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Resumen

Muchos estudios han tratado de identificar los agentes antibacterianos a partir de
extractos naturales, y uno de estos agentes méas estudiados es el propéleo; sustancia
resinosa que recogen las abejas a partir de diferentes especies vegetales, se considera
como una alternativa en el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas por
su amplia gama de actividad antimicrobiana. El objetivo del estudio fue evaluar la
marcha fitoquimica de tres propéleos peruanos y su efecto antibacteriano frente a cepas
de S. mutans ATCC 25175y S. oralis ATCC 35037. Para este estudio se tomd muestras
de propdleo en Arequipa, Huanuco y Huaraz, para realizar extractos en distintas
concentraciones obtenidas a partir de maxima solubilidad para ser enfrentadas con las
cepas de S. mutans y S. oralis mediante la técnica de pocillos para medir halos de
inhibicion. En el estudio se realizd la marcha fitoquimica y conteo de polifenoles
totales. Se demostro que el extracto etanolico de prop6leo de Arequipa al 10% present6
mayor efecto antibacteriano sobre S. mutans y S. oralis y ademas sus tres
concentraciones (10%, 5% ,25%) tuvieron mayor efecto que las concentraciones de
Huénuco y Huaraz. Existe relacién entre la concentracién de polifenoles y efecto
antibacteriano, a mayor concentracion mayor es el efecto. Todas las concentraciones
del propoleo recolectado en Arequipa tienen un efecto antibacteriano sobre S. mutans

al igual que los propoleos recolectados en Huanuco al 2% y Huaraz al 5%.

Palabras claves: Propoleo, S. mutans, S. oralis , polifenoles
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Summary

Many studies have tried to identify antimicrobial agents from natural extracts, and one
of these most studied antibacterial agents is propolis; Resinous substance collected by
bees from different plant species, is considered as an alternative in the treatment and
prevention of infectious diseases because of its wide range of antimicrobial activity.
The objective of the present study was to evaluate the phytochemical march of three
Peruvian propolis and their antimicrobial effect against strains of S. mutans ATCC
25175 and S. oralis ATCC 35037. For this study, samples of propolis were taken in
Arequipa, Huanuco and Huaraz, which were masked by a person outside the project
with the letters A, B and C; they were taken to the Pharmacy and Biochemistry
laboratory to make the extracts in different concentrations obtained from maximum
solubility to be faced with the strains of S Mutans and S Oralis mediantre the technique
of wells to measure the inhibition halo. In the study, the phytochemical march and
counting of total polyphenols were carried out. The results showed that the ethanol
extract of propoleo of Arequipa to 10% presented greater antibacterial effect on E.
Mutans and E. Oralis. Their three concentrations (10%, 5%, 25%) had greater effect
than the concentrations of Huanuco and Huaraz . There is a relationship between the
concentration of polyphenols and antibacterial effect, the higher the concentration, the
greater the effect. All the concentrations of propolis collected in Arequipa have an
antibacterial effect on S. Mutans as well as the propoleos collected in Huanuco at 2%

and Huaraz at 5%.

Keywords: Propolis, S. Mutans, S Oralis, polyphenols
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l. Introduccién

En la Estomatologia una de las enfermedades que més encontramos dentro de
la cavidad oral es la caries dental, la cual es una enfermedad infecciosa, multifactorial
en donde la dieta, infeccion microbiana, y respuesta del huésped juegan un papel
importante.! Pero para dar inicio a esta enfermedad es necesaria la formacion de la
placa dental, la cual se conceptualiza como una comunidad microbiana que se
encuentra sobre la superficie del diente, formando una biopelicula embebida en una
matriz de polimeros de origen bacteriano y salival.? Dentro de esta placa dental, como
iniciadores potenciales para su formacién se encuentran las bacterias del género

Streptococcus, con sus especies Streptococcus mutans y Streptococcus oralis?,

Streptococcus mutans, es una bacteria anaerobia facultativa que esta
comunmente en la cavidad oral y es un principal contribuyente a la caries dental
causada por la formacion de biopeliculas.® Es considerado como el microorganismo
mas cariogénico entre los estreptococos orales. Streptococcus oralis, son considerados
como los principales primeros colonizadores de biofilms dentales, e inician la
formacion de biofilm por interactuar directamente con la pelicula salival que esta

presente en las superficies orales.* °

En los dltimos afios el dilema del uso de los antibidticos como agentes
antimicrobianos es debido al potencial de resistencia a ellos, por lo tanto, muchos
estudios han tratado de identificar los agentes antimicrobianos a partir de extractos

naturales, y uno de estos agentes antibacterianos mas estudiados es el propéleo.®

El propbleo es una sustancia resinosa que recogen las abejas a partir de

diferentes especies vegetales, siendo sus principales componentes los flavonoides y



acidos fendlicos. Se considera como una alternativa en el tratamiento y prevencion de
muchas enfermedades infecciosas, ya que muestra una amplia gama de actividad

antimicrobiana contra una variedad de bacterias, hongos, parasitos y virus. !

La aplicacion de propoleos contra un amplio espectro de bacterias orales puede
ser beneficioso para mejorar la salud oral. Ademas, los estudios actuales informan que
el uso de preparaciones estandarizadas de prop6leo es seguro y menos toxico que
muchos otros farmacos sintéticos, sin embargo, la composicion quimica del propoleo

varia en funcion de los cambios regionales, de temporada y de vegetacion.®

El objetivo de este trabajo fue evaluar la caracterizacion fito-quimica de tres
propbleos peruanos y su efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans y
Streptococcus oralis .Este trabajo tiene gran importancia dentro de la odontologia
actual, sabiendo que hay muchos estudios sobre el efecto antibacteriano del propoleo
peruano, debemos considerar que la composicidén quimica de este varia en funcion a
los cambios regionales , de temporada y vegetacion de la que es recogida por las abejas,
es por eso que este proyecto busco evaluar los componentes de estos tres extractos de
propbleos para poder identificar las caracteristica fotoquimica que podria ser mejor
que los otros en relacion a su efecto antibacteriano ante bacterias que son
colonizadores primarios de la formacién de la placa dental como los S. mutans y S
oralis, brindando a la odontologia peruana una posible opcién de medicamento seguro
y menos tdxicos que muchos otros farmacos. La metodologia fue de tipo cuantitativo,
de nivel aplicativo, de disefio experimental, prospectivo y analitico. Los resultados
mostraron que el extracto etanolico de propéleo de Arequipa al 10% presentd mayor
efecto antibacteriano sobre S. mutans y E. Oralis. Sus tres concentraciones

(10%,5%,25%) tuvieron mayor efecto que las concentraciones de Huanuco y Huaraz.



Existe relacion entre la concentracion de polifenoles y efecto antibacteriano, a mayor
concentracion mayor es el efecto. Todas las concentraciones del prop6leo recolectado
en Arequipa, Huanuco al 2% y Huaraz al 5 % tienen un efecto antibacteriano sobre S.

Mutans.
1. REVISION DE LITERATURA
Antecedentes:

Ramirez et. al. 7 (Peru, 2016). Efecto inhibitorio del extracto de propdleo sobre
los microorganismos Streptococcus mutans y Candida albicans que colonizan la
cavidad oral en pacientes adultos de la clinica odontolégica, UNA Puno — 2016.
Determinaron el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo al 25%, 50%,
75% y 100%, sobre cepas de Streptococcus mutans de pacientes con caries dental
activa, para lo cual midieron el halo de inhibicién. Los resultados mostraron un halo
de 14.25mm para la concentracion de 100%, al 75% 11.7mm, al 50% 10.5mm vy al
25% 7.5 mm. Lo que les llevo a concluir que a mayor concentracion mayor actividad

inhibitoria frente a S. mutans.

Huayhua et. al. ® (Peru,2009). 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). Evaluaron las
propiedades antimicrobianas del propdleo sobre cepas de Streptococcus aplicando el
propdleo de al 5 % y 10 %, empleando como control la amoxicilina. Los resultados
fueron expresados en mm obtenido de las medidas de los halos de inhibicion; se
observo que el propoleo al 10% tiene un mayor efecto frente a S. mutans con un halo

de 24 mm, por otro lado, el extracto al 5 % mostré un halo de 20mm mientras que la



amoxicilina un halo de 21mm; por lo que concluyeron que es buena opcion elaborar

pastas dentales con prop6leo al 10%.

Egquizabal et. al. ® (Peru, 2007). Actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de propdleo peruano sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei.
Determinaron la accion antibacteriana del extracto etandlico del propoleo de
Oxapampa frente a Streptococcus mutans a traves de la medida de los halos de
inhibicion formado, empleando como control la clorhexidina al 0,12 % y alcohol al 70
%. Los resultados mostraron mayor efecto inhibitorio contra S. mutans para todos los
extractos de propoleos en comparacion con los controles; dando 13,56 mm para el
0,8%; 12,00 mm el 20% y 12,33 para el 30 %, asimismo 11,72 para la clorhexidina y
9,61 para el alcohol respectivamente. Esto les permitié concluir que a menor
concentracion de propoleo hay un mayor efecto antimicrobiano.

Soto,'® (Peru,2015). Metabolitos secundarios, cuantificacion de fenoles y
flavonoides totales de extractos etandlicos de propdleos de tres localidades del Per.
Determiné los metabolitos secundarios y cuantificd los fenoles y flavonoides totales
de los extractos etanolicos de propdleos recolectados de Piura, Ayacucho y Pucallpa,
empleando reactivos de coloracion y precipitacion para la identificacion de
metabolitos segin el método de Olga Lock y cuantificando los fenoles y flavonoides
totales con el método de Folin-Ciocalteau y el de formacion de complejos con AICI3
al 2 %. Los resultados mostraron la presencia de catequinas, lactonas, triterpenos y
esteroides, antocianidinas, flavonoides, fenoles y taninos en todos los extractos,
asimismo la presencia de alcaloides solo en Piura, saponinas en Pucallpa y quinonas
en Piura y Ayacucho concluyendo que debido a las diferencias significativas de region

a region sustenta que existe la necesidad de estandarizar los tipos de propdles en Peru.



El-Tabakh ! (Egipto, 2010) Efecto del propéleo y el veneno de abeja sobre la
cultura bacteriana aislada de pacientes con conjunctivitis. Evalué el efecto
antibacteriano del extracto de propoled en bacterias que causan la conjuntivitis entre
ellas Streptococcus oralis a traves de difusion de pozos de agar mostrando la actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas mostrando un halo
de inhibicion para S oralis de 22 mm, Staphylococcus albus 26 mm, Staphylococcus
aureus 23 mm, Streptococcus pyogenes 20 mm, Streptococcus pneumoniae 19 mm,
Corynebacterium xerosis 13 mm, Proteus vulgaris 20 mm, Haemophilus aegyptius 18
mm, Haemophilus influenzae 16 mm, Neisseria catarrhalis 13 mm, Escherichia coli y
Moraxella catarrhalis 8 mm, Klebsiella pneumoniae 7 mm y Pseudomonas aeruginosa
3 mm. Por lo que concluyeron que extracto de propoled puede ser usado para el

tratamiento de conjuntivitis.

Samara-Ortega et al *? (Colombia, 2010). Actividad antibacteriana y
composicion cualitativa de propdleos provenientes de dos zonas climaticas del
departamento del cauca. Su proposito fue evaluar la actividad antimicrobiana de dos
extractos etanolicos de Propéleo (EEP) provenientes de apiarios de los municipios de
Totoré y Buenos Aires en el Departamento del Cauca, frente a una bacteria Gram
positiva y otra Gram negativa y se determin0 la composicion cualitativa de metabolitos
secundarios de los dos extractos. La actividad bactericida se evaluo por el método de
dilucion en caldo y el analisis quimico se realiz6 mediante pruebas de reacciones
coloridas, cromatografia bidimensional y cromatografia de capa delgada. Se concluyd
que ambos extractos de propoleo mostraron efecto bactericida, donde el Propdleo de
Buenos Aires fue més efectivo que el de Totoré frente a Pseudomonas aeruginosa, al

inhibir su crecimiento a una concentracion inferior (p<0,05), mientras que para



Staphylococcus aureus el analisis no arrojé diferencias significativas (p>0,05) entre

los dos extractos

Mayta-Tovalino et al ** (Peru, 2010). Evaluacion in vitro del efecto
antibacteriano del extracto etandlico de prop6leo de Oxapampa - Peru sobre cultivos
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Su
objetivo fue demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo
(EEP) de Oxapampa-Peru evaluando in vitro su accion antibacteriana frente al S.
mutans y S. aureus para enfrentarlas a las soluciones: Propoéleo 10% y 30% y
compararlas con los testigos clorhexidina 0,12 y 0,05%, listerine® y agua destilada.
Se evaluo la actividad antimicrobiana mediante el método de Kirby-Bauer. El disefio
del estudio fue de tipo experimental in vitro y el tamafio muestral fue 16. Para el
analisis de los datos se utiliz6 la prueba t de Student. Se determind que para el S.
aureus, el EEP al 30% presenté mayor eficacia con una media de 11,77mm=0,19 y se
encontrd que las dos concentraciones de propoleo a las 24 y 48 horas mostraron
diferencia significativa p=0,007. Ademas, se determino que para el S. mutans, tanto el
EEP al 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron diferencia significativa. Por lo
tanto el EEP al 30% tuvo mayor efecto antibacteriano que el Listerine® contra el S.

mutans p<0,001 e igual en efectividad que la clorhexidina 0,05% frente al S. aureus.

Bases tedricas de la investigacion
Propdleo
Concepto
El propoleo una resina cérea de consistencia viscosa elaborada por las abejas a

partir de exudados de arboles y la mezcla de la saliva de estas. La palabra propoleo



deriva del griego pro “defensa” y polis “comunidad o ciudad” es decir en defensa de
la ciudad, ya que este producto se utiliza para la construccién, reparacion, y proteccion.
Las abejas la elaboran con la finalidad de sellar las grietas en sus panales para proteger
a sus colmenas de agentes extrafios.* 6.1/

Composicion

El propoleo en su composicion 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 afios siguientes, diversos estudios mostraron que su composicion quimica
es variable e incluso dificil de estandarizar debido a que depende de muchos factores
como: la vegetacion, raza de las abejas, método de recoleccién y la estacion o clima

en la que se recolecta.'®1®

Los propdleos estdn compuestos por resinas (40%), ceras (23-30%), polifenoles

(14-16%), polisacéridos (2,5%), materias volatiles (> 10%), y otras sustancias®
Uso del propoleo a través del tiempo

Existen evidencias que datan de afios A. C sobre el uso del propéleo para fines
medicinales. Los antiguos Egipcios utilizaban el propéleo como anti-putrefacte para
embalsamar a sus momias con el fin de conservarlos; en la cultura griega y romana se
utilizaba como agente antiséptico y cicatrizante. Los Incas utilizaban el propdleo
como un antipirético. En el siglo XVII fue vendida en las farmacias de Londres

nombrado oficialmente como medicina por su alta efectividad antimicrobiana &%

En la actualidad algunas culturas de los paises de Europa lo utilizan para tratar
enfermedades como asma bronquial, rinitis crénica, faringitis y tuberculosis. La

administracion de propdleos se ha mantenido durante mucho tiempo hasta llegar a



nuestros tiempos, se siguen realizando estudios sobre preparados a base de propéleo

en campos de biologia y medicina humana.?® 1921
Colecta del propdleo por las abejas

El género Apis recolector o Apis mellifera, se encontrd extendida en Europa,
Asia y Africa. Estudios han demostrado que se segun la especia que sea la abeja afecta
a la actividad antibacteriana de propdleo debido a que cada especie tiene una botanica

diferente.?t

Las abejas fraccionan los pedazos de exudados resinosos de las plantas, con
ayuda de mandibula y patas, para luego humedecer con la lengua y modelarlas en
pelotas en la mandibula; posteriormente ponen las pelotas en sus patas traseras, que
son utilizadas para llevar el polen y resinas, cuando las patas traseras estan llenas, el
propoleo es transportado al interior de la colmena y es depositado en las paredes
inferiores, permanecen alli de una al0 horas, hasta ser removido por otras abejas. Las
abejas colectoras de propoleo no la manipulan en la colmena, de ello se encarga las
abejas viejas que tienen las glandulas atrofiadas y se tienen la funcién almacenar y

cerrar las grietas.>*

Recoleccion

La recoleccion de propéleos es muy variable por el clima, debido a que segun
la estacion en la que se encuentra la flora cambia y esta afecta la produccion y
funcionamiento de las abejas y por consecuencia la actividad bioldgica del propoleo
e incluso se cree que produce cambios en el flujo de genes desde los cultivos a la
maleza produciendo un cambio en la composicion que como consecuencia afectaria

su actividad bioldgica.?? 232+



Métodos de recoleccion:

Basicamente existe dos métodos de recoleccion, mallas sumergidas y el
raspado. El empleo de mallas plésticas permite una cosecha mas limpia con menores
impurezas. El raspado con espatula metélica es la técnica mas se emplea, pero estudios
han indicado que el contacto del propdéleo con metal podria alterar y contaminar sus
composiciones; por esto se han ido incorporado nuevas técnicas como raspado con
espatula plastica, mallas Apifey y mallas tipo mosquitero 2

Caracteristicas organolépticas

e Aspecto: Esferas, granos, briquetas. Existe una estrecha relacion con el método de
cosecha empleado.

e Estructura: Espesa, no homogeénea, presencia de impurezas mecanicas y de cera,
el cual depende del método de cosecha, pero no debe ser excesivo.

e Color: Verde oscuro, amarillo, amarillo-verdoso, pardo, pardorojizo, pardo oscuro,
hasta negro.

e Consistencia: A temperaturas superiores a 300 C es blando y menores de 150 C
duro y quebradizo.

e Olor: Resinoso, aromatico, denota la presencia de aceites esenciales y miel en el
producto. Pero también existen Propbleos que no tienen olor.

. Sabor: Generalmente amargo, picante e insipido en raras ocasiones.>*

En cuanto a sus caracteristicas fisicas, el propoleo se presenta como un
producto solido, su punto de fusion oscila desde 590 C hasta 70 u 800 C. Presenta una
baja solubilidad en agua, pero puede ser diluido en solventes como alcohol etilico,

acetona, propilenglicos, benceno y soda caustica; siendo el alcohol etilico el solvente



mas recomendado ya que permite extraer con mas eficiencia los principios activos y

bajas concentraciones de cera.'> 1%

Composicion quimica

La composicion de los propdleos es muy variable, dependerd tanto de la vegetacion
que se encuentre alrededor de la colmena, clima, época del afio, asi como la especie de
la abeja que recolecto.8

Flavonoides:

Los flavonoides es el componente principal del propoleo debido a que es el
encargado de potenciar su actividad bioldgica ya que poseen un efecto antibacteriano,
antiviral y antinflamatorio. Donde dentro de su estructura se encuentra las flavonas,
flavanonas, flavonoles, antocianidinas e isoflavonas 25 27:2829
Terpenoides:

Son componentes esenciales porque contribuye a sus actividades antioxidantes
y antimicrobianas gracias a estos poseen el peculiar olor resinoso; estan compuestos
de monociclico, aciclico, monoterpenos diciclicos y derivados.™™

Los terpenoides aislados de propdleos estdn 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 propoleo se clasifican en cinco grupos: thujanes,
caranes, pinanes, fenchanes y camfenes. Sesquiterpenos son los componentes
quimicos mas abundantes en el propdleo*™
Compuestos fenolicos:

Estan conformado por fenilpropanoides incluyendo el acido cindmico, acido

p-cumarico, acido cafeico, el acido feralico y sus derivados como el acido cindmico
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preniladas quien es un compuesto quimico sobresaliente debido a que contribuye a la
actividad antimicrobiana del propéleo. > 16
Otros

Azulcares: Se cree que provienen de glucosa, fructosa y sacarosa de las plantas;
otros refieren que provienen de glucdésidos flavonoides hidrolizados en el propoleo.
Hidrocarburos:

Son componentes basicos del propoleo; se ha identificado, alcanos, alquenos,
alcadienos, monoésteres, diésteres, ésteres aromaticos, acidos grasos y esteroides en
diferentes prop6leos.>1®
Minerales: Segln Shuai et. al. Estos se clasifican en: >

a. No Toxico: Aquellos que no producen ningun dafio al organismo humano
como: Ca, K, Mg, Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, Sry Zn.
b. Toxicos: Aquellos que producen dafio al organismo humano como: Arsénico,

cadmio, mercurio y plomo.
Actividad biologica

Los propdleos poseen multiples actividades bioldgicas atribuidas a sus distintos
componentes quienes le dan una potente actividad antiviral, antifungico, antioxidante,

antinflamatoria, antitumoral, inmunomodulador y sobre todo antibacteriano® 1617

e Actividad bacteriana
Es la mayormente estudiada ya que distintos propoleos han mostrado ser
eficaces en bacterias Gram tanto positivas como negativas, el primer estudio de

esta propiedad es en 1948 por Kivalkina % 32 33
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Asimismo, en odontologia diversos estudios han mostrado su eficacia frente
a S. mutans bacteria que coloniza primero para formar el biofilm carioldgico;
mostrando su alta capacidad de inhibir la cepa y sus factores de virulencia
(glucosiltransferasas) para evitar su adhesion a la superficie dentaria y la adhesion

de las proximas bacterias. 3% 3¢

e Mecanismo de accion antibacteriana
Actualmente no se tiene bien esclarecido su mecanismo de accion, pero se
especula que este genera una especie de sinergismo entre todos sus componentes

principalmente los que se hallan en las resinas.®" 3

Usos Terapéuticos

Desde la antigiiedad el propoleo fue utilizado en diferentes partes del mundo
para combatir distintas enfermedades siendo utilizado como un fuerte antiviral, para
la eliminar hongos como anti fangico, para evitar la formacion de déxidos como
antioxidante, para la desinflamacion de heridas o como antinflamatorio, para prevenir
la formacidn de tumores como antitumoral, para fortalecer el sistema inmune como

inmunomodulador y para tratamiento de infecciones como antibacteriano.*” 8
Streptococcus mutans

Es una bacteria anaerdbica facultativa, gram positiva perteneciente a la flora
microbiana de la cavidad oral; esta bacteria posee la capacidad de adherirse a un tejido
duro con ayuda de su produccion de polimeros de glucano que van formar junto a otras
bacterias el biofilm cariol6gico que daran lugar a las lesiones cariosas por lo que al S

mutans el principal agente causante de la caries dental. S. mutans esta también

12



vinculada con enfermedades como endocarditis después de comprobarse su presencia

en personas con dicha enfermedad. 343
Morfologia:

S. mutans posee una forma de bacilo cuando es aislada de la cavidad oral, pero
adopta una forma de coco cuando es cultivada y crece en cadena. Su morfologia

depende del pH al cual es sometido. 383

S. mutans no suele producir hemolisis, pero si serotipos como c, e, fy k, ademas
posee la capacidad de fermentar glucosa, lactosa, manitol, etc. para convertirlo en

acido para producir la desmineralizacion el tejido dentario.

Serotipos:

Puede ir variando en distintas personas o lugares del mundo, en Norteamérica
y Europa el serotipo predominante es el serotipo ¢ mientras que en el norte de Africa
el méas predominante es el serotipo b. Estos serotipos son los que determinaran las
caracteristicas y diversas formaciones de caries. 4%

Los serotipos considerados cariogénicos suelen estar entre los serotipos c, e, y
f con mayor frecuencia y en menor frecuencia los S. cricetus (serotipo a), S. rattus (b),
S. sobrinus (d y g), S.macacae (h), S.downei (h) #*

Factores de virulencia:

El desarrollo y propagacion de S. mutans se debe a los factores de virulencia
que posee y van a permitirle causar dafio al tejido dentario. Estos son la produccion de
bacteriocinas mutacinas que van a ayudar a inhibir a otros microorganismos
permitiendo que el S. mutans se establecen dentro de otros nichos; produccion de

exopolisacaridos solubles e insolubles a partir de sus enzimas fructosiltransferasas
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dandole la particularidad de adherirse a la superficie dentaria y permitir la adhesion de

otros microorganismos, 40 42 45. 46

Streptococcus oralis

Es una bacteria gram positiva comensal perteneciente al grupo Mitis
perteneciente a la cavidad oral humana con una capacidad de patogenicidad
oportunista debido a su considerable variacion fenotipica y genética tras un cambio en
su ambiente. Esta asociada directamente a complicaciones tales como cancer
hematoldgico, endocarditis bacteriana, sindrome de dificultad respiratoria del adulto y

el choque-- estreptocdcica. 4"

Por otro lado, se esta viendo su posible uso como un probiético debido a su
capacidad de crecer en &reas adversas; se busca modificar S oralis con la Unica
finalidad de ayudar en la restauracion de la cavidad oral a través de la colonizacion en
otros sitios alrededor de los dientes para mantenerlas libres de bacterias que degeneran

la salud oral y competir con ellas. *’
Morfologia:

Es un a-hemolitico en forma de cocos que forman cadenas al momento de ser
cultivadas; as condiciones Optimas para la supervivencia de S. érales son temperaturas

entre 30 y 35 grados centigrados. “®
Factores de virulencia:

Los factores de virulencia de S. oralis le permiten interactuar con otras bacterias

no solo del biofilm cariogénico sino también del biofilm periodontal como
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Porphyromonas gingivalis y les da una amplia capacidad metabdlica los que le permite

crecer en ambientes mas adversos y utilizar una mayor variedad de nutrientes. 448

111 Hipotesis

Si existe diferencia entre la marcha fitoquimica de tres propéleos y su actividad

antibacteriana frente a cepas Streptococcus mutans (ATCC 25175) vy

Streptococcus oralis (ATCC 35037).

IV.  Metodologia

4.1.

4.2.

Disefio de la investigacién

Experimental: Se manipula la variable independiente para manifestar

un efecto en la variable dependiente y obtener un resultado.**:

Prospectivo: informacion que se va registrando cuando va sucediendo

los hechos programados para observar.**

Transversal: se mide la prevalecia de la exposicién y del efecto en una

poblacion en un solo momento“®

Analitico: se e explica la causa de determinado fenémeno, trata la

relacién entre variables.*?
Poblacion y muestra

Poblacion: La poblacion fue constituida por cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175) y Streptococcus oralis (ATCC 35037).

Muestra: La muestra es no probabilistica, fue tomada por conveniencia

y fueron 2 repeticiones por grupo.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variable

VALORES Y
DEFINICION DEFINICION INDICAD ESCALA DE
VARIABLES DIMENSIONES ATEGORIA TIPO ,
CONCEPTUAL | OPERACIONAL ORES ¢ (SSO MEDICION
) i |
Capacidad de una Capacidad de
. extracto del
sustancia de | 1o de inhibir
Efecto . inhibir o] | PrOPOIEO X Halo de - ,
. . No Aplica . el crecimiento o mm Cuantitativo De razon
Antibacteriano crecimiento 0 Inhibicién
desarrollo de
desarrollo de )
) bacterias S. mutans
bacterias )
y S. orlis
Determinaciéon de
la composicion
e Taninos quimica y _ .
e Aminoacidos | estructural del Metabollj[os Intensidad .
e Flavonoides |ndcleo de un secundarios de la | Ausencia (-)
Marcha e  Esteroides metabolito vegetales obtenidas | Presencia de | Poca (+) Cualitativo Ordinal
Fitoquimica . i a partir del extracto | los Moderada (++)
e Quinonas secundario vegetal
0 etanolico de los | Component | Alta (+++)
e Cardendlidos orop6leos es

e Alcaloides
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Determinacién de

Determinacién de
la cantidad de

Cuantificacion . la cantidad de | polifenoles totales | Concentraci " ,
. No Aplica . ) Mag/g Cuantitativo De razén
de Polifenoles polifenoles totales | en el  extracto | 6n
en el extracto. etandlico de los
propbleos
Ubicacion donde | Lugar donde se
. se encuentra la | encuentra la granja | Lugar  de | Arequipa :
Procedencia del . . . ., , " .
Pronéleo No Aplica apicola de donde | apicola de donde se | obtencién Huanuco y | Cualitativa Nominal
P se extrae el extrae los | de propéleo | Huaraz,
propéleos propdbleos
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4.4, Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

4.4.1. Técnica: se utilizd la técnica de observacion microbioldgica

4.4.2. Instrumentacion: Para la medida de los halos de inhibicion, se

4.4.3.

utilizo la regla de precision milimetrada VVogel con DIN/ISO 866/1.

Para la ejecucion el personal capacitado firmo una constancia de

asesoramiento al investigador (Ver Anexo 02 ,03)

Para evidenciar ejecucion del proyecto se tomaron fotografias (Ver

anexo 05)
Protocolos experimentales
4431. Obtencién del Propdleo

Al considerar que las abejas Apis mellifera, son mas
productivas cuando los apiarios se ubican a mas de 1000 m
de altitud, el propdleo sera obtenido directamente de los
apicultores de las siguientes zonas de Huaraz, Huanuco y

Arequipa.

Las muestras se recogieron con espatula de plastico y
llevados a recipientes herméticos de vidrio, fueron
cubiertos con bolsas oscuras y selladas para luego ser
llevadas al laboratorio de la facultad de Ciencias de la

Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote.
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4432. Obtencidn del extracto etandlicos de propéleo
Se realiz6 el protocolo de Tolosa*® con modificaciones:

El extracto se realiz6 con 10gr de propileo en 100ml de etanol
de 96°. Donde se obtuvo una muestra homogénea. Se
desinfectaron, rotularon de la A-C y forraron los frascos con
papel aluminio. Se pesaron (balanza analitica)10 gr de cada
propdleo, utilizando una espatula de plastico para transportar
el material a la balanza posteriormente agregaron 100 ml de
etanol a cada frasco, se taparon, agitaron y cubrieron con papel
aluminio los 6 frascos para asegurar el ingreso de luz. Los
frascos con EEP al equipo de bafio maria a 45° por 60
minutos. Pasado se dejaron las muestras en bafio maria para el

proceso de maceracion por 24 horas temperatura ambiente.
Filtracion al vacio en caliente:

Cumplido las 24 horas se calibro nuevamente el equipo de
bafio maria a 45° y se esperd un tiempo de 5 minutos a que

las muestras tomen esta temperatura.

Se encendid la bomba de membrana al vacio hasta la obtencion
de los extractos etanolicos de propoleo y se almacenaron las

muestras a 4°c hasta su uso en la obtencion de las disoluciones.
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4433

Determinacion de las concentraciones del extracto

etandlico de propoleo

Se sacaron todas las muestras de refrigeracion y se dejaron que

estas alcanzaran temperatura ambiente.

Se realizaron pruebas de solubilidad utilizando tubos de
ensayo con diferentes cantidades equivalentes de EEP y
cantidades equivalentes al etanol en 100 ml. Con la finalidad
de conocer en qué porcentaje se encuentra la méaxima

solubilidad del EEP.

A partir de encontrar la maxima concentracion de cada muestra
se obtuvieron 2 disoluciones méas que fueron colocadas en
frascos ambar (desinfectados y rotulados de las letras A-C) y
llevados a almacén a refrigeracion de 4°. Se obtuvo la
méaxima, intermedia y la minima concentracion de cada

muestra.

4434. Meétodo para la caracterizacion Fitoquimica del propoleo

Para la obtencion de la marcha fitoquimica se sigui6 el protocolo

brindado por Hinojosa et al.>* con algunas modificaciones

Se lavaron, desinfectaron, forraron con papel aluminio y
rotularon., 6 balones para cada muestra. Se procedio a pesar la

muestra seca de cada propoleo 10 g en la balanza analitica con
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ayuda de espéatula de pléstico y llevado a cada balon. Se agregd
a cada balon 100 ml de etanol.

Previamente a la maceracion se agito levemente cada balon. Se
dejo macerar por 20 horas a temperatura ambiente.

REFLUJO: Pasado las 20 horas se procedio a realizar el reflujo,
el objetivo de hacer este procedimiento es evitar perder el
disolvente (etanol).

Se colocaron las muestras sobre la estufa eléctrica, a
calentamiento a una temperatura entre 10s60 a 80° por 4 horas.
Pasado las 4 horas de reflujo se procedié a la eliminacion del
solvente a través del rotovapor.

Separacion de 4 ml fraccion “A”

Antes de llevarse cada matraz con el extracto etanolico al
rotavapor se extrajo con una pipeta 4 ml de la muestra y se
coloc6 en un frasco ambar (desinfectado y rotulado

previamente). Asi se obtuvo la fraccién A.

Reactivos

Reactivo Gelatina: Taninos

De manera ordenada se ubicaron los 3 frascos de la fraccion
“A”, con una punta de micropipeta para cada uno. En las placas
escavadas de laboratorio y se agregaron: 1ml de cada muestra

de la fraccion “A” en cada pocillo. 3 gotas de reactivo gelatina

21



a cada muestra. Se observo la reaccion para luego interpretar

cada una.

Para las pruebas con R. de gelatina y R. de cloruro férrico en
ambos casos se considera positiva la aparicion de un

precipitado.
Reactivo Cloruro férrico: Fenoles

La prueba del cloruro férrico es utilizada para determinar la

presencia o ausencia de fenoles en una muestra dada.>!

En las placas escavadas de laboratorio y se agregaron:

Iml de cada muestra de la fraccion “A” en cada pocillo.

1 gota del reactivo de cloruro férrico al 0.1 % a cada pocillo.

Se observa la reaccion para luego interpretar cada una.

Para esta prueba se considera positiva la aparicion de un
precipitado, donde puede formarse un complejo coloreado
transitorio o permanente (normalmente pdrpura, verde o azul)
que permite reconocer la presencia de compuestos fenolicos

y/o taninos, determina tanto fenoles como taninos.

Reactivo Ninhidrina: para aminoacidos

Esta reaccion es bastante importante, pues es universalmente
empleada para detectar cualitativamente y cuantitativamente
a los aminoécidos. La Ninhidrina es una agente oxidante de

los grupos alfa-amino, liberando amoniaco, CO2 vy el
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correspondiente aldehido, asi como la forma reducida de la

Ninhidrina.

En las placas escavadas de laboratorio, se agregaron:

1ml de cada muestra de la fraccion <A”.

3 gotas del reactivo ninhidrina a cada muestra.

Se observa la reaccion para luego interpretar cada una.

La aparicion de un color violaceo o amarillo y precipitado

determina como positiva a una prueba.

Reactivo shinoda: flavonoides

En las placas escavadas de laboratorio se agregaron:

- 1ml de cada muestra de la fraccion “A”.

- Limaduras de magnesio a cada muestra de la A-C.

- Se agregaron 2 gotas de HCL.

- Se observo la reaccion para luego interpretar a cada una.

- El desarrollo inmediato de la coloracion es indicativo de la
presencia de: flavonas y flavonoles (amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta,
violeta, azul), isoflavonas (amarillo), isoflavononas,

chalconas y auronas no dan coloracion.

Secado con rotavapor

Se utiliz6 para separar por medio de evaporacién a presion

reducida y suave, el solvente metanol del soluto propoleo.
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El extracto etanolico fue colocado en el balon de evaporacion

semi-sumergido en agua destilada.

Se calibr¢ el Bafio Maria a 60° y el sistema de rotacion del
matraz de evaporacion empezé a girar. Se redujo la presion
atmosférica mediante la aplicacion de una bomba de vacio
permitiendo que los solventes sean separados del soluto y
destilados en el tubo de condensacion a baja temperatura

(agua helada) y recolectados en el balén colector.

Extraer con acido clorhidrico

- Una vez que se obtuvo el soluto en el matraz de
evaporacion, se agregaron con la pipeta 30 ml de HCL al

1% a 50° C en bafio maria hasta que éste se disolviera.

Filtracion

En la muestra B se utilizé la filtracion por gravedad, esta que
se realiza a través de un embudo de vidrio provisto de un filtro
de papel, conico donde el liquido pasa a través de ellos por
efecto de la gravedad, quedando la parte solida retenida en el

filtro.

Las demas muestras pasaron por filtracion al vacio que es mas

rapida que la filtracion por gravedad.

Del proceso de filtracion se obtuvo la solucion acida se quedo

en el embudo decantacidn y la parte insoluble en el baléon.

24



Fase insoluble- fraccion B

El precipitado, sustancia solida visible que se consiguié con el

método de filtracion (parte que permaneci6 en el papel filtro y

que luego se puso en el baldn).>!

El objetivo de lavar el precipitado es eliminar moléculas del
liquido filtrado puesto que algo de este puede haberse
quedado adherido al precipitado.

Los precipitados se deben lavar con sustancias que no los
disuelvan, en este caso lavamos con agua destilada en
pequefios volUimenes, se agitd levemente y se llevo a
filtracion por gravedad; esta operacidn se realizo tres veces.
Después de lavar la parte insoluble se agregaron 10 ml de
triclorometano.

Se calentd en bafio maria, se llevo a filtracion por gravedad y
fue secado con sulfato de sodio; éste que fue agregado en el
papel filtro. La parte filtrada de cada muestra se guardd en
frascos ambar (6 frascos) lavados desinfectados y rotulados

previamente. Asi se obtuvo la FRACCION B.

Reactivos

Reactivo de Lieberman Burchard: para esteroides

Anhidrido acético + Acido sulfdrico:

Se llevaron las muestras A-C a bafio maria para obtener un

estado liquido, porque estas estaban condensadas.
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En los tubos de ensayo de laboratorio (previamente lavados y

rotulados a de la A-C), se agregaron:

- 1ml de cada muestra de la fraccion “B”.

- 2 a3 gotas de anhidrido acético en cada tubo de ensayo.

- 2 a3 gotas de &cido sulflrico a cada muestra.

- Se observo la reaccion para luego interpretar a cada una.

- Si hay formacion de colores azul o verde que cambian con el
tiempo indica presencia del nucleo esteroide.

- Cada reaccién se interpret6 con los valores establecidos en el

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

Reactivo Borntrager: para quinonas

NaOH al 10% diluido en agua destilada.

- En tubos de ensayo se agregaron:

- 1ml de cada muestra de la fraccion “B” en cada tubo.

- 2 gotas de NaOH al 10% (hidréxido de sodio)

- ElI cambio de coloracion nos indicé la presencia de
compuestos quinonicos al utilizar el NaOH al 10 %. Indica
positivo cuando hay presencia de una fase acuosa roja o
amarilla con fluorescencia roja.

- Se observd la formacion de una coloracién rosada a roja,
indicandonos la presencia deantraquinonas.

- Cada reaccidn se interpret6 con los valores establecidos en el

proyecto Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
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Solucion acida

Es la parte liquida que obtuvimos con la filtracién en el embudo
de decantacion, hubo que esperar a que enfriara por que se

encontraba tibia.

En este caso para alcalinizar se utilizé amoniaco (desde 1ml) y
con las tiras indicadoras de pH se fue comprobado en qué nivel
se encontraba (observando los colores en el indicador). Se
determind que con 3ml de amoniaco la solucién estaba alcalina
con un pH 9 segun el indicador (esta cantidad se agrego a todas

las soluciones de A-C).

Extraccion: es un proceso de separacion de una sustancia que
puede disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, con
diferente grado de solubilidad y que estan en unién a través de

una interface.”®

En el laboratorio el proceso se desarrollé de la siguiente manera:

- Embudo de decantacion con la sustancia (solucién acida) a
temperatura ambiente con pH alcalino con disolvente 1.

- Se agrego el disolvente 2 triclometano en 25ml en el que se
extraerd y en el que la solubilidad de la sustancia es mayor.

- Se tapo el embudo y se agito vigorosamente para formar una
emulsion de los dos liquidos inmiscibles y permitir el reparto

de la sustancia entre ambos.
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- Se abrio la valvula del embudo después de agitar para que los
gases que se puedan haber formado puedan salir del embudo.
- Se dejo decantar porl4 horas para que se forme una interface
clara entre ambos. Fase superior (Fase acuosa), fase inferior

(fase cloroférmica).

Fase cloroférmica: fracciéon C

- Pasado las 14 horas se abrio la espita inferior del embudo y
se dejo caer el liquido mas denso (fase cloroférmica) en un
embudo de decantacion.

- Fase cloroférmica: en la filtracion con solo papel filtro
pueden pasar moléculas de la fase acuosa en el cloroformo y
alterar los resultados, por esta razon para asegurarnos de que
no ingrese ninguna molécula, se hace el lavado que consiste
en agregar 10ml de agua destilada, agitar con el fin de que
ésta arrastre las moléculas que puedan encontrase, unirse y
llevarlas a la fase acuosa, formandose asi nuevamente dos
fases.

- Se dej6 decantar por 30 minutos.

SECADO: Se abrio la espita inferior del embudo de decantacion
y se dejo caer el liquido mas denso (fase cloroférmica) en el
frasco ambar (lavado, desinfectado y rotulado previamente) que
estaba listo con el embudo que contenia el papel filtro y el

sulfato de sodio.
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- Alafase cloroférmica que fue secada con sulfato de sodio, se
agregaron 50ml de triclorometano; es asi como obtuvimos la
FRACCION “C”. Este procedimiento se realiz6 a las 3
muestras.

- La fase acuosa (agua con la que lavamos el cloroformo) que
quedd en el segundo embudo de decantacién se llevo al

primer embudo que contiene la fase acuosa.

Reactivos

Reactivo Balget: para cardenolidos

Acido picrico al 1% en etanol 20ml + NaOH AL 10% (hidroxido

de calcio):

Se usaron tubos de ensayo previamente lavados y rotulados de

la A-F y se agregaron:

- 2ml de cada muestra de la fraccion “C”.
- 0.2 ml de triclometano a cada tubo.
- Se llevaron todos los tubos en la gradilla a bafio maria para la

evaporacion de la muestra.

En las placas escavadas de laboratorio se agregaron en cada

pocillo:

- 20 3 gotas de muestra de cada tubo.
- 3 a4 gotas de la solucion de &cido picrico al 1%.

- 3 a4 gotas de NaOH al 10%.
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- Se observo la reaccion para luego interpretar a cada una.

El cambio de coloracién nos indico la presencia de cardenolidos.

Se observé la formacion de una coloracion amarillo a rojo

oscuro, indicandonos la presencia cardenolidos.

- Cada reaccidn se interpreto con los valores establecidos en el

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

Reactivo de Lieberman Burchard

Anhidrido acético +Acido sulfarico+Triclorometano

En tubos de ensayo previamente lavados y rotulados a de la A-

F se agregaron:

2ml de la fraccién «“C”.

- 0.2ml de triclorometano.

- Se llevaron los tubos en una gradilla a bafio maria para la
evaporacion de la muestra.

- Se afladieron de 3 a 4 gotas de anhidrido y 3 a 4 gotas de acido
sulfurico a cada tubo de ensayo.

- Se observo la reaccion para luego interpretar a cada una.

Si hay formacion de colores azul, verde que cambian con el

tiempo indica presencia del ndcleo esteroide.

- Cada reaccion se interpreto con los valores establecidos en el

proyecto Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
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Reactivo drangendorff: para alcaloides

Se trabaj6 en tubos de ensayo previamente lavados y
rotulados a de la A-F.

Se afiadieron 2ml de cada muestra de la fraccion “C”.

Se secaron las muestras por evaporacion en bafio maria.
Después de secar las muestras se agregaron 2 ml de HCL al
1% a cada tubo.

En placas escavadas de laboratorio se filtraron 3 gotas de cada
muestra en cada pocillo de la placa.

Se agregaron de 3 a 4 gotas del reactivo Drangendorff a cada
muestra.

Se observé la reaccién para luego interpretar a cada una.

Da positivo si se forma un precipitado pardo anaranjado.
Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el

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

Fase acuosa

La saturacion es el punto en que una solucion de una sustancia
no puede disolver més de dicha sustancia, y que cantidades
adicionales aparecerdn como un precipitado. Este punto de
maxima concentracion es el punto de saturacion.

A la fase acuosa que quedo retenida en el primer embudo de
decantacion se saturd con una solucion de sulfato de sodio y

sal anhidra.
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EXTRAER: se hizo una mezcla con triclorometano mas
etanol y se agregd a la fase acuosa, se agito y se dejo decantar.
Como resultado se obtuvieron dos fases: fase cloroformico-

etanolica (fase inferior) y la fase acuosa remanente.

Fase cloroformica-etandlica: fraccién “D”

Se abrid la espita inferior del embudo y se dejé escurrir el
liquido mas denso fase cloroférmica-etanolico en un embudo
de decantacion. La fase acuosa se deja en el embudo de
origen.

A la fase cloroférmica-etandlica se agregd 10ml de solucion
de sulfato sodico para el lavado, en el que se agito con el fin
de que éste arrastrara las moléculas que se encontraran,
unirlas y llevarlas a la fase acuosa, formandose asi
nuevamente dos fases.

Se dejo6 decantar hasta que se formen bien las dos fases.
SECADO Y FILTRACION: Se abri6 la espita inferior del
embudo de decantacion que estaba sostenido por una pinza
por encima del embudo con papel filtro con sulfato de sodio
(para retener moléculas de la fase acuosa), éste que estaba
dentro del frasco ambar (lavado, desinfectado y rotulado
previamente) y se dejo filtrar el liquido mas denso fase
cloroférmica-etandlica en el frasco &mbar. Asi obtuvimos la

fraccion “D”. Este procedimiento se realizd a las 3 muestras.
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Reactivos para fraccion “D”

En 3 tubos de ensayo se agregaron 1ml de cada muestra + 2.5
ml de etanol.

Se llevaron a bafio maria a evaporacién a sequedad.

Después de haberse secado por completo se agregaron a todos
los tubos 2.5 ml de etanol.

Este procedimiento se aplico para cada reactivo de esta

fraccion.

Reactivo shinoda: para flavonoides

En las placas escavadas de laboratorio, se agregaron 1ml de
cada muestra de la fraccion “D” que se encontraban con
etanol.

Se afiadieron particulas de magnesio a cada muestra de la A-
F.

Se agregaron con la micropipeta de 3 a 4 gotas de HCL.

Se observa la reaccion para luego interpretar a cada muestra.
El desarrollo inmediato de la coloracion es indicativo de la
presencia de: flavonas y flavonoles (amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta,
violeta, azul), isoflavonas (amarillo), isoflavononas,
chalconas y auronas no dan coloracion.

Cada reaccion se interpretd con los valores establecidos en el

proyecto Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
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Reactivo de rosenheim: para leucantocianidinas

A los 6 tubos de ensayo con 1ml de muestra de la fraccién D,
previamente secados a vapor en bafio maria y agregados
2.5ml de etanol.

Se agregaron 3 a 4 gotas del reactivo Rosenheim.

Se observé la reaccién para luego interpretar a cada muestra.
El desarrollo inmediato de la coloracion rosado o rojo carmesi
es indicativo de la presencia de leucantocianidinas.

Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos enel

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

Reactivo balget: para cardenolidos

Acido picrico al 1% en etanol 20ml + NaOH AL 10%

(hidroxido de calcio).

6 tubos de ensayo con 1ml de muestra de la fraccion D,
previamente secados a vapor en bafio maria y agregados
2.5ml de etanol.

En las placas escavadas de laboratorio se agregaron 1 ml de
muestra en cada pocillo.

Se afnadieron de 3 a 4 gotas de la solucion de acido picrico al
1% y de 3 a 4 gotas de NaOH al 10% en cada pocillo.

- Se observd la reaccidn para luego interpretar a cada una.

El cambio de coloracion nos indic6 la presencia de

cardenolidos.
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- Se observo la formacion de una coloracion amarillo a rojo
oscuro, indicAndonos la presencia cardenolidos.
- Cada reaccidn se interpretd con los valores establecidos en el

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

Reactivo de Lieberman Burchard

Anhidrido acético + Acido sulfdrico

- Alos 6 tubos de ensayo con 1ml de muestra de la fraccion D,
previamente secados a vapor en bafio maria y agregados

2.5ml de etanol.

Se agregaron cada tubo de ensayo:

1 ml de triclometano.

- 304 gotas de anhidrido acético

- 3 a4 gotas de acido sulfdrico.

- Se observa la reaccion para luego interpretar a cada una.

- Si hay formacion de colores azul, verde que cambian con el
tiempo indica presencia del nucleo esteroide.

- Cada reaccidn se interpret6 con los valores establecidos en el

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

Reactivo DrangendorfF: para alcaloides

- Alos 6 tubos de ensayo con 1ml de muestra de la fraccion D,
previamente secados a vapor en bafio maria y agregados

2.5ml de etanol.
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Se afiadieron a cada tubo de ensayo:

2mlde HCL al 1%

1ml de triclometano.

3 0 4 gotas de HCL al 1%.

3 a 4 gotas del reactivo Drangendorff.

Se observé la reaccion para luego interpretar a cada una.

Da positivo si se forma un precipitado pardo anaranjado.
Cada reaccion se interpret6 con los valores establecidos en el

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

Fraccion “E”

La fase acuosa (fase liquida de sulfato sodico con la que
lavamos el cloroformico-etanolico) que quedo en el segundo
embudo de decantacidn se llevo al primer embudo que tiene
la fase acuosa remanente. Esta vendria a ser la FRACCION

46E”

Reactivo Rosenheim: Leucantocianidinas

En las placas excavadoras de laboratorio, se agregaron:

1ml aprox. de cada muestra de la fraccion “E”.

3 a 4 gotas del reactivo Rosenheim.

Se observa la reaccion para luego interpretar a cada muestra.
El desarrollo inmediato de la coloraciéon rojo carmesi es

indicativo de la presencia de leucantocianidinas.
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- Cada reaccién se interpret6 con los valores establecidos en el

proyecto Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
Reactivo sinodal: para flavonoides

En las placas de toque de porcelana de laboratorio, se agregaron:

1ml aprox. de cada muestra de la fraccion “E”.

- Particulas de magnesio.

- Con la micropipeta de 3 a 4 gotas de HCL.

- Se observo la reaccion para luego interpretar a cada muestra.

- El desarrollo inmediato de la coloracién es indicativo de la
presencia de: flavonas y flavonoles (amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta,
violeta, azul), isoflavonas (amarillo), isoflavononas,
chalconas y auronas no dan coloracion.

- Cada reaccién se interpret6 con los valores establecidos en el

proyecto Ausencia (-), Poca (+), Moderada (++) y Alta (+++).
De la determinacion de polifenoles totales

Se realiz6 segln el método de Folin Ciocalteu.%? con algunas
modificaciones: Mediante el empleo de un espectrofotometro
UV- Vis, En un tubo de reaccion se adicionaran 50 pl de
solucion etanolica de propoleo, 2.5ml de agua y 500 pl de
reactivo Folin-Ciocalteu (grado analitico, Merck). Se agito y
luego se dejé en reposo por 5 minutos. Posteriormente se

adicionaron 2ml de Na2CO3 al 10%. Después de 90minutos en
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44.36.

la oscuridad se leera la absorbancia a 700 nm. Usando la curva
de calibracion el estandar de catequina el cual permitira obtener
la concentracidn de polifenoles totales expresado en miligramos
de polifenoles totales por gramos de propéleo. Este
procedimiento se efectud con cada uno de los propdleos objeto

de estudio por triplicado.

Se eligieron las soluciones etandlica de propoleo de cada

muestra segun su concentracion méxima, intermedio o minima.

De la obtencion de Streptococcus mutans y Streptococcus

oralis.

Las cepas fueron obtenidas directamente de la ATCC vy se

activaron de la siguiente manera:

Streptococcus mutans:

1. Se abre el Vial ATCC segln instrucciones, se
reconstituye la cepa liofilizada con 3 ml de BHI.

2. Se realiza el sembrado en cuatro tubos conteniendo c/u
seis mililitros de BHI a cules se les coloco 0.5 ml
aproximadamente de medio BHI conteniendo la cepa y
se coloca en la estufa a 37° C en condiciones
microaerodbicas sellandose la parte superior con parafilm
por 24 horas.

3. Y por ultimo se siembra en 1 tubo conteniendo 6 ml de

thioglicolato al cual se coloc6 0.5 ml aproximadamente
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de medio BHI conteniendo la cepa y se coloca en la
estufa a 37° C en condiciones microaerdbicas por 24

horas.

Streptococus oralis

1. Se abre el Vial ATCC segun instrucciones, se
reconstituye la cepa liofilizada con 3 ml de BHI.

2. Serealiza el sembrado en 6 tubos conteniendo c/u 6mm
de BHI a cuéles se les colocd 0.5 ml de medio BHI
conteniendo la cepa y se coloca en la estufa a 37° C en
condiciones aerdbicas sellandose la parte superior con
parafilm por 24 horas.

3. También se realiza la siembra en 2 placas de agar sangre
con BHA a los cuales se le agrega también 0.5 ml de la
cepa sacada directamente del vial se realiza la dispersion
a través del medio con el asa de siembra y se coloca en
la estufa a 37° C en condiciones microaerdbicas por 24
horas.

4. Y por ultimo se siembra en 1 tubo conteniendo 6 ml de
thioglicolato al cual se colocé 0.5 ml de medio BHI
conteniendo la cepa y se coloca en la estufa a 37° C en

condiciones aerdbicas por 24 horas.
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4.4.5.

Del enfrentamiento microbiano.

Streptococcus oralis

Previamente se incubd la cepa de S. oralis ATCC 35037 a 37°C
X 24 horas en 2 tubos de BHI conteniendo 6 mililitros cada uno.
Se preparé 3 frascos de BHA con 250 ml c/u para el
enfrentamiento, un dia anterior el cual se diluy6 a bafio maria.
Los 2 tubos que se sembraron anteriormente se centrifugaron a
2500 rpm durante 8 minutos, posteriormente se decantd y se
reconstituyo el pellet con caldo BHI hasta obtener una densidad
Optica de 0.260.

Luego se paso 4ml de esta dilucion a un tubo conteniendo 40mi
de BHI, se homogenizd y se coloco a partir de este prepara 1ml
en veinticinco lacas a las cuales posteriormente se le adicion6
25ml de BHA licuado, se homogenizé.

Se dejo solidificar el agar y se paso a realizar los pozos con un
sacabocado de 6 mm, y en dichos pozos se agregd 100 ml de
cada propdleo, la prueba se hizo por duplicado. Se considero
también etanol de 96° como control negativo y como control
positivo clorhexidina de 0.12%.

Se dejé a incubar por 24 horas a 37°c en microanaerofilia.
Pasada las 24 horas hicieron las mediciones de halos de
inhibicion con la regla de precision milimetrada Vogel con

DIN/ISO 866/1
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Streptococcus mutans

1. Previamente se incubo la cepa de Streptoccocus mutans ATCC
25175 a 37°C x 24 horas en dos tubos de BHI conteniendo seis
mililitros cada uno.

2. Se prepard tres frascos de BHA con 250ml c/u para el
enfrentamiento, un dia anterior el cual se diluyé a bafio maria

3. Los 2 tubos que se sembraron anteriormente se centrifugaron a
2500 rpm durante 8 minutos, posteriormente se decantd y se
reconstituyo el pellet con caldo BHI hasta obtener una densidad
Optica de 0.270.

4. Luego se pasé 4ml de esta dilucion a un tubo conteniendo 40 ml
de BHI, se homogenizé y se coloc a partir de este prepara 1 ml
en 25 placas a las cuales posteriormente se le adiciond 25 ml de
BHA licuado, se homogenizé.

5. Se dej6 solidificar el agar y se paso a realizar los pozos con un
sacabocado de 6 mm, y en dichos pozos se agregé 100 ml de
cada propoleo, la prueba se hizo por duplicado. Se considero
también etanol de 96° como control negativo y como control
positivo clorhexidina de 0.12%.

6. . Se dejé a incubar por 24 horas a 37°c en microanaerofilia

7. Pasada las 24 horas hicieron las mediciones de halos de
inhibicion con la regla de precision milimetrada Vogel con

DIN/ISO 866/1.
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4.5.

Plan de Anélisis

Los datos recolectados fueron procesador por IBM SPSS Statistics 24 y
presentados en tablas con medias y desviaciones estandar del efecto
antibacteriano y sensibilidad de los tres propdleos peruanos en sus distintas

concentraciones experimentadas

El efecto antibacteriano de cada propdleo fue comparado en sus distintas
concentraciones empleando ANOVA vy el test de Tukey. En cambio, dada la
presencia de controles, la sensibilidad de las concentraciones de cada propéleo
fue comparada con cada uno de los controles empleando el ANOVA vy la
prueba Dunnett. Finalmente, se compar6 las distintas concentraciones y
propbleos empleando ANOVA y pruebas de Tukey. Ademas, se establecio la
correlacion entre el efecto del propdleo y la cantidad de polifenoles en el

mismo, empleando el test de T para coeficientes de correlacidn de Pearson.

La significancia fue considerada si p<0.05

42



4.6. Matriz de consistencia
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS | METODOLOGI | POBLACION
A
¢Cual es la | Objetivo general: Si existe | Tipo de | La poblacion
diferencia entre la | Determinar la marcha fitoquimica de tres propodleos peruanos y | diferencia entre | investigacion esta

marcha fitoquimica
de tres propdleos
peruanos y  su

actividad

antibacteriana sobre

Streptococcus
mutans (ATCC
25175) y
Streptococcus

su efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans
(ATCC25175) y Streptococcus oralis(ATCC35037)

Objetivo especifico:

Evaluar el efecto invitro de la actividad antibacteriana del
extracto de tres propdleos peruanos sobre Streptococcus mutans
(ATCC25175) y Streptococcus oralis(ATCC 35037)
Correlacionar la concentracion de polifenoles totales y actividad

antibacteriana de tres propdleos peruanos

la marcha
fitoquimica de
tres propoleos
peruanos y su
actividad
antibacteriana
frente a cepas
Streptococcus

mutans (ATCC

Es una
investigacion de

tipo cuantitativo.

Nivel de
investigacion
Es una

investigacion de

nivel explicativo.

constituido por
colonias de S.
mutans ATCC
25175
Streptococcus
oralis(ATCC3
5037)

Muestra:
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oralis(ATCC

35037)?

Comparar in vitro la actividad antibacteriana entre las
concentraciones de tres propoleos peruanos y etanol al 96 %
sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
Streptococcus oralis (ATCC 35037)

Comparar in vitro la actividad antibacteriana entre las
concentraciones de tres propdleos peruanos y clorhexidina 0.12
% sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y

Streptococcus oralis (ATCC 35037)

25175) y
Streptococcus
oralis (ATCC

35037)

Disefio  de
investigacion
Experimental,
prospectivo,
longitudinal,

analitico.

la

La muestra fue
tomada por
conveniencia 'y
esta
constituida por
dos
repeticiones

por grupo
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4.7.

Principios éticos

Se sometid a los principios éticos consignados en el codigo de ética de la
Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote, ademas el material utilizado
fue llevado a la autoclave antes del desecharlo, asi evitaremos la contaminacion

del medio ambiente donde se realizd la ejecucion.
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V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1

Caracterizacion fltoquimica de tres propoleos peruanos

Fraccion  Metabolios Reactwos Arequpa Huamco — Huamaz
Taninos Gelatma —_ +H+ Fw
A Tanmos Cloruro ferrico -_— +H ST
Aminodcid os R Nihidrma +H+ 41 1
Flavonoides R. Shmoda — — +H
B Esteroides Liebemman- Burchard +H — +H+
Qumonas E. Bomtranger ++ - -
Cardenolitos R. Baleelt + + n
C Cardenolitos E. Liebemman-Burchard +H i +H
Alcaloides R. Drangendorfl - +H 1
Flavonoides R. Shmoda +H - -
Leuciantocianidmas  R. Rosenhein - - -
D Cardenolitos R. Baleelt + + i
Esteroides v tifemos R Lieberman-Burchard + - -
Alcaloides R. Drangendorfl - - -
. Leuciantocianidmas  R. Rosenhein - - -
Flvonoides R. Shmoda + - -
Ausencia(-) Poca(+) Moderada{+H) Alta(=+)

Fuente: Datos proporcionados por el auto

En la fraccion A, el propdleo de Arequipa tuvo alta presencia de los metabolitos; algo
similar del propoleo de Huaraz el cual tuvo también alta presencia con la excepcion
presencia moderada de los flavonoides; y el propoleo de Huanuco tuvo moderada o
alta presencia de los metabolitos. En la fraccion B, todos los propoleos tuvieron alta
presencia de esteroides y solamente el de Arequipa moderada presencia de quinonas.
En la fraccion C, los tres propdleos tuvieron poca presencia de cardenolitos y
moderada o alta presencia de Nucleo de esteroides y alcaloides. En la fraccion D, el
propdleo de Arequipa tuvo moderada presencia de flavonoides. Y, en la fraccion E,
Unicamente se encontré moderada presencia de flavonoides en el propoleo de Arequipa
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Tabla 2

Actividad antibacteriana de tres propéleos peruanos sobre Streptococcus mutans y

Streptococcus oralis

AREQUIPA HUANUCO HUARAZ
10% 5% 2.5% 2% 1% 05% 5% 25% 1.25%
Media 18.5 16.5 14.0 10.0 00 00 100 0.0 0.0
§ mutan DE 071 0mn 0.00 0.00 0.00 000 0.00 (.00 0.00
_mutans —
(ATCC ?NO‘”’" 1083 375
25175)
p (0.000
Duncan g d c b a a b a a
Media 190 163 15.0 12.0 115 115 120 11.0 105
. DE 141 071 000 000 071 071 0.00 1.41 0.71
§. oreals ANOVA.
(atcc o 25.708
35037)
P 0.000
Duncan C b b a a a a a a

Fuente: Datos proporcionados por el auto

En la actividad antibacteriano, los propoleos peruanos en sus distintas
concentraciones evaluadas muestran a través del ANOVA efecto sobre S.
mutans (F=1083.375, p=0.000<0.05), presentando segun la prueba de Duncan
mayor actividad el propdéleo de Arequipa a una concentracion del 10%
(media=18.5 mm, DE=0.71 mm. Igualmente, los prop6leos muestran actividad
antimicrobiano sobre S. orealis (F=25.708, p=0.000<0.05), presentando
también el propdleo de Arequipa con una concentracion al 10% el mayor halo
de inhibicion (media=19.0 mm, DE=1.41 mm.(media=16.5 mm, DE=0.71
mm).

Fuente: Datos proporcionados por el autor
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Tabla 3

Evaluacion del efecto antibacteriano de tres propoleos peruanos, etanol y clorhexidina,
frente a cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus oralis

AREQUIPA HUANUCO HUARAZ Etanol Clothexidina
10% % 25% 2% 1% 05% % 25% 125%
Media 185 16.5 14.0 10.0 0.0 0.0 10.0 0.0 0.0 0.0 295
DE 0.71 .71 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.71
Control: Etanol
ANOVA:F 560.667 Imposibilidad numérica Imposibilidad numérica
S.mutans p 0.000

(ATCC

25175) Dunnett b b b a
Control: Clorhexidina
ANOVA:F 249.222 3094.333 3094.333
P 0.000 0.000 0.000
Dunnett a a a a a a a a a b
Media 19.0 16.5 15.0 120 11.5 115 120 11.0 10.5 0.0 195
DE 141 0.71 0.00 0.00 0.71 0.71 0.00 141 0.71 0.00 071
Control: Etanol
ANOVA:F 235.400 272.667 101.000

S.omlis p 0.000 0.000 0.000

(ATCC

35037) Dunnett b b b b b b b b b a
Control: Clorhexidina
ANOVA:F 12.000 82.111 47.333
P 0.018 0.000 0.001
Dunnett b b b a a a a a a b

Fuente: Datos proporcionados por el autor

Considerando como control el etanol, los tres propdleos peruanos en cualequiera de sus concentraciones
muestran superioridad en su sensibilidad sobre S. orealis, verificados a través del ANOVAy las pruebas
de Dunnett (p<0.05 en todos los casos); y sobre S. mutans el propo6leo de Arequipa en todas las
concentraciones evaluadas, no siendo posible la evaluacion estadistica en el caso de los propéleos de
Huénuco y Huaraz debido a la coincidencia del valor de la sensibilidad en los pozos examinados. Al
considerar la clorhexidina como parte de los grupos a comparar, las pruebas ANOVA muestran
evidencia de diferencias entre los tratamientos tanto con la cepa de Streptococus mutans como con las
cepa de streptococus oralis (p<0.05, en cada caso). En el control de la cepa de Streptococus mutans,
ninguno de los propoleos, en las concentraciones evaluadas, alcanzé la sensibilidad de la clorhexidina.
En cambio, en el control de Streptococus oralis, el prop6leo al 10% de Arequipa (19.0) mostré similar
sensibilidad que la clorhexidina (19.5).
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Tabla 4
Correlacion de polifenoles y el efecto antibacteriano de tres
propdleos peruanos sobre cepas Streptoococcus mutans y

Streptococcus oralis.

Halo (mm) Polifenoles
Lugar Concentracion  S. mutans  S. Orealis (mg)

10% 18.5 18.5 1.02

Arequipa 5% 16.5 16.5 1.00

2.5% 14.0 14.0 1.00

2% 10.0 12.0 0.48

Huénuco 1% 0.0 11.5 0.42

0.5% 0.0 11.5 0.39

5% 10.0 12.0 0.60

Huaraz 2.5% 0.0 11.0 0.59

1.25% 0.0 105 058
Correlacién de Pearson 0.879 0.769
t 4.877 3.183
p 0.002 0.015

La correlacion entre polifenoles y efecto antibacteriano de los propdleos es positiva,

tanto si trata de las cepas S. mutans (R=0.879, p=0.002<0.05) como de las cepas S.
orealis (R=0.769, p=0.015<0.05), lo cual significa que a mayor concentracién de
polifenoles en los propdleos mayores es el halo de inhibicion o lo que es lo mismo

mayor actividad antibacteriana.

5.2 Analisis de Resultados
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Los resultados de este estudio mostraron que el extracto con
mayor efecto antibacteriano sobre S mutans es el recolectado en
Arequipa al 10% con un halo de 18.5 mm seguido por el de 5% con un
halo de 16.5 mm, al 2.5% con un halo de 14 mm, quien continuo fue el
extracto de Huanuco al 2% con un halo de 10 mm al igual que el
extracto de Huaraz al 5%; estos resultados muestran que la
concentracion influye en el efecto antibacteriano debido a que el
extracto de Arequipa poseia las mayores concentraciones a diferencia
de Huanuco y Huaraz esto confirma los resultados de Huayhua et al. 2
quien al comparar los extractos de propdleos al 5% y 10% fue al 10%
donde obtuvo un mejor resultado con un halo de 24 mm mientras que
el extracto de propdleo al 5% obtuvo un halo de 20mm asimismo
Ramirez et. al.> obtuvo el mejor resultado con su extracto al 100% con
un halo del14.25 mm mientras que al 75% encontrd 11.7 mm de halo, al

50% 10.5 mm, y en Gltimo lugar al 25% con un halo de 7.5 mm.

Sin embargo, no solo la concentracion puede influir en el efecto
antibacteriano sino el lugar de origen también ya que analizar los
resultados del extracto de Arequipa al 5% este mostro un halo de 16.5
mm mientras que el extracto de Huaraz también al 5% mostré un halo
de tan solo 10 mm asimismo Eguizébal et. al. ® quienes estudiaron el
extracto de Oxapampa en concentraciones de 0.8%, 20% y 30% obtuvo
resultados opuestos a lo de los autores anteriores ya que en sus
resultados de observd que a menor concentracion existia un mayor

efecto ya que 0.8% logré un halo de 13,56 mm, al 20% un halo de 12mm
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y el de 30% un halo de 12.3 mm confirmando que el efecto no depende
solo de la concentracidn, sino que el lugar de origen va a influir en la

actividad antibacteriana del propoleo.

De igual manera los extractos de propdleos pueden causar un
efecto distinto segun el tipo de bacteria ya que frente a S. oralis todos
los extractos en las distintitas concentraciones mostro un halo de
inhibicién mientras que en S. mutans algunas concentraciones no
mostraron efecto alguno esto es respaldado por el estudio de El-Tabakh®
quien evalud los extractos de propoleos en distintas bacterias teniendo
halos de inhibicién distintos para diferentes bacterias siendo 22 mm
para S orales 26mm para Staphylococcus albus, 23mm para

Staphylococcus aureus entre otras.

En la evaluacion de los metabolitos se confirmé la presencia de
taninos, aminoacidos, cardelolitos y esteroides en la misma intensidad
para los tres extractos; se observo la presencia de flavonoides, quinonas
y alcaloides en los tres extractos pero con mayor intensidad para el de
Arequipa demostro; la presencia de quinonas fue solo en los extractos
de Arequipa demostrando asi que la cantidad de metabolitos y la
presencia de los mismos van a depender del lugar de origen como lo
mostré Soto* en su estudio para determinar los metabolitos de
extractos etanolicos de propoleos de distintos lugares: Piura, Ayacucho
y Pucallpa donde la presencia de Antocianidina, triterpenos y
esteroides, catequinas, lactonas, se encontraba con la misma intensidad

en los tres extractos, asimismo la presencia de fenoles, taninos y
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flavonides estuvieron presentes en los tres extractos pero con mayor
intensidad para Ayacucho, seguido por Piura; de igual manera la
presencia de quinonas se encontrd solo en el extracto de Ayacucho,

saponinas en Pucallpa y alcaloides para Piura.

En la evaluacion de la correlacion de polifenoles y efecto
antibacteriano se afirma que a mayor concentracion de polifenoles en
el propdleos mayor serd el efecto antibacteriano, esto se debe a que los
polifenoles son fuente principal de accién antibacteriana como la
catequina que ha mostrado de forma individual su accién antibacteriana

frente a cepas de E coli.

VI. Conclusiones
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Los extractos de propoleo de Arequipa mostraron efecto antibacteriano
sobre el crecimiento de S. mutans en todas sus concentraciones, mientras
que los extractos de Huanuco y Huaraz mostraron efecto antibacteriano
solo en su concentracion mas alta.

Los extractos de propdleo de Arequipa, Hu&nuco y Huaraz mostraron
efecto antibacteriano sobre el crecimiento de S. oralis en todas sus
concentraciones.

El extracto de Arequipa en sus concentraciones al 10%, 5% y 2.5%
respectivamente mostr6 mejor efecto antibacteriano, seguido por el de
Huanuco al 2% y Huaraz al 5% frente a S. mutans.

El extracto de Arequipa en sus concentraciones al 10%, 5% y 2.5%
respectivamente mostr6 mejor efecto antibacteriano, seguido por el de
Huénuco al 2% y Huaraz al 5%, y con menos efecto las concentraciones de
Huanuco al 1% y 0.5% y Huaraz al 2.5% y 1.25% frente a S. oralis.

Los resultados del efecto antimicrobiano de los extractos de propdleos
frente a S. mutans y S. oralis coincide con la marcha fotoquimica y con el

conteo de polifenoles.
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Aspectos complementarios:

Si bien los resultados obtenidos en este estudio son positivos se recomienda
realizar mas estudios que comparen la ubicacién geogréfica de los propoleos con
concentraciones del mismo valor y asi poder observar si influye o no la ubicacion en

el efecto antibacteriano y conteo de polifenoles.
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Anexos:

Anexo 1

Caracterizacion Fitoquimica del Propdleo.

Ciudad de recoleccion de

Propdleo

Dimensiones

Intensidad de presencia

Taminos

Aminoacidos

Flavonoides

Esteroides

Quinonas

Cardenodlidos

Alcaloides
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Anexo 4:

Tabla descriptiva con todos los valores

POZ0O 01 POZO 02
Sensibilidad Sensibilidad

Streptococcus  Streptococcus Streptococcus  Streptococcus

mutans oralis ATCC mutans oralis ATCC
Concentracion ATCC 25175 9811 ATCC 25175 9811
Arequipa 10 18 18 19 19
Arequipa 5 16 16 17 17
Arequipa 2.5 14 14 14 14
Huénuco 2 10 12 10 12
Huénuco 1 0 11 0 12
Huénuco 0.5 0 11 0 12
Huaraz 5 10 12 10 12
Huaraz 2.5 0 12 0 10
Huaraz 1.25 0 11 0 10
Etanol 96 0 0 0 0
Clorhexidina 0.12 30 19 29 20
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Anexo 5

Prueba de normalidad de la distribucion

SMutans  SOralis

N 18 18
Parametros Media 7.6667 13.2222
normales®®  Desv. 7.53033 2.90143
Desviacion
Maximas Absoluto 0.290 0.330
diferencias  Positivo 0.290 0.330
extremas Negativo -0.177 -0.133
Estadistico de prueba 0.290 0.330
Sig. asintotica(bilateral) .000¢ .000¢

Fuente: Datos proporcionados por el autor

a. Ladistribucion de prueba es normal.
b. Se calcula a partir de datos

c. Correccion de significacion de Liliefors
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Anexo 6:

GRAFICOS DE TABLAS

Figura 1

Efecto antibacteriano de tres prop6leos peruanos sobre cepas Streptococcus mutans.
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Fuente: Datos proporcionados por el autor
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Figura 2

Efecto antibacteriano de tres prop6leos peruanos sobre cepas Streptococcus oralis.
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Fuente: Datos proporcionados por el autor
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Figura 3
Correlacion de polifenoles y el efecto antibacteriano de tres propoleos peruanos sobre

cepas Streptococcus mutans y Streptococcus oralis.
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Fuente: Datos proporcionados por el autor

En el grafico se observa una pendiente positiva, es decir que al
aumentar el valor de X (concentracion de polifenoles) aumenta el
valor de Y (halo de inhibicion). Hay que notar que esto no se da

en todos y cada uno de los casos, sino que es una tendencia.
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Figura 4

Comparacion in vitro la actividad antibacteriana entre las concentraciones de tres

propo6leos peruanos , etanol al 70 % y clorhexidina sobre cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175) y Streptococcus oralis (ATCC 35037)
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Fuente: Datos proporcionados por el autor
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Anexo 7

Evidenci

as

Recoleccion de propoleo, para cual se utilizd un traje especial facilitado por los
apicultores. Se utiliz6 una espatula de pléstico para la recoleccion para evitar

contaminaciones de la muestra
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Método de preparacion del EEP

-

B~

: \;——"

Se trabajé con 10gr de propéleo en 100ml de etanol de 96° donde se observo una
mezcla homogénea. Se desinfectaron, rotularon de la A-C y forraron los frascos con
papel aluminio a continuacién se pesaron en la balanza analitica 10 gr de cada
propdleos, utilizando una espatula de acero inoxidable posteriormente se agregaron
100 ml de etanol a cada frasco; se taparon, agitaron y cubrieron con papel aluminio
los 3 frascos para evitar el ingreso de luz. Los frascos con EEP fueron llevados al
equipo de bafio maria a 45° por 60 minutos. Pasado se dejaron las muestras en bafio

maria para el proceso de maceracion por 24 horas a temperatura ambiente.
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Caracterizacion fitoquimica

Se realiz6 la caracterizacion fitoquimica con los diferentes reactivos. Los

reactivos nos indicaban si habia presencia o ausencia de las diferentes
sustancias naturales como polifenoles, esteroides, taninos etc. Segun el grado
de coloracion se determinaba la coloraciéon. Una vez empleados todos los

reactivos se pasé todos los datos a los cuadros para establecer resultados.
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Activacion de bacterias

Se incubd la cepas de S. mutans ATCC 25175y S. oralis ATCC 35037 a 37°C por

24 horas en 2 tubos de BHI conteniendo 6 mililitros cada uno.
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Enfrentamiento antibacteriano

En cada placa se colocd dos discos embebidos con el mismo extracto para la
replicacion del enfrentamiento. Y se utiliz6 como control positivo a la clorhexidina

0.12% y como control negativo al etanol.
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