante,
pero, en los afos siguientes, diversos analisis mostraron que su composicion quimica

es variable e incluso dificil de estandarizar debido a que depende de distintos factores



como: el tipo de vegetacion, la raza de las abejas, método de recoleccion y la estacion

o clima en la que se recolecta. * %

A lo mencionado en términos generales los propoleos estdn compuesto por resinas
(40%), ceras (23-30%), polifenoles (14-16%), polisacaridos (2,5%), materias volatiles

(> 10%), y otras sustancias > 13 14 26, 27

2.2.1.5.Recoleccidén

e Abejas Recolectoras:

El género Apis recolector es A. mellifera, esta se encuentra ampliamente extendida
en Europa, Montes Urales, Africa y Asia. Estudios anteriores han demostrado que las
variedades de especies de A. mellifera afectan a la actividad antibacteriana de propéleo
debido a que cada especie tiene una afinidad botanica diferente; por ejemplo A.
mellifera carnica urticaria mostraron actividad antibacteriana mucho mas débil que la
de A. anatolica mellifera y A. mellifera caucasica. Por otro lado Melipona scutellaris,
produjo propéleos con benzofenonas, pero no flavonoides, producidos por Melipona
fasciculada contiene altas concentraciones de polifenoles, flavonoides, triterpenoides,

saponinas, e incluso taninos. 2

e Clima: Las consecuencias del cambio climético a nivel global para los ecosistemas
naturales pueden afectar su funcionamiento y actividad biolégica. Debido a que la
distribucion de muchas especies varian; cambiando asi la flora y produciendo una
clara variedad relacionado con la biodiversidad, el rango, la historia y la evolucion
de las especies de plantas e incluso se cree que el clima produce cambios en el flujo
de genes desde los cultivos a la maleza. Por otro lado se cree también que muchas

especies se adaptarian a dichos cambios climaticos respondiendo de manera



diferente al clima, siendo més persistente en las diferentes condiciones climaticas

sin embargo como resultado también habria un cambio en la composiciéon que

tendrian consecuencias importantes sobre su actividad bioldgica. 2 3 3t

o Estaciones De Recoleccion

X/
°

Primavera: Empieza con el solsticio de primavera y finaliza con el
equinoccio del verano, hablando de una forma astronémica empieza
el 23 de septiembre hasta 21 de diciembre. Graca y cols en su
investigacion donde comparaba el propoleo recolectado en
primavera e invierno mostraba que no existia diferencia significativa
en ambas sin embargo referia que los resultados no eran certeros
debido a que no era la variable principal del estudio. %2

Verano: Empieza con el solsticio de verano y finaliza con el
equinoccio de otofio, hablando de una forma astronémica empieza
el 22 de diciembre hasta el 21 de marzo. Se cree que las abejas tienen
una preferencia de recoleccion de propdleos en verano por ser un
clima célido lo que favorece al crecimiento de una mayor diversidad
de especies vegetales preferentes por las abejas y por consecuencia
una composicion quimica mas variada. En Brazil se ha comprobado
que hay mayor produccion de propoleo en el verano sobre otofio,
existiendo alguna variacion quimica debido a la estacionalidad. 3% 3+
Otofio: Empieza con el solsticio de otofio y finaliza con el
equinoccio de invierno, hablando de una forma astrondémica
empieza el 22 de marzo hasta el 21 de junio. Pese a que se cree que

el verano es la época preferida por las abejas para su recoleccion



estudios han mostrado que en Venezuela las abejas producen mayor
cantidad de propdleo en épocas de lluvias y en las regiones con altas
temperaturas y montafiosas por lo que composicion quimica y la
variacion estacional puede variar también las fuentes vegetales y asi
mismo alterar la actividad bioldgica. **

¢ Invierno: Empieza con el solsticio de invierno y finaliza con el
equinoccio de primavera; hablando de una forma astronémica
empieza el 22 de junio y finaliza el 22 de setiembre. Se caracteriza
por ser la estacion con los dias més cortos y noches mas largas lo
cual causa una influencia en el estado de &nimo de los seres
vivientes. Cremonte et. al. estudio el estado de &nimo y su relacion
con los cambios climéticos en un grupo de alumnas, los resultados
que obtuvo fueron que en el invierno estas presentan emociones mas
negativas; esto también podra ser una variable ya que también podria
influir en el estado de animo de las abejas y su elaboracién de
propdleo. *°

e Meétodos de Recoleccion

La calidad del propdleo se basa en los métodos de recoleccion que se emplean por lo
mismo existe diversos metodos para la recoleccion de propoéleo siendo el mas utilizado
el raspado con una espatula metalica sin embargo estudios han indicado que el metal
podria contaminar y oxidar los componentes bioactivos de la sustancia, se cree que
otros métodos podrian ser mas eficientes como el de rejillas plasticas debido a que por

su forma estimula la produccion de propoleo y debido al plastico no alteraria las
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propiedades del mismo otros también empleados con menos frecuencia son el colector

de propdleos inteligente, mallas Apifey, y las tipo mosquitero. 363"

2.2.1.6.Composicion Quimica

e Flavonoides

Contribuyen en gran medida a las actividades farmacoldgicas del propéleo debido a
que poseen un amplio espectro de propiedades biologicas, como efectos
antibacterianos, antivirales y anti-inflamatorias razon por la cual se utiliza como un
criterio para evaluar la calidad del propoleo. En propdleos se clasifican segln su
estructura quimica en flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonol, chalconas,
dihidrochalconas, isoflavonas, isodihydroflavones, flavanos, isoflavans vy
neoflavonoids. Ademas, glucosidos flavonoides que son muy raros han sido
identificados en el propdleo; al igual que isorhamnetin-3- O -rutinoside y flavona C -

glycoside. 264

e Terpenoides

Representan solo el 10% de los componentes de propdleos, son quienes le asignan ese
olor resinoso caracteristico y contribuyen a los efectos farmacolégicos del propdleo
principalmente a sus propiedades antioxidante y antimicrobiana. Los terpenoides
aislados de propdleos estan compuestos por aciclico, monociclico, monoterpenos
diciclicos y sus derivados. Los monoterpenos aciclicos y monociclicos primarios son
myrcenes, p -menthanes y cineoles, respectivamente. Los monoterpenos diciclicos en
el propdleo se clasifican en cinco grupos: thujanes, caranes, pinanes, fenchanes y
camfenes. Sesquiterpenos son los componentes quimicos mas abundantes en el

propdleo.?®

11



e Compuestos Fendlicos

Estdn conformado por fenilpropanoides incluyendo el &cido cinamico, acido p-
cumarico, acido cafeico, el acido ferulico y sus derivados como el acido cinamico
preniladas quien es un compuesto quimico sobresaliente debido a que atribuye a la
actividad antimicrobiana del propdleo. Aparte existen otros compuestos que no suelen
ser muy comunes como estilbenos, petrova, geranylstilbenes, schweinfurthin,

schweinfurthin , estilbeno, 5-farnesil-3'-hydroxyresveratrol, lignanos, etc. 843

e Otros

o Azucares: Su origen se cree que provienen de glucosa, fructosa y sacarosa
de las plantas; otros sugieren que proceden de glucésidos flavonoides
hidrolizados en el propdleo.?®

o Hidrocarburos: Son otros componentes basicos del propoleo; se ha
identificado , alcanos, alquenos, alcadienos, monoésteres, diésteres, ésteres
aromaticos, acidos grasos y esteroides en diferentes propoleos del mundo®°

o Minerales: Se han encontrado componentes no toxicos como Ca, K, Mg,
Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, Sr y Zn; y asi mismo también elementos
toxicos como As, Cd, Hg y Pb, estos elementos minerales son utiles para
la identificacion de prop6leos en funcion de su ubicacion.?®

2.2.1.7. Actividad Bioldgica

En las ultimas cuatro décadas debido a grandes descubrimientos el uso del propéleo
como una terapia alternativa ha ido aumentando, siendo utilizado para muchas
investigaciones con la finalidad de determinar sus componente quimicos asi como sus

actividades biologicas a las cuales se le atribuyen a los acidos fenolicos, ésteres de
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acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides como Cape, Artepillin C, acido cafeico,
crisina, quercetina, galangina, apigenina, kaempferol, pinobanksina 5- metil éter,
pinobanksina, pinocembrina y pinobanksina 3-acetato quienes les dan el efecto

antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio, entre otros. *+4°

e Actividad Antibacteriana

Una de las propiedades bioldgicas del propéleo fuente de mayores investigaciones es
la actividad bacteriana que ha mostrado tener un efecto tanto para bacterias gram
positivas como negativas teniendo un mayor efecto sobre bacterias gram positivas; una
de las primeras investigaciones sobre las propiedades antibacterianas del propdleo fue
por Kivalkina en 1948, y desde entonces se ha analizado su efecto en diversas bacterias

de diversos tipos. 23 48:50

En el area de odontologia uno de los principales microorganismos que forma el biofilm
de la caries es el S. mutans quien el propdleo no solo ha probado su capacidad de
inhibirlo en su totalidad sino que también ha logrado demostrarse su capacidad para
inhibir uno de sus factores de virulencia como es la glucosiltranferasa que por su
accion puede sintetizar polisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa, sintetizando
glucanos hidroinsolubles que van a permitir la agregacion del S. mutan a la superficie

dentaria y la coagregacion de otros microorganismos 5% 5253

Uno de los primeros estudios en corroborar esto fue el de Ikeno y cols quienes
observaron que el propoleo inhibe parcialmente la actividad de la glucosilfransferasa
en un porcentaje que va desde 40 % a 61 % dependiendo de las especies de bacterias,
asimismo Koo y colaboradores mostro que habian diferentes niveles de accion

inhibidora sobre distintos tipos de glucosiltransferasas. °*
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e Mecanismo de Accion Antibacteriano:

Su mecanismo de accion aun no esté del todo claro, pero se le ha atribuido su actividad
a una especie de sinergismo entre sus compuestos principalmente los que se

encuentran en las resinas.>*

2.2.1.8. Usos Terapeuticos

Desde la antigliedad el propéleo se ha usado en distintas partes del mundo para tratar
distintas enfermedades o dolencias siendo empleado como un ponetente antiviral, para
la eliminacidn de hongos como antifungico, para evitar la formacién de 6xidos como
antioxidante, para la desinflamacion de heridas o infecciones como antinflamatorio,
para prevenir la formacion de tumores como antitumoral, para fortalecer el sistema
inmune como inmunomodulador y principalmente para tratamiento de infecciones

como antibacteriano 1% 13:14.26

1.  HIPOTESIS

e Si existe diferencia en el efecto antibacteriano de los extractos etanolicos de
propdleo recolectado en Santiago de chuco en las estaciones de verano y otofio
sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

Experimental, prospectivo, transversal y analitico.

4.2.  Universo y poblaciéon
Poblacion: La poblacion estuvo constituida por cepas de Streptococcus mutans

(ATCC 25175)
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Muestra: La muestra determinada por el estadistico fue un total de 6 repeticiones
divididas en dos por cada placa Petri para cada grupo experimental

Para determinar el tamafio muestral se aplico la siguiente formula:

2
0 =2 0o+ 0p) (00)?/02
2

Donde:
n: tamafo de muestra para el grupo de estudio.

@ : probabilidad de cometer error tipo I.

/3 : probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error.
DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.
Requerimientos:

De una confianza al 95% (0=0.05, Z=1.96), y una potencia en la prueba del 80%

(B=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.60).

= 2(1.96 + 0.84)%(0.6)?
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43.  Definicion y operacionalizacion de variables
DEFINICION DEFINICION VALORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADORE Y MEDICION
VARIABLE S CATEGOR TIPO
IAS
Son periodos del afio Periodo del afio donde Nominal
donde se mantienen las | se presenta mayor \Verano
mismas condiciones efectividad Cualitativo
Estaciones | climaticas en un antibacteriana tras la calendario Otono Nominal
. L Cualitativo
determinado lugar aplicacion de extracto
durante un determinado | etanolico sobre S.
tiempo. mutans
Efecto Es la division celular Efecto en el cual tras la mm Cuantitativo | De razon
antibacterian " . o
o geneticamente idénticas | aplicacion de extracto
de un microorganismo etanolico de propoleo va Halo de
mediante el proceso a repercutir en el inhibicion

fusion binaria.

crecimiento del S.

mutans
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44.  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica empleada fue la observacion microbiolégica y el método fue
microbioldgico. Para la evaluacion se utiliz6 una ficha de recoleccién de datos (anexo
1)

4.4.1. De la obtencion del Propdleo.

Se siguio el protocolo de Quintero et. al. *° (2011) con algunas modificaciones. El
propdleo fue obtenido de Santiago de Chuco, directamente de los apicultores con una
espatula plastica en dos diferentes estaciones del afio (verano y otofio). Las muestras
se colocaron directamente en tapers de vidrio traslucido, atoxico y cubierto con bolsas
oscuras de polietileno, fueron selladas y transportadas al laboratorio de Bioquimica
de la escuela de Farmacia de la Universidad Nacional de Trujillo para su

procesamiento.

4.4.2. De la obtencion del extracto
Para la realizacion del extracto se siguié el protocolo de Tolosa® con algunas

modificaciones:

Se trabajo el propdleo en bruto con la proporcion del 10gr en 100ml de etanol de 96°

consiguiendo una mezcla homogeénea.

Para cual se hizo los siguientes procedimientos:

- Se desinfectaron con etanol los frascos color &mbar, y se rotularon de Ay B

con la finalidad de cegar las muestras de prop6leos por una persona ajena al estudio.

- Se pesaron (balanza analitica) 10 gr de cada propéleo, utilizando una espatula

de acero inoxidable para transportar el material a la balanza.

- Se agregaron 100 ml de etanol a cada frasco.
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- Se taparon, agitaron los 2 frascos de color &mbar para asegurar el no ingreso

de luz.

- Se llevaron los frascos con EEP al equipo de bafio maria a 45°c por 60 minutos.
Pasado se dejaron las muestras en bafio maria para el proceso de maceracion por 1

semana a temperatura ambiente.
Filtracion Al Vacio:

- Cumplido 1 se llevaron las muestras para el procedimiento de filtracion al vacio
en caliente para lo cual se emplearon los siguientes materiales: un embudo, papel de
filtro, un matraz de destilacion para cada propoleo, previamente lavados,
desinfectados, y rotulados con la letra A y B; una bomba de membrana conectada a
oliva lateral de un dispositivo de vidrio que unia al embudo y el matraz para no permitir

el ingreso de aire o el escape de sustancias.
Procedimiento:
- Se encendid la bomba de membrana al vacio.

- Agitacion leve del frasco con la muestra.

Se aplica el proceso de filtracion al vacio.

- Una vez terminado el proceso de filtracion de cada muestra se procedi6 a

colocar la tapa del matraz.

- Se almacenaron las muestras a 4°C hasta su uso en la obtencion de las

disoluciones.

4.4.3. De la determinacion de las concentraciones del extracto etandlico de

propoleo

e Se sacaron todas las muestras de refrigeracion y se dejaron que estas alcanzaran
temperatura ambiente.

e Se realizaron previos ensayos de solubilidad utilizando tubos de ensayo con

diferentes cantidades equivalentes de EEP y cantidades equivalentes al etanol en
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100 ml. Con la finalidad de conocer en qué porcentaje se encuentra la maxima

solubilidad del EEP.

e Cuando se encontrd el porcentaje de su maxima solubilidad fue la concentracion

que se tomo.

4.4.4. De la marcha Fitoquimica del propdleo

Para la marcha fitoquimica se emple6 la “Prueba de la gota” de Olga Lock °7 de Ugaz.

EXTRACTO ETANOLICO DE

DIVIDIR EN
I [ I |
imL 2mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE LIEBERMAN ENSAYO DE
CATEQUINAS BALJET Y BURCHARD CLORUROFERRICO
| gta 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE
ESPUMA
HIDROXAMATO e — i
2mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
BORNTRAGER SHINODA ANTOCIANIDI
NAS

A partir de una muestra de ambos extractos etanolicos de propoleo (A 'y B) y se dividieron en 9

tubos de ensayo (5ml) por muestra y se rotularon del 1 al 9 donde:

Tubo N°1- FeCls para fenoles:

+«» Se agregaron los tubos N° 1 de ambos extractos 20 gotas del reactivo : FeCls

% Se esperd unos minutos para ver la reaccion quimica
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% Para esta prueba se considerd positiva la aparicion de un complejo coloreado
permanente (normalmente pdrpura, verde o azul) que permite reconocer la
presencia de compuestos fendlicos

w» Cada reaccion se interpretd con los valores establecidos en el proyecto

Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
Tubo N° 2-Shinoda para flavonoides:

% Se agregaron los tubos N° 2 de ambos extractos limaduras de magnesio seguido
por gotas &cido clorhidrico concentrado

% Se esper6 unos minutos para ver la reaccion quimica

* Para esta prueba se considerd positiva la aparicion de un complejo coloreado
donde las coloraciones rojas indican preliminarmente la presencia de flavonas, la
coloracion roja a crimson, la presencia de flavonoles, y crimson a magenta,
flavanonas; algunas veces azul o verde, también son consideradas positivas.

% Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
Tubo N° 3-Espuma para sapininas:

% Se agregaron los tubos N° 3 de ambos extractos agua destilada esteril

% Se procedid a agitar con rapidez

% Para esta prueba se considero positiva la aparicion de espuma

X Cada reaccion se interpretd6 con los valores establecidos en el proyecto

Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
Tubo N° 4 para alcaloides

% Se dividieron en 3 tubos por muestra de 5ml cada uno

20



Tubo N° 4.1-Dragendorff

o Se agregaron a los tubos N° 4.1 de ambos extractos 2 gotas del reactivo
Dragendorff

o Se esperd unos minutos para ver la reaccion quimica

o Para esta prueba se consider6 positiva la aparicion de precipitados caracteristicos
de color rojo o anaranjado

o Cada reaccidn se interpretd con los valores establecidos en el proyecto Ausencia
(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
Tubo N° 4.2- Mayer

o Se agregaron a los tubos N° 4.2 de ambos extractos 2 gotas del reactivo Mayer.

o Se esperd unos minutos para ver la reaccion quimica

o Para esta prueba se considero positiva la aparicion de precipitados caracteristicos
de color color blanco, blanco amarillento

o Cada reaccion se interpreto con los valores establecidos en el proyecto Ausencia
(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
Tubo N° 4.3- Hager

o Seagregaron a los tubos N° 4.3 de ambos extractos 2 gotas del reactivo Hager

o Se esperd unos minutos para ver la reaccion quimica

o Para esta prueba se considerd positiva la aparicion de alcaloides forma

precipitados de color amarillo.

o Cada reaccion se interpreto con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).

Tubo N° 5-Borntrager para quinonas
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Se llevaron a sequedad a través de bafio maria 5ml de cada extracto y se agregaron
20 gotas de NaOH 10%. 20 gotas de tolieno.

Se esperd unos minutos para ver la reaccion quimica

Para esta prueba se considerd si se observd una coloracion roja en la fase acuosa.

Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).

Tubo N° 6-Anticianidina para Anticianidina

X/
L X4

X/
L X4

Se agregaron a 5ml de cada extracto 10 gotas del reactivo HCI 2N en 1- propanol,
Se mescla y calienta a bafio maria por 10 minutos

Para esta prueba se considerd positiva si se observé un color rojo intenso o rosado
débil

Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).

Tubo N° 7- Liebermann-Burchard para Tripenos y esteroides

X/
o

X/
°

X/
°

X/
°

Se llevaron a sequedad a través de bafio maria 5ml de cada extracto y se agregaron
10 gotas de anhidrido acético, 20 gotas de acido acetico y 1 gota de gota de &cido
sulfurico

Se espero unos minutos para ver la reaccion quimica

Para esta prueba se considerd positiva para esteroides si aparece una coloracion
azul verdoso y color rojo, rosado o pdrpura para triterpenos.

Cada reaccion se interpreto con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).

Tubo N° 8- Catequinas para Catequinas
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Se extrajo 2 gotas de cada tubo de ambos extractos y se cologue en papel filtro
Se dejé secar por unos minuto para posteriormente colocarle 2 gotas NaCO3

Se esper6 unos minutos y se llevo a los rayos UV

Para esta prueba se considerd positiva si aparece una fluorecencia al someterse a
los rayos UV

Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).

Tubo N° 9-Baljet para Lactonas

L)

Se agregaron los tubos N° 9 de ambos extractos gotas del reactivo baljet Ay
baljetB

Se esperd unos minutos para ver la reaccion quimica

Para esta prueba se considero positiva la aparicion de un complejo coloreado
marrén.

Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el proyecto Ausencia

(-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).

4.45. De la obtencién de Streptococcus mutans

Se sigui6 el protocolo brindado por la ATCC con algunas modificaciones.

Las cepas de S. mutans ATCC 250175 fueron obtenidas directamente de la ATCC y

se encontraron a una temperatura de -80°C y se reactivaron al colocarse en una

temperatura de 37°C

Se incubd la cepa de Streptoccocus mutans ATCC 25175 a 37°C x 24 horas en 2
tubos de BHI conteniendo 6 mililitros cada uno. Se centrifugaron a 2500 rpm
durante 8 minutos, posteriormente se decantd y se reconstituyo el pellet con caldo

BHI hasta obtener una densidad 6ptica de 0.270.
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e Se prepar6 BHA, fue repartido en 12 placas Petri, se dejo solidificar para luego ser
sembradas con la dilucion anterior. Se realizaron los pozos con un sacabocado, y
se agregd 100 mp de cada propdleo, la prueba se hizo por duplicado.

e Se considerd también etanol de 96° como control negativo y digluconato de

clorhexidina como control positivo.

e Seincubd por 24 horas a 37°C en microanaerofilia, luego se hizo las medidas de

los halos de inhibicion.

e Al finalizar la ejecucion del proyecto las cepas de S. mutans ATCC 25175, fueron

auto clavadas a 120° C por 20 minutos para luego ser desechadas

4.4.6. Del analisis de los resultados

Se comparo los extractos de propoleo en el cual se observo quien mostré un mayor

halo de inhibicion.

45.  Plan de Anélisis
e Los datos experimentales fueron procesados en Minitab 17 y presentados en tablas

con medias y desviaciones estandar, y a través de grafico de cajas.

e Lamarcha fitoquimica de los extractos de propéleo recolectados en verano y otofio

fueron comparadas de manera descriptiva.

e EI efecto antibacteriano de los extracto etandlicos de propéleo de Santiago de
Chuco fue evaluado comparandolo con los controles positivo (+) o negativo (-),
empleando el ANOVA y complementandolo con la prueba de Dunnett.

¢ Finalmente se comparo el efecto de los extractos etanolicos de propéleo de las dos

estaciones entre si, empleando la prueba T-student.

e Lasignificancia fue considerada si p<0.05
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46.  Matriz de consistencia

Problema | Objetivos Hipétesis Metodologia Poblacion
¢Existe Si existe diferencia | Tipo de La poblacion
diferencia Objetivo general: en el efecto del | investigacion estuvo
en el efecto
de los | Comparar el efecto de los extractos etandlicos de propéleo recolectado en | €xtracto  etanolico | Es una constituido por
extractos Santiago de Chuco en las estaciones de verano y otofio sobre el crecimiento | de propoleo | investigacion de | colonias de S.
etanolicos .

) de Streptococcus mutans (ATCC 25175). recolectado en | tipo mutans (ATCC
de propdleo

recolectado
en Santiago
de Chuco en
las
estaciones
de verano y
otofio sobre
el
crecimiento
de
Streptococc

us mutans

Objetivos especificos:

Evaluar el efecto de los extractos etandlicos de propdleo recolectado en
Santiago de Chuco en la estacion de verano sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Evaluar el efecto de los extractos etandlicos de propdleo recolectado en
Santiago de Chuco en la estacion de otofio sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Santiago de chuco

en las estaciones de

verano y otofio
sobre el
crecimiento de
Streptococcus
mutans (ATCC
25175).

cuantitativo.
Nivel de
investigacion
Es una
investigacion de
nivel

explicativo.

25175).

Muestra:

La muestra fue

dada por
estadistico
fue

repeticiones

por grupo.

el

y
6
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(ATCC
25175).?

Comparar el efecto de los extractos etanolicos de propoleo recolectado en
Santiago de Chuco en las estacion de verano y otofio; y etanol 96% sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Comparar el efecto de los extractos etanolicos de propoleo recolectado en
Santiago de Chuco en las estacion de verano y otofio; y digluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC

25175).

Comparar la marcha fitoquimica de los extractos etanoélicos de propoleo de

Santiago de Chuco recolectado en verano y otofio.

Disefio de la
investigacion
Experimental,
prospectivo,
transversal,

analitico.
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47.  Principios Eticos

El presente estudio de investigacion es un estudio in vitro que se realizé en cepas de
S. mutans ATCC 25175, por lo mismo se solicito la exclusion de ser evaluado por el

Comité Institucional de Etica de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote.
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V. RESULTADOS

1. Resultados

Tabla 1
Comparacion in vitro del efecto de los extractos etanolicos de propdleo recolectado
en Santiago de Chuco en las estaciones de verano y otofio sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans ATCC 25175

Halo de inhibicion (mm)

Verano Otofio
Media 18.15 26.4
D. E. 1.80 2.58
Prueba T-Student 6.427
Sig. (p) 0.000

Fuente: Datos proporcionados por el autor.

En la comparacion de los extractos en diferentes estaciones, se obtuvo para la estacién
verano una media de 18.15 y para la estacion de otofio una media de 26.4, y usando la
prueba estadistica T-student para la comparacion se obtuvo un valor de 6.427, con una
significancia de 0.000 < (0.05), lo cual indica que existe una diferencia significativa

entre las variables evaluadas.
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Tabla 2

Comparacion in vitro del efecto de los extractos etanolicos de propdleo recolectado
en Santiago de Chuco en las estacione de verano y otofio frente al etanol 96% sobre

el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175

Halo de inhibicion (mm)

Control —
Verano Otofio (etanol 96°)
Media 18.2 26.4 0.0
DE 1.8 2.6 0.0
ANOVA: F 332.09
P 0.000
Dunnett a a b

Fuente: Datos proporcionados por el autor

El halo de inhibicién del extracto recolectado en Verano fue de 18.2+1.8 mm y del
extracto recolectado en Otofio de 26.4+2.6 mm, no desarrollandose ningun efecto en
el control — (etanol 96°), encontrandose diferencia entre ellos a través del ANOVA
(p=0.000<0.05), pero el test de Dunnett indican un efecto superior de ambos extractos

en comparacion con el control-(etanol 96°).
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Tabla 3

Comparacion in vitro del efecto de los extractos etanolicos de propdleo recolectado
en Santiago de Chuco en las estaciones de verano y otofio frente digluconato de

clorhexidina al 0.12% sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175

Halo de inhibicién (mm)
Control +

(Diluconato de
Verano Otofio

clorhexidina 0,012%)
Media 18.2 26.4 13.0
DE 1.8 2.6 0.0
ANOVA: F 83.18

P 0.000

Dunnett a a b

Fuente: Datos proporcionados por el autor

El halo de inhibicién del extracto recolectado en Verano fue de 18.2+1.8 mm vy del
extracto recolectado en Otofio de 26.4+2.6 mm, frente a 13 mm en el control +
(gluconato de clorhexidina), encontrandose diferencia entre ellos a través del ANOVA
(p=0.000<0.05), asimismo el test de Dunnett indican un efecto superior de ambos

extractos en comparacion con el control + (gluconato de clorhexidina).
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Tabla 4

Comparacion la marcha fitoquimica de los extracto etandlicos de propdleo de

Santiago de Chuco recolectado en verano y otofio.

Metabolitos Ensayos Verano Otofio
Fenoles FeCI3 + ++
Flavonoides Shinoda + +++
Saponinas Espuma - -
Alcaloides Dragonforth - -
Quinonas Borntrager + +++
Anticianidina Antocianidina - +
Lieberman
Triterpenos y esteroides - -
Buchard
Catequinas Catequinas + ++
Lactonas Baljet + +4+
Ausencia (-) Poca (+) Moderada (++) Alta (+++)

Fuente: Datos proporcionados por el autor

La marcha fitoquimica de los extractos Verano y Otofio no presentan los metabolitos
saponinas, alcaloides, triterpenos y estroides (-), en anticianidina sélo presento el
extracto de Otofio (+). Los fenoles, catequinas y lactonas presentaron mayor presencia
en Otofio (+ frente a ++), presentando una mayor diferencia en flavonoides y quinonas

(+ frente a +++).
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2. Analisis de resultados

Giralt* indic que es en la estacion de otofio donde habia mayor actividad bioldgica
de los propdleos debido a que es época de lluvia lo cual genera una varianza de fuentes
vegetales, asimismo evita la aparicion de plagas en la flora y el aumento de la misma,
lo que va a lograr una modificacion positiva en la composicion quimica. Ademas por
la temperatura baja va a favorecer la transportacion de las ceras hacia la colmena; esto
concuerda con esta investigacién donde el extracto recolectado en otofio mostré un
mayor efecto antibacteriano. Lo anteriormente mencionado coincide también con lo
dicho por Samara et. al. ® quien observo el efecto antibacteriano del propdleo en
temperaturas bajas como 23° C y 14 °C; sin embargo en esta ocasion fue la de mayor
temperatura (23° C) la que mostré un mayor efecto, lo que posiblemente nos indicaria
que no se requiere temperaturas extremadamente bajas para obtener un efecto

antibacteriano adecuado.

Otro punto dicho por Giralt** es que en otofio hay mayor produccion de propoleo lo
gue también significa una mayor concentracion de metabolitos como polifenoles y
flavonoides que dan el efecto antimicrobiano. Esto coincide con el estudio hecho por
Veloz et. al.® estudio si el afio de recoleccion influye en su actividad frente a S. mutans
para lo que tomaron muestras de propéleos de una misma estacion en los afios 2008,
2010y 2011, sus resultados mostraron una mayor concentracion de polifenoles totales,
flovonas y flovonoles para el afio 2010, por otro lado si bien no se observé una
diferencia significativa en la inhibicion de S. mutans si hubo diferencia al inhibir la
formacion de la biopelicula a favor del propdleo recolectado en el 2010, lo que muestra
que al haber 1 afio de diferencia entre las muestras permitié que haya una mayor

cantidad de muestra para el afio 2010 y por consecuencia una mayor concentracionde
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metabolitos, esto se asemeja a lo encontrado en este estudio ya que la mayor cantidad
de propdleo fue encontrado en la estacion de Otofio, sin embargo también contradice
con lo referido por Manrique y Egea®® quienes indican que hay una mayor produccion
de propdleo en verano sobre otofio ya que en esta estacion hay una preferencia en la
recoleccion por las abejas debido a que es un clima célido que va a favorecer el

crecimiento de las especies vegetales.

Por otro lado los resultados mostraron un resultado favorable para ambos prop6leos
obtenidos de Santiago de Chuco, al momento de inhibir el crecimiento de S. mutans,
el extracto al 5% recolectado en Verano present6 un halo de 18.2+1.8 mm y el extracto
al 5% recolectado en Otofio un halo de 26.4+2.6 mm. Sin embargo el estudio de Jara’
obtuvo un mejor resultado con su extracto recolectado en Oxapampa presentando un
halo de 33.15 mm frente a S. mutans mostrando que posiblemente la ubicacién puede
variar los resultados al igual que la concentracion utilizada tal y como lo muestra
Huayhua® et. al. que al comparar sus extractos de propdleo mostraron un mayor efecto
antimicrobiano a mayor concentracion al igual que Ramirez et. al. ® pero Eguizabal et.
al. 1 nos mostré todo lo contrario ya que en su estudio este obtuvo como resultado
gue ha menor concentracién de prop6leo mayor efecto antibacteriano, lo que podria
reflejar la relacién entre concentracion y lugar de recoleccién ya que la efectividad de
la concentracion posiblemente depende también del lugar donde se recolecta el

propdleo.

Asimismo en este estudio se compar0 el efecto antibacteriano de los extractos de
propoleo recolectados en las estaciones de Verano y Otofio con digluconato de
clorhexidina al 0.12% mostrando un mejor resultado para ambos extractos dado a que

digluconato de clorhexidina 0.12% mostrd un halo de tan solo 13+1.3 mm esto
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coincide con los estudios de Eguizabal et. al. 1° y Veloz et. al.> quienes al comparar sus
respectivos extractos de propdleo con digluconato de clorhexidina también
presentaron un resultado superior demostrando que los componentes del propoleo

pueden ser mejores que los del digluconato de clorhexidina 0.12%.

De igual manera este estudio evalud la presencia de metabolitos a través de reactivos
de coloracion y precipitacion segin el método de Olga Lock, obteniendo como
resultado la presencia de fenoles, flavonoides, quinonas, catequinas y lactonas para los
extractos de ambas estaciones pero con mayor intensidad para el extracto de Otofio;
sin embargo la presencia de los metabolitos flavonoides y quinonas obtuvo un
resultado mas diferenciado en cuanto a concentracion de estos metabolitos a favor del
extracto recolectado en Otofio quien también mostré ser el Unico en obtener
Antocianidina mostrando que el clima influye en la concentracién de metabolitos ya
que estos dependen de la flora circundante siendo esta su variedad dependiente del
cambio climatico, la temperatura, humedad, tipo de suelo y la ubicacion como lo
demostro Soto*! en su estudio para determinar los metabolitos de extractos etandlicos
de tres propdleos peruanos donde sus resultados mostraron la presencia de
Antocianidina, triterpenos y esteroides, catequinas, lactonas, en la misma intensidad
para los tres extractos: Piura, Ayacucho y Pucallpa; asimismo la presencia de fenoles
y taninos y flavonides que si bien estuvieron presentes en los tres extractos se
presentaron en mayor intensidad para Ayacucho, seguido por Piura y en menor
intensidad para Pucallpa; sin embargo la presencia de quinonas fue solo en extracto de

Ayacucho; saponinas en Pucallpa y alcaloides para Piura.
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VI.

CONCLUSION
El extracto etandlico de propoleo recolectado en otofio presenté mayor efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion con el
extracto etanolico de propdleo recolectado en verano.
Los extractos etanolicos de propoleo recolectados en verano y otofio presentaron
efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion al
etano de 96° que no obtuvo ningln efecto.
Los extractos etanolicos de prop6leos recolectados en verano y otofio presentaron
mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 en
comparacion con el digluconato de clorhexidina al 0.12%.
El extracto etandlico de propdleo recolectado en otofio presentdé mayor
concentracion de metabolitos en comparacion con el propdleo recolectado en

verano.
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Recomendaciones

e Elafioen que se realiz6 el estudio se sufrio de un fenémeno climatico llamado
el nifio costero, lo cual pudo haber influido en los resultados del estudio por
lo cual se recomienda seguir realizando estudios con las mismas variables.

e Asimismo este estudio solo evalué las estaciones de verano y otofio, lo cual

se recomienda realizar un estudio en las cuatro estaciones a la vez
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ANEXO 01:

EICHA DE RECOLECCION DE DATOS:

Tiempo de recoleccion del extracto:

A () B()

Halo de inhibicion (mm):

Pozo 1 () Pozo 2 ()
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ANEXO 02:

CONSTANCIAS DE ASESORAMIENTO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Trujillo, 20 de mayo del 2017

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ docente de la catedra de Farmacognosia
del Departamento  Académico de la Universidad Nacional de Trujillo, con codigo UNT
5727 y acreditada como Docente Investigadora por CONCYTEC con nimero de registro
REGINA: N° 1582,

Dejo constancia de haber asesorado a la alumna THALIA BACA BECERRA e¢n las
actividades de recoleccion del producto, preparacion de la muestra, preparacion del
extracto etanolico y preparacion de las concentraciones de ensayo, en el laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de La Universidad Nacional de
Trujillo. Asimismo, las concentraciones de ensayo preparadas, seran utilizadas para el
desarrollo  de la fesis timlada “COMPARACION DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE PROPOLEO
RECOLECTADO EN SANTIAGO DE CHUCO EN LAS ESTACIONES DE
VERANO Y OTONO SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175)"

Atentamente,

Dra. LU ROXANA SOTO VASQUEZ
Docente Investigadora de la Facultad de Famacia ¥ Bioquinica
Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 04:
FOTOS DE LA EJECUCION:
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Las muestras de propoleos recolectadas Muestras de propoleos

a 2884 msnm recolectadas con una espatula plastica

Muestras de propdleos puestos en un recipiente  Muestras de propoleos forradas

de vidrio con tapa hermética con bolsa negra de polietileno
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Peso de las muestaras de prop6leos en Maceracion de las muestra con

una proporcion 10gr en 100 ml etanol al 96°

Filtracion al vacio de ambas muestras Concentracion de las muestras al 5%

guiados por su méaxima solubilidad
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Cepas de S mutans ATCC 25175 Conservacion de las cepas de Smutans

activandose en BHI ATCC 25175 en leche y BHI + glicerina

Resembrado de las cepas de S mutans S. mutans con densidad éptica de
ATCC 25175 0.270
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Preparacion de BHA Vaciado de BHA en placas Petri

Sembrado de S mutans en BHA Colocacion de 100 mp de los
extractos en los pozos hechos en

las placas petri
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Halos de inhibicion extracto verano Halos de inhibicion extracto otofio
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