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RESUMEN

El proposito de este estudio fue determinar la actividad antifingica in vitro del extracto
etandlico de propoleos recolectados del distrito de la Joya y de Vitor de Arequipa frente
Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643.

La investigacion fue de enfoque cuantitativa, experimental de corte transversal y aplicada. Se
trabajé con poblacion de 1 kg de propoleo de La Joya y de Vitor, la muestra fue de 206 gy 188¢g
respectivamente, se determin6 la Concentracion Minima Fungicida (CMF) y Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) por el método de macrodilucion para el efecto del extracto en los

hongos Aspergillus niger y Aspergillus flavus.

El andlisis organoléptico reveld que el propoleo del distrito de La Joya presentd un aroma
intenso, con un color marrén, mientras que el propdleo de Vitor evidencié un aroma mas suave
y color marrén con manchas amarillas. El extracto seco obtenido fue de 97.87 g procedente de
La Joya y de 87.55 g para Vitor. De acuerdo con el rendimiento del extracto seco, la muestra
procedente de La Joya fue del 47.51% y de Vitor con 46.57%. Respecto con el pH fue 4.8 en
La Joyay 5.0 en Vitor. Respecto con la humedad fue 3.78% en La Joya y 4.00% en Vitor. Los
metabolitos identificados fueron taninos, flavonoides y alcaloides en ambas muestras, mientras
que en la muestra de Vitor se percibi6é una mayor intensidad de color de terpenos. El propoleo
de Vitor mostr6 una mayor inhibicion del crecimiento, con CMI méas bajas para A. niger
(0.0078125%) y A. flavus (0.25%) en comparacion con La Joya, que presentdé CMI de 0.0625%
y 1%, respectivamente. Esto sugiere que el extracto de Vitor inhibe més eficazmente el
crecimiento de ambos hongos. El propéleo de Vitor mostré una mayor eficacia con una CMF
de 0.03125% para A. niger y 0.5% para A. flavus, mientras que el de La Joya present6 valores
mas altos, con CMF de 0.25% para A. niger'y 2% para A4. flavus el cual es significativo (p<0.05).

En conclusion, los extractos etandlicos de propdleo recolectados del distrito de la Joya y de
Vitor de Arequipa, presentaron actividad antifungica ante Aspergillus niger ATCC 16888 y
Aspergillus flavus ATCC 9643.

Palabras clave: Actividad antifungica, Aspergillus, Propdleo.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the in vitro antifungal activity of ethanolic extract
of propolis collected from the district of La Joya and Vitor de Arequipa against Aspergillus
niger ATCC 16888 and Aspergillus flavus ATCC 9643.

The research was quantitative, experimental, cross-sectional and applied. A population of 1 kg
of propolis from La Joya and Vitor was used, the sample was 206 g and 188g respectively, the
Minimum Fungicide Concentration (CMF) and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) were
determined by the macrodilution method for the effect of the extract on the fungi Aspergillus
niger and Aspergillus flavus.

The organoleptic analysis revealed that the propolis from the district of La Joya presented an
intense aroma, with a brown color, while the propolis from Vitor showed a milder aroma and
brown color with yellow spots. The dry extract obtained was 97.87 g from La Joya and 87.55 g
from Vitor. According to the yield of the dry extract, the sample from La Joya was 47.51% and
from Vitor with 46.57%. Regarding the pH it was 4.8 in La Joya and 5.0 in Vitor. Regarding
humidity it was 3.78% in La Joya and 4.00% in Vitor. The metabolites identified were tannins,
flavonoids and alkaloids in both samples, while in Vitor's sample a higher intensity of terpene
color was perceived. Vitor's propolis showed greater growth inhibition, with lower MICs for 4.
niger (0.0078125%) and A. flavus (0.25%) compared to La Joya, which presented CMI of
0.0625% and 1%, respectively. This suggests that Vitor extract more effectively inhibits the
growth of both mushrooms. Vitor's propolis showed a higher efficacy with a CMF 0f 0.03125%
for 4. niger and 0.5% for 4. flavus, while La Joya's propolis showed higher values, with CMF
of 0.25% for A. niger and 2% for A. flavus, which is significant (p<0.05).

In conclusion, ethanolic extracts of propolis collected from the district of La Joya and Vitor de
Arequipa, showed antifungal activity against Aspergillus niger ATCC 16888 and Aspergillus
flavus ATCC 9643.

Keywords: Antifungal activity, Aspergillus, Propolis.
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LISTA DE ABREVIATURAS

1. mL: mililitros

2. mg: miligramos

3. ug: microgramos

4. mm: milimetros

5. min: minutos

6. hr: horas

7. °C: grados Celsius

8. rpm: revoluciones por minuto
9. g: gramos

10. conc: concentracion

11. vol: volumen

12. sol: soluciéon

13. %: porcentaje

14. max: maximo

15. min: minimo

16. CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

17. CMF: Concentracion Minima Fungicida
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INTRODUCCION

La creciente incidencia de infecciones fingicas causadas por Aspergillus niger y Aspergillus
flavus representa un desafio importante tanto en la salud publica como en la seguridad
alimentaria. Estas especies fungicas estdn asociadas a infecciones invasivas graves,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos, y son reconocidas por su capacidad para
producir micotoxinas que contaminan alimentos bésicos como cereales, frutos secos y
legumbres. Este problema afecta no solo la salud humana, debido al potencial carcinogénico y
toxico de las micotoxinas, sino también la economia, al comprometer la calidad y seguridad de
productos agricolas destinados al consumo y la exportacion. Ademas, la creciente resistencia
de estos hongos a los tratamientos antifungicos convencionales subraya la necesidad de explorar
alternativas terapéuticas mas efectivas. El propoleo, una sustancia resinosa producida por las
abejas a partir de exudados vegetales, ha captado la atencion por sus propiedades
antimicrobianas, antifngicas y antioxidantes. Diversos estudios han atribuido su actividad
bioldgica a la presencia de compuestos como flavonoides, acidos fendlicos y terpenos. No
obstante, su eficacia especifica frente a hongos como A. niger y A. flavus requiere mayor
investigacion, especialmente para determinar su potencial como agente antifingico natural en

tratamientos médicos y en la preservacion de alimentos.

La investigacion del extracto etandlico de propoleo abarcé andlisis quimicos destinados a
identificar los compuestos bioactivos responsables de su actividad antifingica. Ademas, se
realiz6 el método de macrodilucion para evaluar su efecto frente a Aspergillus niger y
Aspergillus flavus, dos especies de relevancia clinica y agricola. Esta perspectiva busca
respaldar la eventual aplicacion del propdleo en productos farmacéuticos y estrategias de
control fungico, proyectando su potencial beneficio para la salud humana y sus posibles

contribuciones a la industria médica y alimentaria.

Esta investigacion se enfocd en “Determinar la actividad antifingica in vitro del extracto
etandlico de propdleos recolectados del distrito de la Joya y de Vitor de Arequipa frente

Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643
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HIPOTESIS

Es probable que el extracto etanolico de propoleo recolectados del distrito de la Joya y de Vitor
de la ciudad de Arequipa presente actividad antifiingica in vitro frente Aspergillus niger ATCC
16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antifiingica in vitro del extracto etandlico de propoleos recolectados del
distrito de la Joya y de Vitor de Arequipa frente Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus
flavus ATCC 9643

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el extracto etandlico del propoleo recolectado del distrito de la Joya y de Vitor
por el método de maceracion.

e Realizar el analisis organoléptico del propoleo recolectado del distrito de la Joya y de
Vitor.

e Determinar el rendimiento del extracto seco del propoleo recolectado del distrito de la
Joya y de Vitor.

e Realizar el andlisis fisicoquimico y fitoquimico del extracto etandlico del propdleo
recolectado del distrito de la Joya y de Vitor.

e Determinar la actividad antifingica in vitro del extracto etandlico de propoleo
recolectado del distrito de la Joya y de Vitor segun el método de concentraciéon minima
inhibitoria (CMI)

e Determinar la actividad antifingica in vitro del extracto etandlico de propoleo
recolectado del distrito de la Joya y de Vitor segun el método de concentracion minima

fungicida (CMF)
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Variables e indicadores

Independiente:
Extractos etandlicos
de propoleo de La
Joya y de Vitor

Variables Dimensiones Indicadores
Analisis = Color
organoléptico = Olor
= Aspecto

Rendimiento del
extracto seco

= Porcentaje (%) de masa inicial y de
extracto seco

Anaélisis = pH (unidad)
fisicoquimico = Humedad (% agua)
Analisis = Alcaloides
fitoquimico = Taninos

= Flavonoides

= Terpenos

Meétodo de Folin-
Ciocalteu (FC)

= Contenido de compuestos fenolicos
totales

Dependiente:
Actividad antifungica
in vitro frente
Aspergillus niger
ATCC 16888y
Aspergillus flavus
ATCC 9643

Concentracion
minima inhibitoria
(CMI)

= ug-mL?' (o mg-mL™"). Método
macrodilucion en caldo (CLSI M38
para hongos filamentosos) lectura:
crecimiento turbidez

Concentracion
minima fungicida
(CMF)

= ug-mL-'. Método: subcultivo de los
tubos sin crecimiento en medio
sélido.

* Elaboracion propia
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CAPITULO I

MARCO TEORICO
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1. Conceptos basicos:
1.1. Propoleo (Propolis)

1.1.1. Definicion y origen natural:

El propdleo es una sustancia resinosa y pegajosa producida por las abejas a partir de exudados
vegetales, resinas y otras sustancias recolectadas de diversas plantas. Este material es utilizado
por las abejas para sellar y proteger la colmena de agentes patogenos, bacterias y hongos. (1)
La composicion del propdleo varia dependiendo de la fuente vegetal de la que proviene, lo que
le confiere diferentes caracteristicas en términos de actividad bioldgica y propiedades
terapéuticas. Esta sustancia tiene un uso multifuncional dentro de la colmena, donde sirve para

sellar fisuras, desinfectar el espacio y proteger a las abejas de infecciones externas. (2)
1.1.2. Composicion quimica:

El propodleo esta compuesto por una variedad de compuestos bioactivos, entre los cuales se
destacan los flavonoides, los fenoles, los 4cidos aromaticos, los terpenos, las ceras, las resinas
y los aceites esenciales. Estos componentes son responsables de las propiedades antioxidantes,

antimicrobianas, antifiingicas y antiinflamatorias del propodleo, entre otras (3) (4)

HC

HBC\\"
CH3
OH

Propolone B

Propolone C Propolone D Nemorosone

Figura 1. Tipos de propolone

*Hossain et al (4)
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Figura 2. Fitoconstituyentes en propoleo

* Hossain et al (4)
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1.1.3. Factores que influyen en su composicion:

La composicion quimica del propoleo puede variar dependiendo de varios factores como el tipo
de planta de la cual se recolectan los exudados vegetales, las condiciones climdticas del drea de
recoleccidn, la altitud, la época del afio en que se realiza la recoleccidn, asi como el método de
extraccion utilizado. (5)

1.1.4. Tipos de extractos:
Existen diferentes tipos de extractos de propodleo, los cuales incluyen (6):

o Extracto etanoélico: elaborado mediante la disolucion del propdleo en etanol.

o Extracto metandlico: obtenido mediante la disolucion del propoéleo en metanol.

o Extracto acuoso: preparado utilizando agua como disolvente.

o Extracto hidroalcohélico: una mezcla de agua y alcohol, utilizado para aprovechar las
propiedades solubles en ambos disolventes.

1.1.5. Propiedades biolégicas y farmacologicas:

El propoleo posee una variedad de propiedades bioldgicas y farmacoldgicas que lo hacen

valioso en la medicina tradicional y moderna. Estas propiedades incluyen:

e Actividad antimicrobiana: eficaz contra bacterias, hongos y virus.

o Actividad antioxidante: protege las células del dafio oxidativo.

e Actividad antiinflamatoria: ayuda a reducir la inflamacion en diferentes tejidos.

e Actividad inmunomoduladora: fortalece el sistema inmunologico.

o Propiedades cicatrizantes y analgésicas: favorece la regeneracion de tejidos y alivia el
dolor.

1.1.6. Estudios previos sobre actividad antifungica del propdleo:

Existen estudios que han demostrado que el propdleo posee actividad antifungica significativa
contra diversas especies de hongos patdgenos, como Aspergillus niger'y Aspergillus flavus (7).
Se ha identificado que los flavonoides y acidos fendlicos presentes en el propoleo son
responsables de su capacidad para inhibir el crecimiento fungico (8), afectando la estructura

celular y los procesos metabdlicos de estos hongos. (9)
1.1.7. Mecanismos de accion antifingica del propdleo:

El propdleo exhibe diversas formas de accion para combatir los hongos, entre ellas:
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o Alteracion de la membrana citoplasmatica (ergosterol): El propoleo puede alterar la
estructura y funcion de la membrana celular de los hongos al interferir con el ergosterol,

un componente clave de la membrana fungica (10).

o Inhibicion de la sintesis de pared celular: El propoleo puede inhibir la formacién de la
pared celular fungica, lo que debilita la estructura de la célula y la hace mas susceptible a

la destruccion (11).

o Daio oxidativo (por radicales libres): El propoleo puede generar radicales libres que
dafian los componentes celulares del hongo, provocando la oxidacion de lipidos, proteinas

y acidos nucleicos (12).

o Inhibicion de enzimas esenciales (ATPasa, glucosidasas): El propoleo inhibe la
actividad de diversas enzimas esenciales para el metabolismo de los hongos, como la
ATPasa (que regula el transporte ionico y energético) y las glucosidasas (implicadas en la

digestion de azucares) (12).
1.1.8. Factores que influyen en la actividad antifungica:

Varios factores pueden influir en la eficacia del propoleo y otros antifiingicos en la inhibicion

del crecimiento fungico:

o Concentracion del extracto: A mayor concentracion del extracto de propoleo,
generalmente, mayor es la actividad antifungica. Sin embargo, es importante optimizar
esta concentracion, ya que concentraciones muy altas pueden ser toxicas tanto para los

hongos como para las células humanas (13).

o Tipo de solvente y método de extraccion: El tipo de solvente utilizado para extraer los
compuestos activos del propoleo (etanol, metanol, agua, etc.) y el método de extraccion
empleado (maceracion, extraccion en frio, etc.) afectan la composicion final del extracto,

lo que puede influir en su efectividad antifingica (13).

o Tiempo de incubacién y tipo de cepa: El tiempo durante el cual se expone el hongo al

extracto de propoéleo y el tipo especifico de cepa utilizada también afectan los resultados.

o Condiciones de cultivo in vitro: Las condiciones en las que se cultivan los hongos, como
la temperatura, el pH y la concentracion de nutrientes, pueden modificar la actividad

antifiingica del propoleo (14).
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1.1.9. Principios activos del propdleo responsables de la actividad antiflingica:

El propodleo contiene varios compuestos bioactivos que contribuyen a su capacidad antifingica.

Entre los mas destacados se incluyen (15):

o Flavonoides:
Los flavonoides son compuestos fenolicos que tienen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y antiinflamatorias. Algunos flavonoides presentes en el propdleo que
tienen actividad antifiingica incluyen:
* Pinocembrina: un flavonoide que actia sobre la membrana celular de los hongos,
alterando su estructura (16).
= Galangina: conocido por su capacidad para inhibir el crecimiento fungico y
bacteriano (17).
* Quercetina: un flavonoide con propiedades antioxidantes que también contribuye a
la inhibicioén de hongos (17).
« Acidos fenélicos:
Los acidos fendlicos tienen una alta capacidad de accion antioxidante y antimicrobiana.
Algunos de los mas relevantes en el propodleo incluyen:
» Acido cafeico: uno de los acidos fendlicos mas estudiados, con propiedades
antimicrobianas y antiinflamatorias (18).
» Acido feriilico: conocido por sus efectos antioxidantes y su capacidad para interferir
con las membranas celulares de los hongos (19).
» Acido cindmico: también tiene propiedades antimicrobianas y contribuye al efecto
antiftingico del propoleo (20).
» KEsteres fenélicos:
Los ésteres fenolicos, como el CAPE (éster fenetilico del acido cafeico), son

compuestos que tienen efectos potentes en la inhibicion de microorganismos (20).

1.1.10. Condiciones ecoldgicas del propdleo:

o Flora predominante: La flora de estos distritos estd compuesta por una gran variedad de
plantas, muchas de las cuales tienen exudados resindgenos que las abejas utilizan para

producir propoleo (21).

o Clima: El clima en La Joya y Vitor es semiarido, con temperaturas elevadas durante el dia

y bajas durante la noche. Las precipitaciones son escasas, lo que puede influir en el tipo de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE §iCATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

flora disponible y la composicion quimica de los exudados vegetales que las abejas recogen

(22).

o Altitud: La altitud en estas areas varia, pero generalmente se encuentra entre los 1200 y
1620 metros sobre el nivel del mar, lo que puede influir en las caracteristicas del propoleo.
A mayor altitud, las plantas tienen caracteristicas bioquimicas distintas debido a la

adaptacion al entorno mas extremo (22).
1.1.11. Importancia de la procedencia del propdleo:

La procedencia del propoleo tiene una influencia significativa sobre su composicidon quimica y,
por ende, sobre su potencia antifungica. Los factores ecoldgicos, como la flora predominante,
el climay la altitud, afectan la variedad y concentracion de los compuestos bioactivos presentes

en el propoleo.

o Un propoleo recolectado en zonas de mayor altitud puede contener una mayor
concentracion de ciertos flavonoides y acidos fenolicos debido a la adaptacion de las
plantas a las condiciones climaticas extremas, lo que podria incrementar su actividad

antifungica.

o Las plantas que crecen en climas secos o semidridos suelen tener una mayor produccion de
resinas como mecanismo de defensa contra el estrés ambiental, lo que también podria

influir en las propiedades del propoleo obtenido en estas regiones.

o La calidad y potencia del propoleo estan, por lo tanto, fuertemente determinadas por las
condiciones ecoldgicas de la region donde se recolecta, siendo crucial considerar estos

aspectos al evaluar su actividad antifungica.

1.2. Hongos del género Aspergillus

1.2.1. Generalidades del género:

Los hongos del género Aspergillus son hongos filamentosos que crecen de manera rapida con
forma ubicua, se encuentran en casi todos los ambientes, tanto naturales como artificiales. Este
género incluye especies que pueden crecer en una amplia variedad de sustratos, desde alimentos
hasta materiales organicos en descomposicion, y tienen una gran capacidad para producir

esporas que les permiten dispersarse eficientemente (23).
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1.2.2. Caracteristicas morfologicas:
Los hongos Aspergillus presentan una estructura caracteristica, incluyendo:

o Conididforos: estructuras especializadas que soportan las esporas (conidios).

e Vesiculas: estructuras en la parte superior de los conidioforos donde se producen las
esporas.

o Conidios: esporas asexuales, que son liberadas desde las vesiculas y se dispersan para
generar nuevos cultivos.

o Hifas septadas: filamentos multicelulares con divisiones (septos) que componen el cuerpo
vegetativo del hongo, denominado micelio.

1.2.3. Importancia clinica y ambiental:

o Aspergillus niger: Este hongo es conocido por causar diversas infecciones en humanos,
como otitis externa (infeccion en el oido), aspergilosis pulmonar (infeccion en los
pulmones) y contaminacién de alimentos, debido a su capacidad para proliferar en

ambientes con alto contenido de humedad. (24)

Figura 3. Caracteristicas Macroscopicas de 4. Niger

* Behera (24)

o Aspergillus flavus: Esta especie es reconocida como un productor de aflatoxinas, unas
micotoxinas altamente peligrosas, especialmente en alimentos y granos almacenados. (25)
Las aflatoxinas son conocidas por sus efectos hepatotoxicos y hepatocarcindgenos, lo que

las convierte en un riesgo significativo para la salud humana y animal. (26)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-»==x . UNIVERSIDAD

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

Figura 4. Caracteristicas Macroscopicas de 4. Flavus.

* Salehi (25)
1.2.4. Resistencia antifiingica:

Los hongos del género Aspergillus presentan varios mecanismos de defensa que les permiten

resistir los tratamientos antifiingicos. (27) Estos incluyen:

o Formacion de esporas: las esporas (conidios) son altamente resistentes a condiciones
adversas, lo que permite a los hongos sobrevivir en ambientes extremos y resistir

tratamientos.

e Formacion de biofilms: los biofilms son comunidades de microorganismos adheridos a
superficies, que se agrupan y protegen bajo una matriz extracelular. Esta formacion aumenta

la resistencia del hongo a los antifungicos y dificulta su erradicacion.
1.2.5. Cepa de referencia ATCC:

Una cepa de referencia ATCC (American Type Culture Collection) es una cepa estandar
utilizada en estudios microbioldgicos. Estas cepas se almacenan y distribuyen para garantizar
la uniformidad y reproducibilidad en los estudios cientificos. (28) Las cepas ATCC son
fundamentales en investigaciones y ensayos de actividad antiflingica, ya que permiten la
comparacion y evaluacion de los efectos de diversos tratamientos y compuestos sobre cepas

bien caracterizadas (29).

1.3. Actividad antifiingica

1.3.1. Concepto general:

La actividad antifungica se refiere a la capacidad de una sustancia o compuesto para inhibir el

crecimiento o destruir hongos patégenos. Esta propiedad es fundamental en el desarrollo de
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tratamientos para infecciones fungicas, tanto en humanos como en animales, y se explora en

diversos productos naturales (30)
1.3.2. Método de microdilucion o macrodilucion (para determinar CMI y CMB):

Los métodos de microdilucion y macrodilucion se utilizan para determinar la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentraciéon Minima Fungicida (CMF) de un compuesto. (31)

e En microdilucion, pequefias cantidades de antimicrobiano se diluyen en un formato de

placa de 96 pocillos, y cada pocillo contiene una cantidad conocida de hongo.

e En macrodilucion, el procedimiento es similar, pero se realiza en tubos de ensayo mas

grandes, lo que facilita la manipulacién de grandes volumenes de solucion. (32)
1.3.3. Pruebas fitoquimicas cualitativas:

Las pruebas fitoquimicas cualitativas se utilizan para detectar la presencia de diversos

compuestos bioactivos en el propoleo. Estas pruebas incluyen:

o Deteccion de flavonoides: generalmente, se realizan con reactivos que producen un
cambio de color cuando entran en contacto con flavonoides (33).

o Deteccion de taninos: los taninos se pueden detectar mediante reacciones que producen
un color caracteristico (34).

o Deteccion de alcaloides: los alcaloides se identifican por su capacidad para formar

complejos con reactivos especificos, lo que produce cambios visibles (35).
1.4. Relevancia del estudio

1.4.1. Importancia del desarrollo de alternativas naturales frente a antifiingicos sintéticos:
Es debido a la creciente preocupacion por la resistencia antiflingica, un problema global que
afecta tanto a humanos como a animales. A medida que los microorganismos desarrollan
resistencia a los tratamientos convencionales, los antifingicos sintéticos se vuelven menos
efectivos, lo que incrementa el riesgo de infecciones cronicas y complicaciones en los pacientes.
Ademas, el uso de estos recursos naturales fomenta practicas mas sostenibles y respetuosas con

el medio ambiente, ofreciendo una alternativa prometedora en el ambito terapéutico (36).

1.4.2. Resistencia microbiana creciente y busqueda de productos naturales eficaces: En las
ultimas décadas, la resistencia microbiana ha aumentado significativamente, lo que ha reducido
la eficacia de muchos antibioticos y antifingicos sintéticos. Ante este panorama, los productos

naturales, como el propoéleo, han atraido la atencion debido a sus propiedades bioactivas, que
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incluyen la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos patdgenos sin los efectos secundarios

y la resistencia asociados con los productos sintéticos (37).

1.4.3. Aportes al conocimiento sobre el propoleo de Arequipa y su potencial terapéutico:
El propoleo, ha mostrado un gran potencial terapéutico, particularmente por sus propiedades
antimicrobianas y antifngicas. A través de estudios cientificos y fitoquimicos, se ha
identificado que el propoleo de esta region contiene una composicion quimica unica que incluye
flavonoides, 4cidos fendlicos y otros compuestos bioactivos. Ademas, investigaciones sobre la
variabilidad regional del propdleo en Arequipa han demostrado que las condiciones climaticas,
la flora local y los métodos de recoleccion influyen directamente en su composicion y, por ende,

en su efectividad terapéutica (38).
2. Antecedentes investigativos

2.1. Antecedentes Internacionales

En la investigacion titulada “The effect of Propolis on inhibition of Aspergillus
parasiticus growth, aflatoxin production and expression of aflatoxin biosynthesis
pathway genes” publicado en el afio 2020 por Hosseini H. Pour S y colaboradores,
encontraron que las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del propoleo fueron
de 100 pg/mL. Los niveles totales de aflatoxina disminuyeron de 386.1 ppm a 3.01
ppm con 50 pg/mL de propoleo, concluyendo que el extracto de propoleo presenta

accion antifungica. (39)

En la investigacion titulada “In wvitro activity of Propolis alcoholic extract on
opportunistic pathogenic fungi” publicado en el afio 2018 por Diba K. Mahmoodi M
y colaboradores, encontraron que la concentracion de 0.0312 g/dl fue parcialmente
activa contra Aspergillus fumigatus y la dilucion de 0.125 g/dl fue activa sobre
Aspergillus niger. En el método de dilucion en agar, se observaron cambios en las
caracteristicas morfologicas y efectos cuantitativos en las colonias, dependiendo de la
dilucion del extracto, concluyendo que el extracto de propdleo presenta accion

antifingica ante C albicans y Aspergillus. (40)

En la investigacion titulada “Effect of the Solvent on Propolis Phenolic Profile and its
Antifungal, Antioxidant, and In Vitro Cytoprotective Activity in Human Erythrocytes
Under Oxidative Stress” publicado en el afio 2020 por Wozniak M. Mréwcezy L. y

colaboradores, encontraron que los extractos presentaron potencial antioxidante y
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protegieron significativamente los globulos rojos humanos contra el dafio oxidativo.
En cuanto a la actividad antifiingica, esta dependi6 del disolvente utilizado y de las
cepas fungicas evaluadas, concluyendo que el extracto de propdleo presenta accion

antifungica ante Aspergillus. (41)

En la investigacion titulada “The activity of propolis against pathogenic fungi isolated
from human infections” publicado en el afio 2023 por Wolska K y Antosik K.,
encontraron que el propéleo exhibe una potente actividad antifungica, eficaz contra
una variedad de hongos patdgenos, incluidos aquellos resistentes a tratamientos
convencionales. Sus flavonoides y acidos fendlicos demostraron ser responsables de
esta actividad, concluyendo que el extracto de propoleo presenta accion antifingica

ante Aspergillus. (42)

En la investigacion titulada “Activity of propolis from Mexico on the proliferation and
virulence factors of Candida albicans” publicado en el afio 2023 por Rodriguez M.
Medina Y. y colaboradores, encontraron que el propoéleo inhibié en un 50% la
formacion de tubos germinales a la concentracion de CMI del 25%. Ademas, afecto la
integridad de la membrana celular y redujo significativamente la expresion del gen
INT1, que codifica para una adhesina. concluyendo que el extracto de propdleo

presenta accion antifungica ante C albicans. (43)

2.2. Antecedentes Nacionales

En la investigacion titulada “Actividad antifingica del extracto de propoleo frente a
Candida albicans de pacientes con candidiasis vulvovaginal” publicado en el afio 2022
por Rodriguez G., encontraron que el extracto de propdleo inhibi6 la totalidad de las
cepas de C. albicans, al igual que el fluconazol. Sin embargo, el efecto del fluconazol
fue significativamente mayor que el del extracto de propdleo, concluyendo que el

extracto de propdleo presenta accion antifiingica. (44)

En la investigacion titulado “Efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de
propoleo del Cusco sobre Candida albicans ATCC 10231” publicado en el afio 2021
por Medina A., obteniendo que los halos de inhibicion fueron: 9.49 mm 5 mg/mL,

11.31 mm para 15 mg/mL, 15.02 mm. El control positivo present6 un halo de 17 mm.
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concluyendo que el extracto de propdleo presenta accion antifungica ante C. albicans.

(45)

En la investigacion titulado “Efecto antimicotico del extracto etandlico de propodleo al
25 %, 55 % y 85 % sobre cepas de Candida albicans Arequipa” publicado en el afio
2021 por Marin D. y Encalada L., encontraron que C albicans. present6 sensibilidad
ante al extracto etandlico de propdleos a las concentraciones de 25%, 55% y 85%, con
una diferencia significativa (p=0.000), concluyendo que el extracto de propodleo

presenta accion antifungica ante C. albicans. (46)

En la investigacion titulado “Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del propdleo
frente a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus” publicado en el afio 2023
por Chumbiray M. y Ochoa C., encontraron catequinas, alcaloides, fenoles, glicosidos
cardiotonicos, resinas, antocianidinas, taninos, entre otros. La CMI del propoéleo crudo
fue de 0.902 mg/mL ante a K. pneumoniae y 0.451 mg/mL frente a S. aureus,
concluyendo que el extracto de propoleo presenta accion antimicrobiana ante S aureus

y K. pneumoniae. (47)

En la investigacion titulada “Comparacion in vitro del efecto antibacteriano del
extracto etanodlico de propdleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de
Streptococcus mutans” publicado en el ano 2023 por Heredia N., encontraron que al
5%, 10% y gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre S. mutans, logr6 inhibir el
crecimiento, concluyendo que el extracto de propoleo presenta accion antimicrobiana

ante S mutans. (48)
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1. Lugar de investigacion:

La presente investigacion se realizé en los Laboratorios de la Universidad Catolica de Santa
Maria en donde se prepard el extracto etandlico del propoleo, asimismo se realiz6 los analisis
organoléptico, fisicoquimicos, marcha fitoquimica, concentracion minima inhibitoria (CMI) y

concentracion minima fungicida (CMF).

La recoleccion de propdleo se llevo a cabo en el pueblo de Ramal de latitud: -16.47729° o 16°
28" 38" sur, longitud: -71.81901° 0 71° 49" 8" oeste, altitud: 1,571 m.s.n.m., en el distrito de La
Joya, Provincia de Arequipa, Departamento de Arequipa. La Joya es una zona agricola que se
beneficia del riego proveniente del rio Chili, lo que permite el cultivo de diversas especies
vegetales. Sin embargo, debido a su clima predominantemente seco, la flora de la zona esta
compuesta principalmente por plantas resistentes a la sequia y vegetacion adaptada a

condiciones de estrés hidrico. (49)

CAS

CAYLLOMA

MARISCAL NIETO

Figura 5. La Joya (Arequipa)

* Arenas (49)
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Por otro lado, la segunda muestra de propoleo se llevd a cabo en el pueblo de La Caleta de

latitud: -16.4566° o 16° 27" 24" sur, longitud: -71.91332° o 71° 54’ 48" oeste, altitud: 1,206

m.s.n.m., en el distrito de Vitor, Provincia de Arequipa, Departamento de Arequipa. Esta area

también pertenece a la region de clima semidrido, y su actividad agricola se basa en cultivos

como el maiz, alfalfa y hortalizas, que se realizan bajo sistemas de riego. La flora de Vitor esta

caracterizada por plantas xerofiticas, adaptadas a la escasez de agua, y cuenta con un ecosistema

de vegetacion que es fuente importante de resinas y savia para la produccion de propoleo (50).

—-Pu
o=l

IR [ oot £ Lagfiscarra
_.peblo/vlejo : ) Valencia Grande_'}":i'_, w4

=y

Figura 6. Vitor (Arequipa)
* Topographicmap (50).

2. Materiales:

2.1. Materiales de verificacion:

Tubos estériles con tapa rosca

Puntas para micropipeta

Micropipetas 10-100 uL y 100 - 1000 yL

Frascos de vidrio con una capacidad de 1000 mL con tapa rosca
Vasos de precipitado

Embudos
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- Papel filtro
- Placas Petri
- Matraz

- Probeta

- Bagueta

- Espatula

2.2. Insumos utilizados

2.2.1 Medios de cultivo
- Agar Dextrosa Sabouraud
- Caldo Dextrosa Sabouraud

- Suero fisiologico NaCl 0.9%

2.2.2 Material biologico
- Aspergillus niger ATCC 16888: Se obtuvo de Microbiologics

- Aspergillus flavus ATCC 9643: Se obtuvo de Microbiologics

- Propdleo: Fue recolectado en los distritos de La Joya y Vitor.

2.3 Solventes y reactivos
- Etanol al 70°

- Agua destilada

- Dragendorff

- Mayer

- Liebermann-Burchard
- Shinoda

- Cloruro férrico

- Reactivo de Folin-Ciocalteu
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2.4. Equipos

Equipo Marca Modelo Serie Caracteristicas
Potencia: 1000 w
EASTERN Temperatura/ Presion
Autoclave MEDICAL EA-652 | 6528108-167 de esterilizacion:
121°c

Tension: 230 v, 50-
60 hz

Potencia: 440 w
Rango de
temperatura: 0°c a
+70°C

Rango: -2.0 a 16.0
pH

Resolucion: 0.01 pH
Precision: £0.01 pH
Voltaje: 100-240 v,
Rotavapor BUCHI RIl - 50/60 hz;

Potencia: 60 w
Rango de longitud de
onda: 195 — 1020 nm
Ancho de la banda

Incubadora MEMMERT | INB200 E213.0301

Potencidémetro HANNA HI2221 501566

Espectrofotometro K392021100 | espectral: 5nm

UV-VIS R NTEL Bl 100 99 Precision de longitud
de onda: 1nm
Precision

fotométrica: £0.5% T
Capacidad: 200 g
Sensibilidad: 0.01 g

b -ersffarrb]ﬁ?z:c(jién' 3se
Balanza electronica OHAUS PRO SP | B224010618 ' 9.
Rango de
202
temperatura: 10° a
40°c
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3. Métodos
3.1. Procesamiento del propoleo
3.1.1 Recoleccion del propoleo de ambos origenes

e Serecolecto el propoleo en el mes de abril ya que en esta época es mayor
la propolizacion.

e Esta recoleccion se realizo utilizando el método de rejilla.

e Se coloco en una caja de tecnopor la cual estaba debidamente rotulada con
la hora, lugar y fecha de recoleccion y luego fue llevada a los laboratorios

de la Universidad Catolica de Santa Maria.

3.1.2 Acondicionamiento de la muestra del propoleo

e Se elimind las impurezas que estaban adheridas al propoleo, este proceso
se realizé usando pinzas para poderlo realizar cuidadosamente.

e Se utilizo agua destilada a temperatura ambiente y con ayuda de las pinzas
se termin6 de sacar los restos de abejas encontrados, realizando el proceso
dos veces.

e Se seco el propdleo a temperatura ambiente, en un lugar oscuro y

ventilado.

3.1.3 Preparacion del extracto del propoleo de ambos origenes

e Setomo 1 kilo de propoleo de los distritos de los distritos de La Joya y Vitor,
se cortd en trozos y se tritur6 con ayuda de un mortero hasta conseguir
particulas mas pequefias.

e Se peso6 206 gr de propoleo de La Joya 'y 188 g de Vitor y se coloco en dos
frascos de vidrio estéril de 1000 mL, se anadié 600 mL de alcohol de 70°
cubriendo todo el propoleo, y se recubrié completamente todo el frasco con
papel aluminio para aislarlo de la luz; dejandolo macerar por 15 dias a
temperatura ambiente, y se agitd tres veces al dia por un lapso de 10
minutos (43).

e Completado el tiempo de maceracion, se retird la envoltura de papel
aluminio y se procedio a realizar la filtracién de la solucion varias veces
utilizando un embudo, un matraz Erlenmeyer y doble papel filtro Whatman

N°42 para obtener el extracto etanolico de propdleo.
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e Se utilizo el rotavapor a una temperatura de 60°C para eliminar el etanol y

obtener extracto seco de propodleo.

3.2 Analisis organoléptico del propéleo

e Preparacion de la muestra: Extraer una pequefia cantidad de propdleo y colocarlo en
un recipiente limpio y seco.

e Evaluacidn del olor: Percibir el olor directamente, registrando si es aromatico, resinoso
o caracteristico del propoleo.

e Evaluacion del color: Observar el color bajo luz natural y compararlo con las

descripciones estandar (amarillo oscuro, marrén o rojizo).

3.3 Rendimiento del extracto etandlico
2.1.1. Porcentaje de rendimiento del extracto etanélico del propdleo

e Se pes6 206 g de La Joya y 188 g de Vitor de materia prima (m:).

e Se evaporo el solvente (etanol 70°) usando un rotavapor a 60° de temperatura.
e Se peso el extracto seco obtenido (mz2),

e Calculo del rendimiento: Rendimiento (%) = (m2/ m1) x 100

e Registro: Anotar el porcentaje obtenido.

3.4 Analisis fisicoquimico y fitoquimico

3.4.1 pH

e Preparacion de la muestra: Se diluyd 1 g del extracto en 10 mL de agua
destilada.

e Calibracion del equipo: Se calibro el potenciometro con soluciones buffer
estandar (pH 4.0, 7.0, 10.0).

e Medicidn: Se introdujo el electrodo del pH-metro en la solucién preparada.

3.4.2 Nivel de humedad del extracto etandlico del propdleo

e Se pesd 5 g del extracto en una capsula previamente tarada.
e Se Coloco la capsula con la muestra en una estufa a 105 °C durante 3 horas.
e Se procedio a transferir la capsula a un desecador hasta que enfrie, luego pesarla.

e Calculo del porcentaje de humedad:
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Humedad (%) = (Peso inicial — Peso final / Peso inicial) x 100

3.5 Marcha fitoquimica

Se utilizo el extracto etandlico del propoleo en cada tubo, utilizando 8 tubos ( 4 para el

extracto etanolico de la Joya y 4 para el extracto etandlico de Vitor).

Tabla 2. Metabolitos secundarios

METABOLITO ENSAYO PROCEDIMIENTO COLORACION
Dragendorff  2mL de extracto + ImL de Rojo- anaranjado
Alcaloides "
reactivo
Cloruro ImL del extracto + 2mL H20 Azul
Taninos . !
férrico destilada + 2mL de cloruro
férrico
Shinoda ImL del extracto + 1 mL de HCI Amarillo claro o
Flavonoides )
concentrado + virutas de pardo
magnesio + 1 mL de alcohol
amilico
Lieberma 1mL del extracto + ImL de Verde oscuro -
Terpenos

nn — cloroformo + 1 mL de anhidrido negro
Burchard  acético + 2 gotas de acido

sulfurico.

* Investigacion fitoquimica (51)

e Observacion de resultados: Registrar la presencia (coloracion especifica o precipitado)

o ausencia del metabolito secundario.

3.5.1 Determinacion de fenoles totales

e Se mescld 0.5 mL de la muestra con 2.5 mL de Folin-Ciocalteu, después de 5
minutos, se anadié 2 mL de carbonato de sodio. Se incubd la mezcla durante 30
minutos a temperatura ambiente.

e Se leyo la absorbancia en un espectrofotometro a 760 nm.
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e Se cuantifico los compuestos fenolicos totales usando una curva de calibracion con

acido gélico (mg EAG g™).

3.6. Actividad antifungica
3.6.1 Preparacion del medio de cultivo

Se prepar6 agar Sabouraud dextrosa a partir del medio deshidratado con agua
destilada de acuerdo a las instrucciones del fabricante (65 gramos para 1 litro de
agua destilada). Obteniendo un pH de 7.3, luego se calent6 en la cocina y enseguida
se llevo autoclavar, después de retirar del autoclave con el mechero bunsen

prendido se procedi6 a plaquear 4 placas de vidrio.
3.6.2 Activacion de cepas

Las cepas liofilizadas de Aspergillus niger y Aspergillus flavus se encontraban
refrigeradas entre 4- 8°C, se sembraron en 4 placas de vidrio con agar Sabouraud
dextrosa. Luego de 10 dias de incubacion a 25°C — 28°C estan listos para ser

utilizados.
3.6.3 Preparacion del inoculo

e A partir de la concentracion de 1 de la escala de McFarland que se
encuentra al 3x10® UFC se realizaran diluciones.

e Setomo colonias puras del microorganismo Aspergillus niger y Aspergillus
flavus y se diluy6o en un tubo de ensayo conteniendo 10 mL de suero
fisiologico estéril (cloruro de sodio 0.9%) de tal manera que la solucion
resultante tuvo una turbidez correspondiente al tubo N°1 de la escala de
McFarland (escala turbidimétrica que consiste en una serie de tubos con
turbidez creciente que permite hallar la concentracion aproximada de una

solucion bacteriana) de concentracion 3x10% UFC/mL.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v=2¢ . UNIVERSIDAD

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

EscaLs MCFARLAND

N# BaCl: 0,048M | H:50: 0,36M Vi N® Células
ml ml ml
L&* - :
I| 1 .1 9.9 10 3100 |I
r 1 ] gy L
3 0.3 9.7 10 9= 100
4+ 0.4 9.6 10 12 - 10"
5 0.5 9,5 10 15 - 10®
5] 0.6 9.4 10 18- 100
7 0.7 9.3 10 21100
] 0.8 9.2 10 24108
9 0.9 9.1 10 27108
10 1 9 10 30108

Figura 7. Escala de McFarland

* Instituto Nacional de Salud (52)
e A partir de estas ultima solucion se realiz6 una dilucién de 1 en 3, para ello
de esta solucion preparada se tom6 3 mL y se diluy6 a un volumen total de
9 mL con suero fisioldgico en un tubo con tapa rosca, todos los materiales
usados estaban estériles y también el 4rea de trabajo. La solucion resultante
tuvo una concentracién de 1x10® UFC/mL. De esta solucién se tomé 100

uL y se diluy6 con 9.9 mL de suero fisiologico. La concentracion de los

Aspergillus final fue de 1x10° UFC/mL.

3.6.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se utilizé el método de macrodilucion, este método se basa en la presencia o
ausencia del crecimiento de un microorganismo en un caldo en presencia de una
concentracion de un antifungico, se comprueba visualmente si los tubos presentan

turbidez. En el cual el procedimiento es el siguiente:

e Se prepar6 7.56 g caldo Sabouraud dextrosa a partir del medio deshidratado
con 252 mL agua destilada de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(30 gramos para 1 litro de agua destilada).

e El caldo preparado tubo un pH 7,3. y se lleva autoclavar.

e En un ambiente estéril se llenod los tubos con caldo Sabouraud dextrosa de
la siguiente manera: al primer tubo se le agreg6 8mL y a los tubos del 2 al

10 se le afiadi6é SmL.
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e Se hicieron dos tubos controles, a ambos se le afladié 5 mL de caldo
Sabouraud dextrosa.

e El extracto etanolico de propdleo de Vitor y de la Joya se trabajaron a 10
concentraciones respectivamente las cuales fueron: 2%, 1%, 0.5% 0.25%,
0.125%, 0.0625%, 0.03125%, 0.015625%, 0.0078125% y 0.00390%.

e Se diluyo 2 gramos del propoleo en polvo con 2 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO).

e Al primer tubo se le afiade 2 mL del propoleo de Vitor por lo que los tubos
N°1 deben tener 8 mL de caldo Sabouraud dextrosa.

e Luego de mezclar bien se retiré 5 mL del tubo N°1 y se coloco en el tubo
2 de esta manera la concentracion se redujo a la mitad.

e Se repitid este procedimiento para ir reduciendo la concentracion del
propoleo a la mitad desde el tubo 2 al 10.

e Al tubo 10 también se le retird 5 mL y se desechd para que todos los tubos
tengan SmL.

e Posteriormente se quito a todos los tubos 100 uLL para afadir el inoculo.

e Todo este procedimiento se realizd tanto con el extracto etanolico de
propoéleo de la Joya como con el extracto etanolico de propdleo de Vitor.

¢ En total fueron 48 tubos, 20 tubos para el extracto etanolico de propdleo de
Vitor y 20 tubos para el extracto etandlico de propdleo de la Joya. Los 8
tubos restantes son para el control positivo y negativo. A10 tubos se le
afiadié 100 uL de la dilucién 1x10° UFC/mL de Aspergillus niger y los
otros 10 tubos con Aspergillus flavus para cada extracto

e Para realizar el control positivo a un tubo con caldo Sabouraud dextrosa se
le agreg6 100 uL de la dilucion de la cepa. Esto sirvié para comprobar el
crecimiento de la cepa en el medio y de esa forma evitar falsos negativos.

¢ El control negativo fue caldo Sabouraud dextrosa sin extracto ni cepa, esto
sirvid para tener una referencia del color del caldo para determinar el
crecimiento de los hongos. Ademas sirvido para descartar una posible
contaminacion del caldo.

e Los 48 tubos de las muestras y los dos tubos controles fueron almacenados

a temperatura ambiente durante 72 horas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

e Después de las 72 horas de incubacion, cada tubo fue examinado. Como

referencia de resultado positivo o negativo se usaron sus controles.

e Los tubos que presentaron turbidez se consideraron como positivos (+)

para crecimiento fingico y los que no presentaron como negativos (-).

e Observar el crecimiento en cada tubo. Verificar la turbidez o presencia de

crecimiento fungico en cada tubo. Determinar la CMI como la

concentracion mas baja en la que no se observe crecimiento visible.

Tabla 3. Diseno experimental frente Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus

ATCC 9643 segun el método de Concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Grupo Tratamiento Concentracion
Observacion
Experimental Aplicado del Extracto
Control Solo caldo ) Inhibicion
Sin extracto
Negativo Sabouraud dextrosa esperada
Caldo Sabouraud
Crecimiento
Control Positivo | dextrosa con cepa + Sin extracto
esperado

DMSO

Extracto del

Inhibicién o

Tratamiento 1 2% o
propodleo + hongo crecimiento
Extracto del Inhibicion o
Tratamiento 2 1% o
propéleo + hongo crecimiento
Extracto del Inhibicion o
Tratamiento 3 0.5% o
propdleo + hongo crecimiento
) Extracto del Inhibicién o
Tratamiento 4 0.25 % o
propdleo + hongo crecimiento
) Extracto del Inhibicién o
Tratamiento 5 0.125 % o
propdleo + hongo crecimiento
) Extracto del Inhibicién o
Tratamiento 6 0.0625 % o
propdleo + hongo crecimiento
) Extracto del Inhibicién o
Tratamiento 7 0.03125 %

propdleo + hongo

crecimiento

Tratamiento 8

Extracto del

propdleo + hongo

0.015625 %

Inhibicién o

crecimiento
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) Extracto del Inhibicién o
Tratamiento 9 0.0078125 % o
propoleo + hongo crecimiento
Extracto del Inhibicion o
Tratamiento 10 0.00390625% o
propoleo + hongo crecimiento

* Elaboracion propia

3.6.5 Determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF)

La concentracion minima fungicida se determiné a partir de la a concentracion minima
inhibitoria.

e Se prepararon placas de agar Sabouraud dextrosa.

e Enel tubo N°I se introdujo un hisopo y este se sembro en una placa agar Sabouraud
dextrosa, de la misma forma se hizo a un tubo el cual presentd turbidez y los tubos
anteriores a este, por ultimo se hizo el mismo procedimiento al tubo N° 11.

e Se incubaron las placas a temperatura ambiente por 72 horas.

e Posteriormente se observo el crecimiento de las cepas.

3.7 Analisis estadistico

e Se utilizdo SPSS para cargar la hoja de célculo con los datos obtenidos durante los
ensayos.

e Se eligio la opcion de "T de student " en SPSS.

o Se realizo la Prueba T para evaluar si existian diferencias significativas entre los dos

lugares de recoleccion.
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A

Esta investigacion evalud la actividad antifingica in vitro del extracto etanolico de propoleo
frente a las cepas Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643, recolectadas
en los distritos de La Joya y Vitor de Arequipa. Se recolectaron 3 k de propdleo en total, siendo
1.5 k de cada origen, durante el mes de abril del 2025, en dos dias diferentes aproximadamente
a las 11 am. Las muestras se almacenaron en envases estériles y herméticamente cerrados para
su conservacion a temperatura ambiente, protegiéndolas adicionalmente de la luz solar.

El objetivo fue determinar el potencial del propoleo como agente antifiingico, ofreciendo una

alternativa natural para el control de infecciones fungicas.

1. Analisis organoléptico

Tabla 4. Analisis organoléptico del propodleo de 2 origenes

Distrito de Tem t
I m.S.n.m. P el Olor Color
procedencia O
Aromatico intenso,
La Joya 1571 29°C caracteristico del Marrén
propoéleo
Aromatico suave, Marrén con
Vitor 1206 31°C caracteristico del manchas
propoéleo amarillas

* Elaboracién propia

Figura 8. Propdleo de Vitor y de La Joya

* Elaboracion propia
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El andlisis organoléptico mostré ligeras variaciones entre ambos propdleos. El de La Joya
presentd un aroma mas intenso a diferencia que del propoleo de Vitor, y como se ve en la
imagen el propdleo de Vitor presenta dos coloraciones mientras que el de La Joya es color
marrédn, diferencias que podrian atribuirse a la flora local y a las condiciones ambientales

de cada distrito.

2. Obtencion y Rendimiento del extracto etandlico

Se realizo la obtencion del extracto etandlico por el método de maceracion, después de
haber obtenido el extracto, este fue llevado al rotavapor y de esa forma se evaporo el

solvente para calcular el rendimiento.

Tabla 5. Rendimiento del extracto etandlico de propoleo recolectado de los distritos de La

Joya y Vitor — Arequipa

Distrito de Masa inicial Masa del extracto ~ Rendimiento
procedencia (my) seco (mz) (%)
La Joya 206 g 97.87 g 4751 %
Vitor 188 g 87.55¢ 46.57 %

* Elaboracién propia

Terminando el proceso del rotavapor se obtuvo el extracto seco el cual tenia un color
uniforme. El rendimiento del extracto de propoleo fue ligeramente mayor el procedente de
La Joya (47.51 %) en comparacion con la de Vitor (46.57%). Esta diferencia puede
atribuirse a variaciones en la composicion quimica del propdleo crudo y en el contenido de

resinas y ceras, influenciadas por la flora y condiciones ambientales de cada distrito.
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3. Analisis fisicoquimico y fitoquimico

3.1 Nivel de pH

Tabla 6. Nivel de pH del propoleo recolectado de los distritos de La Joya y Vitor —
Arequipa

Distrito de procedencia pH Condicion del medio

La Joya 4.8  Ligeramente 4cido

Vitor 5.0 Ligeramente &cido

* Elaboracion propia

El pH del propéleo present6 valores ligeramente acidos en ambas muestras, siendo 4.8 en
La Joya y 5.0 en Vitor, lo cual concuerda con el rango esperado para propoleos naturales,
favoreciendo su estabilidad. Esta ligera diferencia se podria deber a la variabilidad de su

composicion quimica e influencia de factores como el origen botanico.

3.2. Humedad

Tabla 7. Nivel de humedad del extracto etanolico de propoéleo recolectado de los

distritos de La Joya y Vitor — Arequipa

Distrito de procedencia Nivel de humedad (%0)

La Joya 3.78

Vitor 4.00

* Elaboracion propia

El extracto etanolico de propdleo presentd un nivel de humedad de 3.78% en La Joya y
4.00% en Vitor, valores adecuados que indican un secado eficiente del producto. Estos
resultados garantizan la estabilidad del extracto, evitando el crecimiento microbiano y la
degradacion de los compuestos bioactivos. Esta diferencia se podria deber a factores de

origen botéanico, época del afio y condiciones ambientales en que las abejas recolectan.
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3.3. Marcha fitoquimica

Tabla 8. Andlisis fitoquimico del extracto etanolico de propdleo recolectado de los

distritos de La Joya y Vitor — Arequipa

Metabolito Resultado Resultado
Prueba empleada
secundario (La Joya) (Vitor)
Positivo Positivo
Alcaloides Dragendorff '
Positivo
Positivo
Taninos Cloruro férrico .
Positivo Positivo
Flavonoides Shinoda .
Positivo Positivo
Terpenos Liebermann—Burchard

* Elaboracion propia

El andlisis fitoquimico reveld la presencia de metabolitos secundarios importantes en
ambos extractos de propoleo, con variaciones leves en su intensidad. El propoleo de La
Joya presentd mayor intensidad de color en taninos, flavonoides y alcaloides, mientras que
el de Vitor mostr6 una respuesta mas intensa en terpenos, lo que podria reflejar diferencias
en la flora melifera de cada zona. La presencia de estos compuestos bioactivos respalda el

potencial terapéutico del propdleo arequipefio.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Tabla 9. Determinacion de contenido de fenoles totales segin en el método de Folin-Ciocalteu del extracto etanodlico de propoleo recolectado de

los distritos de La Joya y Vitor — Arequipa

Concentracion

Absorbancia Absorbancia Absorbancia equivalente de Fenoles Absorbancia Absorbancia Flavonoides
Muestra (760 nm) del blanco neta éc? do galico (mg totales (mg (420 nm) neta totales (mg
bruta (760 nm) (760 nm) GAE/mL) GAE/g EEP) bruta (420 nm) QE/g EEP)
EEtPor_ 0.545 0.03 0.515 80.0 199.0+4.3 0.472 0.442 91.9+28
EEP - 0.498 0.03 0.468 727 180.8 + 3.9 0.398 0.368 76.6+3.1
La Joya

* Elaboracién propia

Los resultados presentados en la tabla 9 evidencian que el extracto etandlico de propdleo (EEP) recolectado en el distrito de Vitor presenta un
contenido significativamente mayor de fenoles totales (199.0 =4.3 mg GAE/g EEP) y flavonoides totales (91.9 + 2.8 mg QE/g EEP) en comparacion
con el propoleo proveniente del distrito de La Joya (180.8 £3.9 mg GAE/g EEPy 76.6 + 3.1 mg QE/g EEP, respectivamente). Este resultado indica
que el propdleo de Vitor posee una mayor riqueza en compuestos fenolicos y flavonoides, los cuales son metabolitos secundarios con reconocida
actividad antioxidante, antimicrobiana, antifungica y antiinflamatoria. Las diferencias observadas pueden atribuirse principalmente al origen
botanico del propdleo, ya que las abejas recolectan resinas de diferentes especies vegetales segtn la flora disponible en cada zona; en Vitor podrian
predominar especies ricas en compuestos fendlicos como Baccharis spp., Eucalyptus spp. o Schinus molle. Asimismo, factores ambientales y
climaticos, como la mayor radiacion solar, menor humedad relativa y caracteristicas del suelo propias de Vitor, pueden inducir un aumento en la
sintesis de fenoles y flavonoides en las plantas, lo que se refleja en una composiciéon quimica mas concentrada en los propdleos de esa zona.
Ademas, las diferencias en el contenido de cera, polen y resina del propoleo pueden influir en la eficiencia extractiva del etanol solvente utilizado

en la maceracion, afectando la cantidad final de compuestos bioactivos extraidos
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Figura 9. Curva de calibracion de 4cido gélico

* Elaboracién propia

La figura de la curva de calibracion de acido géalico mostrado corresponde al anélisis de
determinaciéon de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu en extractos
etandlicos de propdleo obtenidos de La Joya y Vitor, Arequipa. La grafica muestra como la
absorbancia promedio (eje Y) se incrementa de manera lineal conforme aumenta la
concentracion de acido gélico (eje X), siguiendo la ecuacion y = 0.0084x + 0.0042 con un
coeficiente de determinacion (R? = 1), lo que indica una excelente correlacion y fiabilidad en

el rango evaluado

Relacionando la figura con la tabla 9, se observa que las muestras de propdleo presentan
absorbancias netas de 0.515 (Vitor) y 0.468 (La Joya) medidas a 760 nm. Estas absorbancias
caen dentro del rango lineal de la curva de calibracion. La muestra de Vitor con absorbancia
neta de 0.515 se corresponde con una concentracion calculada de acido galico de 80.0 mg
GAE/mL, mientras que la muestra de La Joya con absorbancia de 0.468 se asocia a una

concentracion de 72.7 mg GAE/mL.
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4. Método de macrodilucion

Tabla 10. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima fungicida (CMF) del extracto etanolico de propoleo de Vitor -
Arequipa frente Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643

Tubo

Extracto etandlico de propo6leo de Vitor — Arequipa

Concentracion

CMI frente
Aspergillus niger

CMF frente
Aspergillus niger

CMl frente
Aspergillus flavus

CMF frente
Aspergillus flavus

Turbidez

Crecimiento
en placa

Turbidez

Crecimiento
en placa

2%

1%

0.5%

0.25%

0.125%

0.0625 %

0.03125 %

0.015625 %

O o0 N OB WN -

0.0078125 %

[EY
o

0.00390625 %

[
[

Control negativo (solo caldo Sabouraud dextrosa)

=
N

Control positivo (caldo Sabouraud dextrosa con cepa
+ DMSO)

Leyenda:

(-) sin crecimiento / sin turbidez

(+) presencia de crecimiento o turbidez
CMI = concentracion minima inhibitoria
CMF = concentracion minima fungicida
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El extracto etandlico de propoleo procedente del distrito de Vitor — Arequipa mostrd una
marcada actividad antifingica frente a Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus
ATCC 9643, evidenciandose que para A. niger la concentracion minima inhibitoria (CMI) se
alcanzod a una concentracion de 0.0078125 % y la concentracion minima fungicida (CMF) a
0.03125 %, mientras que para A. flavus la CMI fue de 0.25 % y la CMF de 0.5 %. Estos
resultados evidencian que el propodleo de Vitor posee una accion de tipo fungicida, de igual
forma indica que la concentracion que inhibe el crecimiento del hongo también es cercana a la
que provoca su destruccion total. Se observa ademas que A. niger presentd mayor sensibilidad
al extracto que 4. flavus, lo cual puede deberse a diferencias en la composicion de la pared
celular y a mecanismos de resistencia propios de cada especie. La accion antifungica del
propoleo se atribuye a su contenido de flavonoides, acidos fenolicos y ésteres fenolicos,
compuestos con capacidad para alterar la permeabilidad de la membrana celular, desestabilizar

proteinas de la pared fungica y generar dafio oxidativo irreversible.

Tabla 11. Prueba T de Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de

propoleo de Vitor frente Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643

Prueba T de muestras independientes

Sig. Diferenci  Diferenci 95% de intervalo de
T (bilate ade adeerror  confianza de la diferencia
ral) medias estandar Inferior Superior
Propdleo de
Vitor frente i 4 i
Aspergillus 1394 0000 2422566 0173200 29034620 1941670
nigery 27 7 v 4
Aspergillus
flavus

* Elaboracion propia

La prueba T evidenci6 una diferencia significativa (t = -13.987; gl = 4; p = 0.000) entre la
actividad antifiingica del extracto etandlico de propoleo de Vitor frente a Aspergillus niger y
Aspergillus  flavus. Este resultado indica que el extracto presentd una inhibicion
significativamente mayor sobre A. niger en comparacion con 4. flavus, lo que coincide con la
menor concentraciéon minima inhibitoria (CMI) observada para A. niger. Bioldgicamente, esto
sugiere que A. niger es mas sensible a los compuestos activos presentes en el propdleo. Desde
el punto de vista fitoquimico, esta mayor eficacia podria atribuirse a la presencia de flavonoides,
fenoles y terpenoides, conocidos por su capacidad para alterar la permeabilidad de la membrana
celular fungica y generar estrés oxidativo, lo que respalda el potencial del propoleo de Vitor

como fuente natural de agentes antifiingicos efectivos.
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Tabla 12. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima fungicida (CMF) del extracto etandlico de propoleo de La Joya -
Arequipa frente Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643

Extracto etandlico de propoleo de La Joya — Arequipa

CMI frente CMF frente CMI frente CMF frente

Tubc B Aspergillus niger Aspergillus niger ~ Aspergillus flavus  Aspergillus flavus
Concentracion
Turbidez Crecimiento Turbidez Crecimiento
en placa en placa
1 2% - - - CMF
2 1% - - CMI +
3 05% - - + +
4  025% - CMF + +
5 0125% - + + +
6  0.0625% CMI » + +
7 0.03125% + + + +
8  0.015625 % 5 + + +
9 0.0078125% + + + +
10  0.00390625 % + + + +
11  Control negativo (solo caldo Sabouraud dextrosa) - - - -
12 Control positivo (caldo Sabouraud dextrosa con cepa + + + +
+ DMSO)
Leyenda:

(—) sin crecimiento / sin turbidez

(+) presencia de crecimiento o turbidez
CMI = concentracion minima inhibitoria
CMF = concentracion minima fungicida
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El extracto etanolico de propoleo del distrito de La Joya — Arequipa mostré una actividad
antifingica moderada frente a Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643.
Para A. niger, la CMI fue de 0.0625 % y la CMF de 0.25 %, mientras que para A. flavus la CMI
se registré en 1 % y la CMF en 2 %. Estos resultados indican una accién fungicida, con mayor
sensibilidad de A. niger frente al extracto. Las diferencias observadas podrian deberse a
variaciones estructurales de la pared celular y a la resistencia intrinseca de cada especie. En
conjunto, el propoleo de La Joya demuestra un efecto antifungico relevante, aunque ligeramente
menor que el del propoleo de Vitor, posiblemente por diferencias en su composicion quimica 'y
origen botédnico, reflejando la influencia del entorno floristico en la potencia bioldgica del

propoleo.

Tabla 13. Prueba T de Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etanolico de

propodleo de La joya frente Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643

Prueba T de muestras independientes
95% de intervalo de

S.lg' Diferencia Dl confianza de la
T Gl (bilate . de error . !
de medias . diferencia
ral) estandar . .
Inferior  Superior
Propdleo de
La joya frente ’ i )
Aspergillus =g 354 001 . 0,1053568  1,3200 735049
nigery 1,0275667 240 3
Aspergillus
flavus

* Elaboracion propia

La prueba T de muestras independientes evidencid una diferencia estadisticamente significativa
(t=-9.753; gl =4; p =0.001) entre la actividad antiflingica del extracto etanolico de propoleo
de La Joya frente a Aspergillus niger y Aspergillus flavus, con una diferencia de medias de -
1.0276. Esto indica que el extracto ejercid una inhibicion significativamente mayor sobre A.
niger que sobre A. flavus, lo que concuerda con una mayor sensibilidad del primero frente a los
compuestos activos del propoleo. Bioldgicamente, este hallazgo sugiere que A. niger presenta
una pared celular mas susceptible a la accion de los metabolitos secundarios del extracto. Desde
el punto de vista fitoquimico, la actividad antifingica podria estar asociada a la presencia de
flavonoides, 4cidos fenolicos y compuestos terpénicos, los cuales actian desestabilizando la
membrana celular fungica y afectando procesos metabodlicos esenciales, lo que respalda el

potencial del propdleo de La Joya como fuente natural de agentes antifiingicos eficaces.
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Tabla 14. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentraciéon Minima fungicida
(CMF) del extracto etanolico de propodleo de Vitor y La Joya frente Aspergillus niger ATCC
16888

Aspergillus niger ATCC 16888

CMI de CMF de CMI de CMF de
Tubo

Concentracion  propodleo de propdleo de propoleo de propoleo de

Vitor Vitor La Joya La Joya

[u—

2%

1%

0.5%

0.25% CMF
0.125 %

0.0625 % CMI

0.03125 % CMF

0.015625 %

0.0078125 % CMI

10 0.00390625 %

CMI = concentracion minima inhibitoria
CMF = concentracion minima fungicida

O 0 | & | =~ W DN

* Elaboracién propia

El extracto etanolico de propdleo de los distritos de Vitor y La Joya — Arequipa evidenciaron
una clara actividad antifingica frente a Aspergillus niger ATCC 16888, aunque con diferencias
en su potencia. Para el propoleo de Vitor, la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de
0.0078125 % y la concentracion minima fungicida (CMF) de 0.03125 %, mientras que el
propodleo de La Joya presentd una CMI de 0.0625 % y una CMF de 0.25 %. Estos resultados
indican que ambos extractos poseen efecto fungicida, pero el propoleo de Vitor mostré mayor
eficacia al requerir concentraciones mas bajas para inhibir y eliminar el crecimiento del hongo.
Esta diferencia puede atribuirse a variaciones en la composicion quimica del propdleo derivadas
de las especies vegetales predominantes en cada zona, las cuales influyen en el contenido de
flavonoides, acidos fendlicos y terpenoides. En conjunto, los hallazgos demuestran que el
propoleo de Vitor presenta una actividad antifingica superior, confirmando su potencial como
fuente natural de compuestos bioactivos con efecto inhibidor y fungicida frente a Aspergillus

niger.
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Tabla 15. Prueba T de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etanolico de

propoleo de Vitor y La Joya frente Aspergillus niger ATCC 16888

Prueba T de muestras independientes
95% de intervalo de

Sig. Diferencia Diferencia confianza de la
T Gl . . de error . !
(bilateral)  de medias ) diferencia
estandar ; .
Inferior  Superior
Propdleo de i
Vitory La 279 i - -
joya frente 56 4 0,000 05469000 ,00023823  ,05535  ,054028
Aspergillus ’ ’ 144 56
niger

* Elaboracion propia

La tabla 15 muestra una diferencia significativa entre las CMI del propodleo de Vitor y La Joya
frente a Aspergillus niger (p = 0.000). La CMI del propoéleo de Vitor (0.0078125%) fue mucho
menor que de La Joya (0.0625%). Esto demuestra que el propdleo de Vitor posee una mayor
potencia antifingica, posiblemente debido a diferencias en su composicion fitoquimica y origen

boténico, esto resalta su potencial como fuente natural de compuestos antimicrobianos.

Tabla 16. Prueba T de Concentraciéon Minima Fungicida (CMF) del extracto etanolico de

propoéleo de Vitor y La Joya frente Aspergillus niger ATCC 16888

Prueba T de muestras independientes
95% de intervalo de

Sig. Diferencia Diicincia confianza de la
T Gl . d de error . !
(bilateral)  de medias . diferencia
estandar . .
Inferior  Superior
Propodleo de
Vitory La - - -
joya frente 9,4 4 0,001 -,21872333 ,02310458 ,282871 , 1545747
Aspergillus 67 93 4
niger

* Elaboracién propia

La prueba T de muestras independientes evidencio diferencias significativas entre las
concentraciones minimas fungicidas (CMF) del propoleo de Vitor y La Joya frente a Aspergillus
niger (p = 0.001). El propoleo de Vitor presentd valores de CMF significativamente menores,
indicando mayor eficacia antifingica en comparacion con el de La Joya. El intervalo de
confianza del 95% confirm¢ esta diferencia, sugiriendo que la variacion puede deberse a

diferencias en la composicion quimica del propoleo influenciadas por su origen botanico.
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Tabla 17. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentraciéon Minima fungicida (CMF)
del extracto etandlico de propdleo de Vitor y La Joya frente Aspergillus flavus ATCC 9643

Aspergillus flavus ATCC 9643

Tubo CMI de

Concentracion  propoleo de

Vitor

propoleo de

CMF de CMI de CMF de

propdleo de propdleo de

Vitor La Joya LaJoya

—

2%

CMF

1%

CMI

0.5%

CMF

0.25 %

0.125 %
0.0625 %
0.03125 %
0.015625 %
0.0078125 %
10 0.00390625%

CMI = concentracion minima inhibitoria
CMF = concentracion minima fungicida

CMI

O 0| Q| &N | B~ W DN

* Elaboracion propia

El extracto etandlico de propoleo de los distritos de Vitor y La Joya — Arequipa mostr6 actividad
antifingica frente a Aspergillus flavus ATCC 9643, aunque con distinta eficacia entre ambos
origenes. Para el propoleo de Vitor, la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 0.25 %
y la concentracion minima fungicida (CMF) de 0.5 %, mientras que para el propdleo de La Joya
la CMI se registrd en 1 % y la CMF en 2 %. Estos resultados indican que ambos extractos
presentan efecto fungicida, pero el propoleo de Vitor demostré mayor potencia, al requerir
concentraciones menores para inhibir y eliminar el crecimiento del hongo. La diferencia
observada podria deberse a la composicion quimica variable del propoleo, influenciada por las
especies vegetales de cada zona geografica y por factores ambientales que modifican el
contenido de compuestos fenodlicos, flavonoides y terpenoides. En conjunto, se evidencia que
el propoleo de Vitor posee una mayor eficacia antifungica frente a. flavus, lo que resalta su
potencial como agente natural alternativo en el control de hongos filamentosos de importancia

sanitaria.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-3==% . UNIVERSIDAD

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Tabla 18. Prueba T de Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del extracto etanolico de

propoleo de Vitor y La Joya frente Aspergillus flavus ATCC 9643

Prueba T de muestras independientes
95% de intervalo de

Sig. Diferencia Diferencia confianza de la
T Gl . . de error . !
(bilateral)  de medias ) diferencia
estandar ; .
Inferior  Superior
Propdleo de
Vitory La - - -
Joya frente 7,8 4 0,001 -,8400000 ,1067708 1,1364  ,543556
Aspergillus 67 432 8
flavus

* Elaboracion propia

La tabla 18 muestra una diferencia significativa entre las CMI del propodleo de Vitor y La Joya
frente a Aspergillus flavus (t=-7.867; p=0.001), evidenciando distinta eficacia antifingica. El
propdleo de Vitor (CMI = 0.25%) fue mas potente que el de La Joya (CMI = 1%), ya que
requirié menor concentracion para inhibir el crecimiento del hongo, probablemente debido a un
mayor contenido de compuestos fendlicos y flavonoides bioactivos, lo que confirma su

superioridad como agente natural con efecto antifiingico frente a. flavus.

Tabla 19. Prueba T de Concentraciéon minima fungicida (CMF) del extracto etandlico de

propoleo de Vitor y La Joya frente Aspergillus flavus ATCC 9643

Prueba T de muestras independientes
95% de intervalo de

Sig. Diferencia g JFrencia confianza de la
T Gl : . de error . !
(bilateral)  de medias . diferencia
estandar . .
Inferior  Superior
Propdleo de
Vitor y La - - i
Joya frente 12, 4 ,000 -1,48000 ,12097 1,8158 114414
Aspergillus 235 6 ’
flavus

* Elaboracion propia

La prueba T de muestras independientes evidencié una diferencia significativa entre las CMF
del propoleo de Vitor y La Joya frente a Aspergillus flavus (t=-12.235; p = 0.000). El propoleo
de Vitor presento6 valores de CMF mucho menores, evidenciando mayor eficacia fungicida. El
intervalo de confianza (—1.81586 a —1.14414) confirm¢ esta diferencia, atribuible posiblemente
a un mayor contenido de compuestos fenolicos y flavonoides en el propoleo de Vitor, lo que

resalta su potencial como agente antifingico natural frente a. flavus.
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DISCUSIONES

El presente estudio examina el potencial antifungico del extracto etandlico de propdleo, una
sustancia natural conocida por sus propiedades medicinales. El propoleo, utilizado
tradicionalmente en diversas culturas por sus beneficios para la salud, ha captado el interés
cientifico debido a su riqueza en compuestos bioactivos. Este trabajo se centra en evaluar la
eficacia del extracto etanolico de propdleo, con el objetivo de determinar su capacidad para
inhibir el crecimiento de cepas patdgenas que representan una amenaza importante para la salud
publica. La investigacion no solo busca validar el uso tradicional del propdleo, sino también
expandir el conocimiento sobre sus posibles aplicaciones terapéuticas, especialmente en el
contexto de la creciente resistencia fungica a los antifingicos convencionales. La evaluacion
de su actividad antifingica in vitro contra patégenos como Aspergillus niger y Aspergillus
flavus ofrece una comprension mas detallada de sus propiedades y su viabilidad como
tratamiento para infecciones fingicas. Estos microorganismos suponen un desafio en la salud
publica debido a su capacidad de causar infecciones graves y desarrollar resistencia. Este
estudio tiene como objetivo aportar evidencia cientifica sobre el uso del propoleo y explorar

alternativas naturales para su inclusion en futuras estrategias antifiingicas.

Respecto al objetivo general, se identifico que el extracto etanolico de propoleo, presento
actividad antifungica ante Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643.
Este hallazgo es consistente con el estudio de Diba K. et al. (40), quienes reportaron que una
concentracion de 0.125 g/dl de extracto etandlico de propdleo mostré actividad contra A. niger,
observando cambios en las caracteristicas morfologicas y efectos cuantitativos en las colonias
fungicas. Al igual que en el presente estudio, Diba et al. encontraron que la dilucion del extracto
fue clave para la efectividad del tratamiento, lo que refleja un efecto inhibidor significativo a
concentraciones bajas. Esto se deberia a la mayor concentracion de compuestos bioactivos en
el extracto de propoleo de Vitor, que presenta propiedades antifingicas mdas potentes,
posiblemente debido a las condiciones especificas de recoleccion o a la composicion quimica

diferenciada de la zona (40).

De igual manera, al comparar los resultados con Marin D. y Encalada L. (46), quienes
encontraron que C. albicans mostro sensibilidad al extracto etandlico de propoleo a
concentraciones de 25%, 55% y 85%, se observa una coincidencia en la capacidad del propdleo
para ejercer accion antifingica. En su estudio, la diferencia significativa en la inhibicion

(p=0.000) corrobor6 que el extracto de propdleo tiene un efecto antifungico considerable. De
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manera similar, en este estudio, el extracto de propdleo mostr6 una mayor efectividad frente a.
niger que contra A. flavus, con diferencias significativas en las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) al compararlas mediante la prueba T de Student, lo que indica que el
propdleo presenta una actividad diferencial dependiendo de la especie fungica. Esto podria
atribuirse a la distinta resistencia o susceptibilidad de las especies de Aspergillus a los
compuestos presentes en el propdleo, lo que sugiere que la accion antiflingica puede ser
dependiente tanto de la concentracion del extracto como de las caracteristicas bioldgicas de

cada hongo (46).

Respecto al objetivo 2, referente al analisis organoléptico, se obtuvo que el propdleo
recolectado en el distrito de La Joya presentd un aroma intenso, asi como un color marron,
mientras que el de Vitor mostrd un aroma mas suave y color marrén con manchas amarillas,
diferencias que podrian atribuirse a las variaciones en la flora local y las condiciones
ambientales de cada distrito. Los mismos que coinciden con los de Alcaléa K. et al. (53), quienes
indicaron que los propo6leos fueron clasificados principalmente con un color marrén y aroma
resinoso. A pesar de estas ligeras variaciones entre los propdleos recolectados en diferentes
distritos, ambos estudios coinciden en el color marrén y en un aroma resinoso similar. Estas
similitudes pueden explicarse por las caracteristicas generales del propoleo, asi como las
condiciones ambientales y geograficas de las areas de recoleccion, que afectan de manera

similar las propiedades sensoriales del propdleo en ambos estudios (53).

Respecto al objetivo 3, referente al rendimiento del extracto etanodlico de propoleo, fue
ligeramente mayor en la muestra procedente de La Joya (47.52%) en comparacion con la de
Vitor (46.57%). Los mismos que guardan similitud con Martinez P. et al (54), quienes
reportaron un rendimiento del 47.51% en el extracto etandlico de propoleo, determinado
mediante la formula estandar para calcular el rendimiento de extractos vegetales. Los autores
destacaron que un alto porcentaje de rendimiento sugiere una mayor posibilidad de obtener
componentes activos, como los polifenoles, los cuales son conocidos por sus propiedades
antioxidantes. La coincidencia en los valores de rendimiento entre este estudio sugiere que el
propdleo recolectado en ambas regiones presenta un contenido similar de compuestos
bioactivos, lo que podria estar relacionado con las condiciones de recoleccion y los métodos de

extraccion empleados (54).

Respecto al objetivo 4, referente al pH del propdleo, presentd valores ligeramente acidos en

ambas muestras, siendo 4.8 en La Joya y 5.0 en Vitor, lo cual concuerda con el rango esperado
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para propoleos naturales, favoreciendo su estabilidad. Los mismos son semejantes en los
resultados de Salamanca G. et al. (55), quienes encontraron que el pH del extracto etandlico de
propoleo se encontrd en un rango ligeramente acido, similar a los resultados obtenidos en este
estudio. Las muestras analizadas por Salamanca et al. mostraron valores de pH de 4.20 para bh-
PM (Buesaco), 4.40 para bh-MB (San Juan de Pasto) y 4.10 para bmh-PM (La Unioén). La
coincidencia en los resultados sugiere que el pH del propoleo, al estar en un rango ligeramente
acido, contribuye a su estabilidad quimica y preserva la actividad de sus compuestos bioactivos,
como los flavonoides y fenoles. Estos compuestos son conocidos por sus propiedades
antioxidantes, asi como antimicrobianas, por lo que el pH acido puede ayudar a mantener su

efectividad al evitar la degradacion (55).

Referente con la humedad del extracto etanodlico de propoleo, tuvo un nivel de humedad de
3.78% en La Joya y 4.00% en Vitor, valores adecuados que indican un secado eficiente del
producto. Los mismos que guardan similitud con Guanche D. et al (56), quienes reportaron un
contenido promedio de humedad del 4.39 + 1.58%, con una mediana de 4.24%, y un coeficiente
de variacion de 0.36%, lo que indica baja variabilidad en los valores de humedad entre las
muestras. La coincidencia en los valores de humedad sugiere que el proceso de secado en ambos
estudios fue eficiente, lo que contribuye a la estabilidad del extracto y asegura la preservacion
de sus propiedades. Ademas, los resultados similares entre los dos estudios reflejan una
consistencia en la calidad del propdleo, garantizando su efectividad para usos terapéuticos al
mantener un nivel de humedad controlado que favorece la conservacion de los compuestos

activos (56).

Referente al andlisis fitoquimico, se revelo la presencia de metabolitos secundarios en ambos
extractos de propdleo, con variaciones leves en su intensidad. El propdleo de La Joya presentod
mayor contenido de taninos, flavonoides y alcaloides, mientras que el de Vitor mostrd una
respuesta mas intensa en terpenos, lo que podria reflejar diferencias en la flora melifera de cada
zona. Los cuales son semejantes en comparacion con Wolska K. y Antosik K. (42), quienes
encontraron que el propoleo exhibié una potente actividad antifungica, eficaz contra una
variedad de hongos patogenos, incluidos aquellos resistentes a tratamientos convencionales. En
su estudio, los flavonoides y 4cidos fendlicos fueron identificados como responsables de esta
actividad. La coincidencia en la presencia de flavonoides y acidos fendlicos entre los estudios

respalda la eficacia del propdleo en la lucha contra hongos patdégenos, lo que sugiere que los
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compuestos presentes en el propoleo de Arequipa, aunque con algunas variaciones en su

intensidad, podrian tener un perfil similar en cuanto a sus propiedades antifingicas (42).

Respecto al objetivo 5, referente con la actividad antifiingica in vitro del extracto etanolico de
propoleo segliin el método de concentracion minima inhibitoria (CMI), en el caso de A. niger,
se observo inhibicion completa del crecimiento en el propdleo de La Joya hasta una
concentracion de 0.0625 %, mientras que en el extracto de Vitor, la inhibicion se mantuvo hasta
0.0078125 %, siendo esta ultima la CMI mas baja. Por otro lado, 4. flavus mostr6 una menor
sensibilidad frente al extracto, con la CMI para La Joya definida en 1 %, mientras que para
Vitor, la CMI fue de 0.25 %. Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Hosseini H.
et al. (39), quienes encontraron que la CMI del propoleo fue de 100 pg/mL, y que el extracto
de propodleo redujo significativamente los niveles de aflatoxinas, indicando su actividad
antifingica. A pesar de las diferencias en las unidades de medida, ambos estudios coinciden en
la efectividad del propoleo contra especies fingicas, con Aspergillus siendo una de las mas
sensibles. Las variaciones en las concentraciones de CMI entre los estudios pueden deberse a
diferencias en la composicidon quimica del propoleo, los métodos de extraccion utilizados y las
cepas fungicas empleadas. Sin embargo, ambos estudios destacan el potencial antifungico del
propdleo como agente natural frente a Aspergillus, sugiriendo que sus compuestos bioactivos

son responsables de esta actividad (39).

Respecto con el objetivo 6, referente con la actividad antiflingica in vitro del extracto etanolico
de propoleo segun la concentracion minima fungicida (CMF), en el caso de 4. niger, el propoleo
de Vitor mostr6é una mayor eficacia, alcanzando una CMF de 0.03125 %, mientras que en el
extracto de La Joya, la CMF fue de 0.25 %. Estos resultados coincidieron con los de Diba et al.
(2020), quienes reportaron una CMF de 0.125 g/dl para A. niger frente a propdleo, lo que se
tradujo en valores de eficacia mas altos en comparacién con los obtenidos en La Joya. Por otro
lado, para 4. flavus, el propodleo de Vitor mostro una CMF de 0.5 %, mientras que para La Joya
la CMF fue de 2 %. Comparando con el estudio de Diba et al., quienes encontraron una CMF
de 0.0625 g/dl para A. flavus, los valores en La Joya fueron considerablemente mas altos,
sugiriendo una menor eficacia antifingica (40). Ambos estudios coincidieron en que el propdleo
presentd una actividad antifungica significativa frente a Aspergillus. Las variaciones en la
potencia observadas entre los resultados podrian deberse a factores como la flora local, las
técnicas de extraccion y las cepas fingicas empleadas. La composicion quimica del propoleo,
influenciada por el entorno botanico y las condiciones de extraccion, también pudo haber

contribuido a su efectividad antifingica.
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Finalmente, este estudio resalta la relevancia de seguir investigando agentes antifiingicos
naturales, como el propdleo, frente a la creciente preocupacion por la resistencia de los hongos
a los tratamientos convencionales. Los resultados obtenidos muestran que el propdleo,
especialmente el recolectado en el distrito de Vitor, tiene una notable capacidad para inhibir el
crecimiento de Aspergillus niger y Aspergillus flavus, dos hongos patogenos de interés. A
diferencia de los tratamientos antiflingicos sintéticos, el propdleo presenta una alternativa
potencialmente menos susceptible a la resistencia, gracias a su rica y compleja composicion
fitoquimica. Este estudio no solo reafirma la viabilidad del propdleo como un recurso
terapéutico prometedor, sino que también abre nuevas posibilidades para su integracion en
tratamientos naturales y mas sostenibles, lo que podria beneficiar a la medicina moderna en su

lucha contra las infecciones fungicas.
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CONCLUSIONES

e Se identificod que el extracto etandlico de propdleo, presentd actividad antiflngica ante
Aspergillus niger ATCC 16888 y Aspergillus flavus ATCC 9643 recolectados del distrito de
la Joya y de Vitor de la ciudad de Arequipa.

e El analisis organoléptico reveld que el propoleo del distrito de La Joya presenté un aroma
intenso y color marrén, mientras que el propéleo de Vitor mostrd un aroma mas suave y

color marrdn con manchas amarillas.

e La evaluacion respecto con el rendimiento del extracto etandlico de propdleo, fue
ligeramente mayor en la muestra procedente de La Joya (47.51%) en comparacion con la de

Vitor (46.57%).

e La evaluacion respecto al pH del propdleo presentd valores ligeramente acidos en ambas
muestras, siendo 4.8 en La Joya y 5.0 en Vitor, lo cual concordé con el rango esperado para

propoleos naturales, favoreciendo su estabilidad.

e La evaluacion respecto con la humedad del extracto etandlico de propdleo, tuvo un nivel de
humedad de 3.78% en La Joya y 4.00% en Vitor, valores adecuados que indican un secado

eficiente del producto.

e En el analisis de los grupos de metabolitos presentes en el extracto etandlico de propdleo, se
observd que en La Joya presentd mayor intensidad en el color de taninos, flavonoides y
alcaloides, mientras que el de Vitor tuvo una mayor intensidad de color en terpenos, lo que

podria estar relacionado con las diferencias en la flora melifera de cada zona.

e El propdleo de Vitor mostré una mayor inhibicion del crecimiento, con CMI mas bajas para
A. niger (0.0078125 %) y A. flavus (0.25 %) en comparacion con La Joya, que presentdé CMI
de 0.0625 % y 1 %, respectivamente. Esto sugiere que el extracto de Vitor inhibe mas

eficazmente el crecimiento de ambos hongos.

e El propoleo de Vitor mostrd una mayor eficacia con una CMF de 0.03125 % para 4. niger'y
0.5 % para 4. flavus, mientras que el de La Joya presentd valores mas altos, con CMF de
0.25 % para A. niger'y 2 % para A. flavus. Estos resultados evidencian que el propdleo de
Vitor posee una mayor accion fungicida, lo que podria estar relacionado con la composicion

quimica y el entorno botanico de cada distrito.
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RECOMENDACIONES

e Se sugiere continuar con la investigacién sobre la actividad antifiungica del extracto
etandlico de propoleo en otras cepas de hongos patogenos para explorar su potencial como

alternativa natural en el control de infecciones fungicas.

e Se sugiere evaluar el impacto de las variaciones organolépticas entre los propodleos de
diferentes zonas sobre la aceptacion y efectividad en aplicaciones terapéuticas,

considerando las diferencias en aroma y color, lo cual podria influir en su comercializacion.

e Se sugiere realizar un andlisis mas detallado sobre los factores que afectan el rendimiento
del extracto, como las condiciones de recoleccion y el proceso de extraccion, con el fin de

optimizar la eficiencia del proceso en futuras producciones.

e Se sugiere monitorear y ajustar el pH del propdleo durante su procesamiento y
almacenamiento para garantizar su estabilidad y asegurar la calidad del producto final,

especialmente en aplicaciones farmacéuticas y cosméticas.

e Se sugiere establecer estandares mas estrictos de control de humedad durante el proceso de
secado del propoleo, asegurando una conservacion 6ptima de sus propiedades bioactivas y

una mayor vida til del producto.

e Se sugiere investigar mas a fondo las propiedades bioactivas de los metabolitos
identificados, como los taninos, flavonoides, alcaloides y terpenos, para comprender su

relacion con la actividad antifingica y su potencial en otros usos terapéuticos.

e Se sugiere continuar con estudios sobre la actividad antifingica de los propdleos de
diferentes zonas para confirmar los resultados obtenidos y explorar la posibilidad de aplicar

el extracto de Vitor en tratamientos mas efectivos contra infecciones fingicas en humanos.
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s,
Microbiologics'

Certificate of Analys's: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION;

Product Name: Aspergius flavus Quality Control Technologist: Jacob A Lohman
Catalog Number: 01182 Release Date: 2023/07/24

Lot Number: 1182-16**

Reference Number: ATCCS 0643™*
Passage from Reference: 2
Expiration Date: 2025/06/30

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large, filamentous, imegular shape, olive green in color, reverse is pale yellow PDA
Microscopic Features: Methed:
Chains of small conidia which arise from short sterigmata arranged radially over the Lactophenol Blue (1)

surface of the vesicle
ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document.

Lot Loy

Amanda Kuperus
\ Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last dig(s) of the ot number appearing on the product Eabel and packing slip are merely a packaging evant number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

Individual products are traZeabie 10 3 recognized culture
{11 These lests are accedited 1o ISO/IEC 17025,

TESTING CERT #2655.00
ATCC Ucersed \' {*) The ATCC Licensod Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative woerd mark anc the ATCC catalog miarks are trademarks of
\ Devivacive ) ATCC, Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and 10 sell products derived from ATCC® cultures.

t 1AL
GRT 224300

© 2012 Microbilogics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 58303 Page 101 DOC 286
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ANEXO 2. CERTIFICADO DE ANALISIS DE CEPA ASPERGILLUS NIGER
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e,
Mlcroblologlcs‘
Certificate dAndysis:lycphw Microorganism Specification and Performance Upon Release
SPECIFICATIONS; RELEASE INFORMATION:
Product Name: Aspergilius niger Quality Control Technologist: Tifany A Lewandowski
Catalog Number: D245 Release Date: 2024'04/08

Lot Number: 245-51*"

Reference Number: ATCC® 16888™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2026/02/28

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Flat, fuzzy, "salt and pepper" appearance on top surface. Reverse side has both  Nutrient
yellow and cream cclonies.
Microscopic Features: Method:
Chains of small conidia which arise from short sterigmata arranged radially over the Lactophenol Blue (1j
surface of the vesicle
ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

‘lemh/k/vfw

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the Jot number aspearing on the product label and packing siip are merely a packaging event number. The lot numbe- displayed
on this certificate is the aZtual base lot number.

mm mmnmbnwmm
(1) These tests are accredited 1o ISONEC 17025.

TESTING CERT 22655.01

ATCC Lic : (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
D‘,'.m"“,," ’ ATCC. Microbiologics, Inc. is icensed to use these trademarks and 10 sell products dertved from ATCC® cultures.

AT a3 .02

© 2012 Microbiologics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10of 1 DOC 236
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a. Muestra

3 kg de propoéleo de la Joya y de Vitor de la ciudad de Arequipa

b. Molienda

Proceso de molienda

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==2 . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE R eATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

c¢. Macerado

Proceso de maceracion y agitacion

d. Preparacion de agar

Preparacion del agar Sabouraud dextrosa para sembrado de las cepas
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e. Sembrado

Sembrado de las cepas

f. Preparacion del caldo
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Preparacion del caldo Sabouraud dextrosa para llenado de los tubos

g. Escala

La escala de McFarland
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h. Macrodilucion

Macrodilucion

Aspergillus flavus de Joya Aspergillus niger de Joya
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Aspergillus niger de Vitor

Resultado de cepas
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