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RESUMEN 

 

Los propóleos son mezclas de resinas recogidas por las abejas a partir de plantas, 

especialmente de flores y brotes de hojas y son llevadas a sus colmenas. Uno de los 

usos tradicionales de estos productos es para el tratamiento de ciertas infecciones; y 

dicha propiedad podría deberse a la composición química que presentan.  

 

La evaluación del efecto antimicrobiano de extractos de propóleos provenientes 

de Arequipa, Cusco y Tacna, se realizó en los laboratorios de la Universidad Católica 

de Santa María; para lo cual, se realizó un estudio preliminar de la actividad 

antimicrobiana de extractos de los propóleos con diferentes solventes (etanol, 

cloroformo y hexano), frente a Candida albicans, Escherichia Coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomona aeruginosa. Seguidamente, se realizó un análisis fitoquímico 

preliminar, de los extractos, mediante cromatografía en capa fina (CCF). El efecto 

antimicrobiano de los extractos se evaluó determinándose las concentraciones 

inhibitorias mínimas (CIM), concentraciones bactericidas o fungicidas mínimas (CBM 

o CFM) y la sensibilidad antimicrobiana de diferentes concentraciones de extracto de 

propóleos (50 – 250mg/mL). 

 

Los propóleos obtenidos de Arequipa, Cusco y Tacna, presentaron características 

propias de éstos productos (organolépticas, porcentaje de humedad, cenizas y grasas). 

El proceso de extracción con etanol, tuvo un mayor rendimiento (61% ± 0.63, 63% ± 

0.39 y 57% ± 0.05, para los propóleos de Arequipa, Cusco y Tacna, respectivamente). 

El análisis fitoquímico preliminar evidenció la presencia de 
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flavonoides, terpenos y taninos en los extractos etanólicos de los propóleos en 

estudio. Además, el estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de éstos 

extractos demostró la sensibilidad de Staphylococcus aureus y Candida albicans, así 

mismo, la resistencia de Escherichia Coli y Pseudomona aeruginosa. 

 

Por otro lado, las CIMs de los extractos etanólicos de propóleos de Arequipa, 

Cusco y Tacna, frente a Staphylococcus aureus, fueron 83.0±10.1; 64.8±5.1 y 

86.4±8.8mg/mL, respectivamente; mientras que las CBMs fueron 87.5±11.2; 68.2±6.5 

y 95.5±15.1mg/mL, para los extractos de propóleos en el mismo orden. 

 

Asimismo, Las CIMs de los extractos etanólicos de propóleos de Arequipa, Cusco 

y Tacna, frente a Candida albicans, fueron 92.0±8.4; 70.5±8.4 y 85.2±7.5mg/mL, 

respectivamente; mientras que las CFMs fueron 94.3±8.6; 89.8±7.5 y 

104.5±6.3mg/mL, para los extractos de propóleos en el mismo orden 

 

Finalmente, se observó que la sensibilidad antimicrobiana de los extractos 

etanólicos de propóleos estudiados frente a Staphylococcus aureus y Candida 

albicans, es dependiente de la concentración del extracto (p<0.05) en el rango de 50-

250mg/mL; además, el extracto de propóleos de Cusco presenta una mayor actividad 

antimicrobiana. 

 

Se concluye que los extractos etanólicos de propóleos provenientes de Arequipa, 

Cusco y Tacna, presentan una actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus 

y Candida albicans; además, no muestra actividad antimicrobiana alguna frente a 

Escherichia Coli y Pseudomona aeruginosa. 
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ABSTRACT 

 

Propolis are mixtures of resins collected by bees from plants, especially from 

flowers and leaf shoots and are carried to their hives. One of the traditional uses of 

these products is for the treatment of certain infections; and this property could be due 

to the chemical composition that they present. 

 

The evaluation of the antimicrobial effect of propolis extracts from Arequipa, 

Cusco and Tacna, was carried out in the Catholic University of Santa Maria 

laboratories; for which, a preliminary study of the antimicrobial activity of propolis 

extracts with different solvents (ethanol, chloroform and hexane) against Candida 

albicans, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus and Pseudomona aeruginosa was 

carried out. Subsequently, a preliminary phytochemical analysis of the extracts was 

performed by thin layer chromatography (TLC). The antimicrobial effect of the 

extracts was evaluated by determining minimum inhibitory concentrations (MICs), 

minimum bactericidal or fungicidal concentrations (CBM or CFM) and the 

antimicrobial sensitivity of different concentrations of propolis extract (50-

250mg/mL). 

 

The propolis obtained from Arequipa, Cusco and Tacna, presented specific 

properties of these products (organoleptic characteristics, percentage humidity, ashes 

and fats). The extraction process with ethanol had a higher yield (61% ± 0.63, 63% ± 

0.39 and 57% ± 0.05, for the propolis from Arequipa, Cusco and Tacna, respectively). 
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The preliminary phytochemical analysis evidenced the presence of flavonoids, 

terpenes and tannins in the ethanolic propolis extracts under study. In addition, the 

preliminary study of the antimicrobial activity of these extracts demonstrated the 

sensitivity of Staphylococcus aureus and Candida albicans, as well as, the resistance 

of Escherichia Coli and Pseudomona aeruginosa. 

 

On the other hand, the MICs of the ethanolic propolis extracts from Arequipa, 

Cusco and Tacna, compared to Staphylococcus aureus, were 83.0 ± 10.1; 64.8 ± 5.1 

and 86.4 ± 8.8 mg/mL, respectively; while the CBMs were 87.5 ± 11.2; 68.2 ± 6.5 and 

95.5 ± 15.1 mg / mL, for propolis extracts in the same order. 

 

Likewise, the CIMs of ethanolic extracts from Arequipa, Cusco and Tacna, against 

Candida albicans, were 92.0 ± 8.4; 70.5 ± 8.4 and 85.2 ± 7.5mg / mL, respectively; 

While CFMs were 94.3 ± 8.6; 89.8 ± 7.5 and 104.5 ± 6.3 mg / mL, for proplis extracts 

in the same order 

 

Finally, it was observed that the antimicrobial sensitivity of the ethanolic propolis 

extracts of studied against Staphylococcus aureus and Candida albicans, is dependent 

on the extract concentration (p <0.05) in the range of 50-250mg / mL; In addition, the 

propolis extract from Cusco presents a greater antimicrobial activity. 

 

It is concluded that the ethanolic propolis extracts from Arequipa, Cusco and 

Tacna, present antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Candida 

albicans; Furthermore, it shows no antimicrobial activity against E. coli and 

Pseudomona aeruginosa. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Debido al desarrollo y la comercialización en masa de los antibióticos, las 

bacterias patógenas y no patógenas han desarrollado resistencia a los antibióticos 

desde el siglo pasado. Debido a ello, su control debe ser priorizado ya que constituye 

una amenaza para todas las naciones, sin reparar en su territorio y situación 

económica.1 

 

Desde tiempos remotos es sabido que las plantas han sido utilizadas para una 

amplia variedad de propósitos y al hablar de medicina natural nos referimos  a aquellos 

recursos que son sintetizados de forma natural por organismos como las plantas, los 

animales, los microorganismos, o inclusive los recursos minerales con diferentes 

propiedades, pero que es sin duda el reino vegetal el que ofrece mayor variedad de 

sustancias potencialmente útiles en el tratamiento de enfermedades, incluidas las 

originadas por microorganismos y que a muchas de ellas se las considera como 

alternativa de prevención de enfermedades infecciosas. 

 

Así, los productos derivados de las plantas pueden representar una estrategia 

prometedora en muchas enfermedades 2. Productos que serán utilizadas como materia 

prima para la utilización de extractos o para el aislamiento de sustancias naturales 

puras, representando así una gran área en expansión.  

 

Además, en la actualidad se reconoce la importancia de origen natural, por que 

poseen innumerables características, con bajo costo y sus principios activos están 

biológicamente equilibrados evitando que se acumulen en el organismo, no 

presentando efectos secundarios o no advertidos.  

 

Al propóleos se le considera una mezcla de grandes potencialidades para el 

tratamiento de afecciones provocadas por diferentes microorganismos en seres 

humanos y animales atribuyéndole propiedades curativas. 3 Además, una de las 
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propiedades más importantes que son atribuidas al propóleos es su actividad 

antibacteriana, las cuales se le atribuyen fundamentalmente a los flavonoides. 

 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se describirá el flujo racional de 

trabajo sugerido en la búsqueda del efecto antimicrobiano del Extracto Etanólico del 

Propóleos “EEP” provenientes de los apiarios de tres regiones del Sur del País frente 

a Candida albicans, Escherichia coli, Staphilococcus aureus y Pseudomona 

aeruginosa y determinar la composición cualitativa de los tres extractos. 
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HIPÓTESIS 

 

Dado que en la medicina tradicional existen antecedentes del uso del própolis 

“PROPÓLEOS” en enfermedades infecciosas; es probable que el extracto etanólico de 

própolis “PROPÓLEOS” de los apiarios de las tres regiones (Arequipa, Cusco y 

Tacna) presenten in vitro, un efecto antifúngico sobre Candida albicans, y un efecto 

antimicrobiano frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona 

aeruginosa. 

 

 



XIII 

 

OBJETIVOS 

 

1. Evaluar y comparar la actividad antimicrobiana del extracto etanólico de 

propóleos, provenientes de tres regiones (Arequipa, Cusco y Tacna) frente a 

Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona 

aeruginosa. 

 

2. Obtener los extractos etanólicos, clorofórmicos y hexánicos de propóleos por 

el método de percolación. 

 

3. Realizar un análisis fitoquímico preliminar de los extractos etanólicos de 

propóleos, mediante cromatografía en capa fina. 

 

4. Determinar la concentración inhibitoria mínima (CIM) y la concentración 

bactericida o fungicida mínima (CBM o CFM), del extracto etanólico de 

propóleos frente a los microorganismos en estudio. 

 

5. Determinar la sensibilidad antimicrobiana de los extractos etanólicos de 

propóleos en diferentes concentraciones (50; 100; 150 y 250mg/mL), frente a 

los microrganismos en estudio. 

 

6. Comparar la actividad antimicrobiana de los extractos etanólicos de propóleos 

provenientes de Arequipa, Cusco y Tacna. 
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CAPÍTULO I 
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MARCO TEÓRICO 

 

1. Aspectos y generalidades de apicultura 

 

Etimológicamente, el término “Apicultura” proviene del latín “apis” (abeja) y 

“cultura” (cultivo), es decir, la ciencia que se dedica al cultivo o a la cría de abejas 

para aprovechar sus productos.4 

 

De acuerdo con la historia, en la era del mioceno hace 10 a 12 millones de años, 

mucho antes de la aparición del hombre, las abejas estaban extendidas en el planeta 

cuando no había separación entre desiertos y mares como lo es actualmente. En la 

prehistoria en el neolítico, el hombre ya recolectaba miel. Así en España en la gruta de 

la Araña en los montes de Valencia se encontró una pintura rupestre que data del 7000 

a.C. “Los fósiles atestiguan la existencia de insectos en el planeta en el Período 

Carbonífero de la era Paleozoica antes de la existencia del hombre. Las abejas, 

relativamente casi sin cambios han estado presentes por más de 50 millones de años. 

Por lo tanto no es una sorpresa que su contacto con el hombre sea prehistórico” 5 

 

La apicultura, comenzó cuando el hombre aprendió a proteger, cuidar y controlar 

el futuro de las colonias de abejas que encontró en árboles huecos o en otras partes. La 

evidencia de las primeras colmenas data del año 2500 a.C., su construcción dependía 

de los materiales que se encontraban a la mano en la zona y de las habilidades de los 

habitantes de las diferentes comunidades. Las colmenas primitivas cumplieron ciertas 

funciones necesarias: protegían a las abejas y sus panales del viento, la lluvia y de los 

calores y fríos extremos; sus piqueras eran suficientemente chicas para ser defendidas 

por las abejas; existía además alguna otra abertura para uso del apicultor cuando quería 

sacar la miel y la cera, que constituían su cosecha. Las maderas, corteza de árbol y 

barro, eran resistentes a la intemperie de por sí y las colmenas de paja y mimbre estaban 

generalmente protegidas por un techo adicional, empastándolas frecuentemente con 

barro o estiércol. La abeja melífera, pertenecía al Viejo Mundo a Europa, África y 

Asia. Antes del año 1500 no existían abejas melíferas en el Nuevo Mundo, en las 
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Américas, Australia y Nueva Zelanda. Pero, a diferencia del perro, la abeja melífera 

había acompañado al hombre prácticamente en todas sus migraciones más 

importantes, y colonizadores, en cada parte del Nuevo Mundo, trajeron con ellos sus 

colmenas de abejas. “La Apis mellífera es el más evolucionado de todos los insectos 

debido a su comportamiento social y a su alta especialización en sus funciones. Sin 

embargo, posiblemente la característica más saltante de este insecto sea que para 

realizar la polinización de plantas y la producción de diversos productos no necesita 

destruir absolutamente nada, a diferencia de todos los otros insectos benéficos que 

requieren un gasto en el ecosistema.” 6 

 

1.1. Apicultura en Perú 

 

La apicultura en el Perú es una de las actividades económicas agropecuarias 

realizada mayormente por pequeños productores, distribuidos en todas las regiones 

del país (costa, sierra y selva) y en donde se ha ido extendiendo en casi todos los 

lugares donde habita el ser humano. En nuestro país la Apicultura es una actividad 

que ha ido avanzando progresivamente en búsqueda de alternativas y oportunidades 

para agregar valor a la cadena agroalimentaria. Con un gran potencial en la 

producción de miel, nuestro país desarrolla una promisoria actividad apícola. La 

variedad de climas, la vasta y diversa naturaleza libre de contaminación proveniente 

de residuos industriales y tratamientos con pesticidas, permiten la abundante 

cosecha de variadas mieles de alta calidad. Pero no sólo la producción de miel es la 

que otorga a esta actividad un merecido reconocimiento de calidad, existe una 

diversificación de productos orientada a incorporar opciones que brindan un 

beneficio económico adicional en el mercado, entre ellos la jalea real, la cera de 

abejas, el polen y el propóleos.  

 

El propóleos nacional puede constituir una oportunidad interesante de 

aprovechamiento de nuestros recursos naturales para acceder a mercados exigentes 

en donde países como Argentina y Brasil ya ocupan un lugar de liderazgo. En 

nuestro país, la producción y venta de propóleos se realiza a pequeña escala todavía. 

El número total de apicultores está estimado en un rango entre 10,000 y 12,000. La 
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mayoría de ellos son apicultores amateurs con una docena de colmenas. Solamente 

la mitad de ellos posee un conocimiento técnico acerca de las abejas. Los 

apicultores profesionales representan menos del 5%.7 

 

Las principales formas de comercialización son propóleos en bruto y 

productos con agregados de propóleos tales como caramelos, tintura de propóleos, 

esencia de propóleos, etc. Con respecto a la calidad, algunas características que le 

otorgan un valor agregado al propóleos peruano constituyen la altura de la zona de 

recolección y la escasa o nula contaminación de la región.7 

 

Uno de los problemas que presenta el propóleos, está en su recolección, ya 

que se puede dar en muy poca cantidad. Existen dos procesos que son capaces de 

forzar a las abejas para que elaboren más propóleos: el primero que consiste en 

desprender el Própolis de aquellas zonas donde se encuentra adherido mediante una 

espátula; y otra que consiste en colocar sobre los cuadros de la colmena una lámina 

metálica perforada que rápidamente será propolizada por las abejas.8 

 

1.2. Tratamiento, producción y exportación 

 

La producción y exportación de miel es una actividad económica importante 

en el Perú, sirviendo como una fuente de ingresos adicionales para los campesinos. 

Actualmente la apicultura tiene únicamente a la miel como producto primario y solo 

un grupo reducido de apicultores (menos del 10%) cosechan polen o jalea Real y 

ninguno de estos colectan propóleos, a pesar de la posibilidad de aprovechar estos 

productos con alto potencial económico.9 

 

El propóleos que recolectan las abejas en el Perú, no está siendo aprovechado, 

ya que no existen técnicas descritas sobre su recolección, tratamiento, 

procesamiento y almacenaje; además de un estudio que indique su calidad. Para 

establecer estándares de calidad adecuados es necesario cuantificar algún 

compuesto químico que permita su comparación con diferentes tipos de propóleos. 
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El problema que presenta su estudio y comparación, es que cada tipo de propóleos 

varía de acuerdo a su ubicación geográfica.9 

 

1.3. Productos derivados de la colmena  

 

La utilización de los productos de las colmenas, por el ser humano data desde 

hace más de 10 mil años en una pintura rupestre que se encuentra en Valencia 

España en La Cueva de la Araña, donde se distinguen a dos hombres cosechando 

un enjambre. Los productos que se obtienen a través de la práctica de la apicultura 

se pueden clasificar en directos e indirectos: Directos: Miel, cera, polen, jalea real, 

propóleos, enjambres y subproductos, en su mayoría derivados de la miel, vino de 

miel, hidromiel, vinagre de miel y licores. Indirectos: consiste en la polinización 

que llevan a cabo las obreras de una multitud de flores y plantas que solamente se 

polinizan y producen frutos y semillas con intervención de los insectos, entre los 

cuales se incluye en primer lugar la abeja doméstica “Apis mellífera”.10 

 

2. Propóleos 

 

2.1. Historia   

 

Hace 600 años a.C. los egipcios observaron en el propóleos la capacidad de 

evitar la descomposición de los cadáveres, utilizándolo en la técnica de 

embalsamar. A principios de siglo, la medicina reconoció “oficialmente” en el 

propóleos propiedades terapéuticas. 

 

Esta sustancia, elaborada por las abejas, es conocida por el hombre desde 

tiempos remotos. Así, la utilizaban los sacerdotes del antiguo Egipto y más tarde 

los griegos, a quienes les debemos el nombre “Propóleos” donde “pro” significa 

“delante de” y “polis” significa “ciudad”. Aristóteles ya habla de ella en su historia 

de animales, y la considera como “remedio para las infecciones de la piel, llagas y 

supuraciones” Incluso aparece citado en el Corán y se tiene constancia de que los 

incas lo utilizaban cuando se presentaba un cuadro de infecciones febriles.11 
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Galeno, en el siglo II, menciona el propóleos en sus trabajos, y el famoso 

médico y filósofo persa Avicena, en el siglo XI, dice del propóleos “Tiene la 

cualidad de eliminar las puntas de flechas y las espinas, vivifica, limpia fácilmente 

y ablanda fuertemente”. 

 

Su máximo empleo se dio durante la guerra de los Boers, en África del Sur, 

alrededor de 1900, en el tratamiento de heridas infectadas y como sustancia 

cicatrizante. Los cirujanos ingleses comprobaron la acción cicatrizante del 

propóleos y atribuyeron a ello la baja mortandad por gangrena 

 

El estudio científico del propóleos se inició en la década del 60 en los países 

de Europa del Este. 

 

Centros de referencia internacional mediante sofisticados métodos analíticos, 

develaron la compleja composición del propóleos 12 13, describiéndose más de 100 

componentes que actúan en sinergismo. Los más importantes son polifenoles, entre 

los que se destacan los flavonoides, siendo su actividad antibacteriana una de las 

más importantes.14,15 

 

Su utilización se ha mantenido durante siglos, hasta llegar a nuestros días, en 

que cada vez se realizan más investigaciones sobre preparados a base de propóleos 

dentro del ámbito de ciencias de la salud 

 

2.2. Definición 

 

Se da el nombre de propóleos, a una mezcla de cantidades variadas de resinas, 

recogidas por la abeja de las plantas, particularmente de las flores y de los brotes de 

la hoja. Deriva del Griego “Própolis” que significa pro (en defensa de) y polis (la 

ciudad) “defensa o defensor de la ciudad”, entendida esta como sinónimo “para la 

defensa de la colmena” da la idea de un compuesto muy importante para las abejas, 

cumpliendo así funciones defensivas y balsámicas.16 

 



6 

 

Tabla N°  1 Clasificación taxonómica de Apis mellifera.9 

TAXONOMÍA 

 Reino: animalia 

 Filo: arthropoda 

 Clase: insecta 

 Orden: hymenoptera 

 Sub orden: apocrita 

 Superfamilia: apoidea 

 Familia: apidae 

 Subfamilia: apinae 

 Género: apis 

 Especie: A. mellifera 

 

Abeja Europea, conocida como abeja doméstica o melífera lleva el nombre 

científico de Apis mellifera, es la especie de abeja con mayor distribución en el 

mundo, originaria de Europa, África y Asia, fue introducida en América y Oceanía. 

 

Las Apis melliferas son la especie de abejas que recoge el propóleos, 

consideradas como abejas de miel y son oportunistas. 16 

 

Estas abejas raspan las resinas protectoras de los brotes de la flor y de la hoja 

con sus mandíbulas y después las llevan a la colmena en sus piernas traseras, es 

probable que en el proceso de recoger y morder las resinas, se mezclen con un poco 

de saliva y otras secreciones de las abejas así como con la cera. 16 

 

La forma como estos insectos trasladan estos restos resinosos es tomándolo 

con sus mandíbulas y es con la ayuda del primer par de patas que se lleva la 

sustancia hasta sus glándulas mandibulares donde secretan el ácido 10-

dihidroxidecenoico haciendo que el propóleos se ablande para triturarlo  y 

transportarlo a las celdillas de polen, cuando la abeja llega a la colmena, las abejas 

propolizadoras le ayudan a descargar el propóleos y a continuación toman algunas 

partículas de la sustancia, la comprimen y le agregan cera para proceder al 

propolizado.11 

Así, el propóleos es utilizado por las obreras entre otros, para recubrir las 

celdas de los panales antes de la puesta de huevos por parte de la reina, con vistas 
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a una desinfección de la zona, quizás el uso más importante de todos es mezclar 

cantidades pequeñas de propóleos con la cera para fijar los huevos de la reina. Estas 

aplicaciones son significativas porque se aprovechan los efectos antimicrobianos 

del propóleos en la protección de la colonia contra enfermedades. Además, el uso 

del propóleos reduce la probabilidad de la infección de la cría y el crecimiento de 

bacterias en la descomposición de tejido de animales muertos. 16 

 

2.3. Características 

 

Se sabe que muchos apicultores están enfocados a la producción de miel, pero 

también existen algunos que se han preocupado por la recolección de otros 

productos de colmena, entre ellos, el Propóleos. Resina, de composición compleja, 

consistencia viscosa, compuesta de cera y exudados resinosos, extraídas de ramas, 

hojas, yemas de los árboles y utilizada en la construcción, reparación, aislamiento 

y protección de su colmena.17 

 

El  propóleos de la especie Apis mellifera es reconocida por las propiedades 

biológicas que pose, como: desinfectante, antibacteriano, antifúngico, antioxidante, 

antiinflamatoria, antiséptico, anestésico, cicatrizante, regeneradoras de tejidos, 

entre otras, y por todas estas propiedades, el Propóleos tiene asombrosas 

aplicaciones en dermatología, producto indicado para tratar heridas, quemaduras, 

incluso el acné; y siendo así es un componente muy utilizado en la estética (cremas 

desmaquilladoras, preparados antiarrugas, leches corporales), empleado como 

regulador del apetito, a la vez como hepatoprotector; y que es sin duda un potente 

agente antigripal.17 

 

Además, como un pequeño dato cabe a señalar, que es utilizado desde tiempos 

remotos en la industria de la madera, como laca para muebles e instrumentos 

musicales de cuerda ya que la resistencia de la laca del propóleos es tan elevada que 

hace que la superficie de madera sea impermeabilizante (resista incluso al contacto 

con agua hirviendo).8 
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Dentro de las características naturales del propóleos se sabe que varía de 

colmena a colmena, de distrito a distrito, y desde una estación a otra. Por lo general, 

tenemos una variedad de colores que van desde un marrón oscuro, pero se puede 

encontrar en tonos verdes, rojos, negros y blancos, dependiendo de su origen botánico 

y edad; tiene un sabor acre, frecuentemente amargo,  de olor agradable y dulce, de 

forma que cuando se quema, se exhala una fragancia de resinas aromáticas.18 

 

En cuanto al papel biológico de la resina de los árboles, es sellar 

herméticamente su colmena, defenderse contra las bacterias, hongos e insectos, 

impedir cualquier tipo de infección, siendo lo más importante, embalsamar a los seres 

vivientes que han sido asesinados por las abejas después de una invasión de la colmena, 

evitando así la descomposición de estos.8 

 

El propóleos, que es un material lipófilo, duro y quebradizo; al estar a una 

temperatura menor a 15°C cuando es congelado o cercano a la congelación el 

propóleos es duro y frágil; al estar a una temperatura entre 25°C a 45°C, el propóleos 

llega a ser una sustancia suave, flexible y muy pegajosa; pasando los 45°C  se volverá 

más pegajoso y gomoso; la mayoría de propóleos se vuelven líquidos a 60°C o 70°C, 

pero para algunas muestras de propóleos el punto de fusión puede ser tan alto como de 

100°C.16 

Los solventes más comunes usados para las extracciónes comerciales son éter, 

etanol (alcohol etílico), glicol y agua. Para el análisis químico una gran variedad de 

solventes se puede utilizar para extraer varias fracciones. Muchos de los componentes 

bactericidas son solubles en agua o alcohol.16 

 

2.4. Composición 

 

En un análisis de propóleos en Inglaterra, 150 compuestos fueron 

identificados en una sola muestra, pero actualmente se han identificado más de 180 

compuestos aislados entre distintas muestras de propóleos, con cada nuevo análisis 

se encuentran nuevos compuestos, estas resinas son recogidas de una gran variedad 

de árboles y de arbustos, de cada región y colonia de abejas, que da lugar a la gran 

variación de color, olor y composición. 16 
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Los constituyentes que forman a los propóleos son muy heterogéneos y 

dependerán de las diversas sustancias exudadas por las especies vegetales que las 

abejas visitan. Dichos compuestos no son indispensables para la vida de la planta y 

se les conoce como metabolitos secundarios 17,19.  

 

Algunos autores describen al propóleos como una mezcla de composición 

química compleja que contiene bálsamos, aceites etéreos, polen, vitaminas, algunos 

minerales y proteínas, sustancias que le confieren una variedad de propiedades 

biológicas de gran interés para fines terapéuticos.20 

 

Una lista de las clases principales de productos químicos en propóleos se da 

con referencias a algunas revisiones recientes y análisis de diversos países. Los 

compuestos principales son integrados por los flavonoides y ácidos fenólicos o sus 

esteres, que a menudo forman más del 50% de todos los componentes. 

 

Una lista de las principales clases de productos químicos en propóleos se da 

con referencias a algunas revisiones recientes (Tabla N°  2) en donde se han aislado 

más de 180 compuestos, siendo como sus principales componentes resinas y 

bálsamos que contienen flavonoides y ácidos fenólicos o sus ésteres. Además, 

contienen pequeñas cantidades de terpenos, taninos, restos de la secreción de las 

glándulas salivares de las abejas y posibles contaminantes. Los compuestos activos 

son los flavonoides que incluyen flavonas, flavonoles, flavononas y 

flavononoles.16,21 
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Tabla N°  2 Composición, porcentaje y características del Propóleos.22 

COMPOSICIÓN PORCENTAJE 

COMPUESTOS, 

CARACTERISTICAS Y 

OBSERVACIONES 

 

RESINAS 

 

45% - 55% 
Flavonoides, ácidos fenólicos y esteres. 

 

CERAS 

 

7.55% - 35% 

Mayoría cera de abeja, también de 

origen vegetal. 

ACEITES ESENCIALES 5% - 10% Volátiles 

 

ÁCIDOS GRASOS 

 

5% 

La mayoría proceden de la cera y el resto 

dependen del origen botánico. 

 

PÓLEN 

 

5% 

Proteínas del polen y aminoácidos libres. 

Predominan arginina y prolina. 

OTROS COMPUESTOS 

ORGÁNICOS Y 

MINERALES 

5% 

14 oligoelementos Fe y Zn son los más 

abundantes, otros: Au, Ag, Cs, Hg, K, 

Sb. Cetonas. Lactonas. Quinonas. 

Esteroides. Ácido benzoico y ésteres. 

Vitaminas: B1, B2, B3, B6. 

Pequeñas cantidades  procedentes 

principalmente del polen, azúcares. 

 

2.5. Propiedades farmacológicas 

 

Los propóleos poseen un amplio espectro de actividades biológicas tales 

como antimicrobiana, antifúngica, antiviral, antioxidante, antiproliferativa, entre 

otras. Existe en la literatura gran cantidad de datos publicados acerca de todas estas 

actividades biológicas, los cuales se basan en evaluar los efectos tanto de extractos 

como de compuestos aislados e identificándose propóleos de diferentes partes del 

mundo. 

 

Los principales responsables de la actividad antimicrobiana son los 

flavonoides galangina y pinocembrina y los derivados de los ácidos benzoicos, 

ferúlico y cafeico.23 
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Figura N° 1 Principales componentes químicos responsables de la actividad 

antimicrobiana, flavonoides.24 
 

Tabla N°  3 Ejemplo de diferentes clases de flavonoides naturales.24 

NOMBRE 

TRIVIAL 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 

Galangina H H OH H OH H 

Pinocembrina H H OH H OH H 

 

 

Figura N° 2 Principales componentes químicos responsables de la actividad 

antimicrobiana, derivados de los ácidos benzoicos.24 

 

Tabla N°  4 Ejemplo de diferentes clases de flavonoides naturales.24 

NOMBRE 

TRIVIAL 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 

Ácido Ferúlico H H OCH3 OH H H 

Ácido Cafeico H H OH OH H H 

 

El efecto antimicrobiano actúa sobre los gérmenes Gram positivos como el 

Estafilococo dorado, Estreptococo beta hemolítico y algunos Gram negativos como 

Piocianico y Proteus.25 Estos resultados se presentan en la obra de Kujumgiev et al 

FLAVONOLES                                                              FLAVANONA

S 

ACIDO FERULICO                                               
ACIDO CAFEICO 
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(1999), donde expone muestras de propóleos de diferentes regiones geográficas 

(zonas tropicales y templadas) contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. 

Todas las muestras presentaban una actividad antimicrobiana significativa frente a 

Staphylococcus aureus y, sin embargo, ninguna era activa contra Escherichia coli23. 

 

Dentro de otros estudios de la capacidad antibacteriana del propóleos se 

demostraba la acción antibacteriana del propóleos de origen brasileño mediante el 

Staphylococcus aureus meticilino resistente, donde Yamamoto establece que el 

componente responsable de esta acción antibacteriana es un derivado de ácido 

cinámico que posee una potencia entre 100 y 400 veces mayor que los demás 

compuestos26. 

 

En otro estudio en un Instituto de Investigación evaluaron la capacidad 

antimicrobiana de varios propóleos ante el Helicobacter pilori, donde una muestra 

de propóleos Argentinos demostró su capacidad de actuación frente a esta bacteria. 

Ya en los años 90 el Departamento de Bioquímica de la Universidad de Oxford, 

publica un estudio donde se informa que el ácido cinámico y algunos flavonoides 

son los causantes de desactivar la energía de la membrana citoplasmática, 

inhibiendo así la motilidad bacteriana y, haciéndola más vulnerable al ataque del 

sistema inmunológico y potenciando los antibióticos26. 

 

La actividad antifúngica del propóleos se asoció también a la presencia de 

flavonoides, se considera al propóleos como el producto de las abejas con mayor 

actividad antifúngica según pruebas realizadas con 40 cepas de levaduras de 

Candidas donde se inhibió su crecimiento. La cepa más sensible fue la Rhosotorula 

spp y la más resistente fue la Candida albicans23. 

 

3. Extracción 

 

Extracción, como el término se utiliza farmacéuticamente, implica la separación 

de partes activas medicinalmente de tejidos vegetales o animales de los componentes 

inactivos o inertes mediante el uso de disolventes selectivos. Los productos así 
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obtenidos a partir de plantas son relativamente líquidos impuros, semisólidos o polvos 

destinados sólo para uso oral o externa. Estos incluyen clases de preparaciones 

llamadas decocciones, infusiones, fluido extractos, tinturas, pilular (semisólida) 

extractos y extractos en polvo. Tales preparaciones han sido llamadas popularmente la 

galénica, el nombre de Galeno, el segundo siglo médico griego. 

 

Los efectos de los procedimientos de extracción estandarizados para el crudo de 

los medicamentos son para alcanzar la porción terapéuticamente deseada y para 

eliminar el material inerte con el tratamiento de un disolvente. El extracto obtenido de 

este modo puede estar listo para su uso como un agente medicinal en forma de tinturas 

y extractos, que puede procesarse adicionalmente para ser incorporado en cualquier 

forma de dosificación tal como comprimidos o cápsulas, o puede ser fraccionado para 

aislar entidades químicas individuales. 

 

3.1. Tipos de extractos 

 

Los extractos son preparados, concentrados de consistencia sólida, liquida o 

intermedia, derivados generalmente de material vegetal desecado, se obtienen al 

evaporar parcial o totalmente el disolvente en los líquidos extractivos de origen 

vegetal. Los extractos según su consistencia y concentración de principio activo se 

clasifican en: extractos fluidos, secos, blandos y los crio extractos. 

 

3.1.1. Extractos secos 

 

Los extractos secos son aquellos que tienen una consistencia seca y son 

fácilmente pulverizables, se obtienen por evaporación del disolvente y desecación 

del residuo. Los extractos secos no deben presentar un contenido de humedad 

mayor del 5% (Voigt, 1982). Presentan una concentración muy superior de 

principio activo que la droga original, son preparados bastante estables (aunque en 

ocasiones resultan higroscópicos) y de fácil manipulación; como liquido extractor 

se utiliza alcohol de diversa concentración y agua 9. 
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3.2. Métodos de extracción 

 

Deben de obedecer a la información de la naturaleza química de las sustancias 

presentes en la muestra a analizar y al propósito de la investigación. Frecuentemente 

se usa la extracción con solventes orgánicos de bajo punto de ebullición (alcohol, 

acetato de etilo) y de baja reactividad. Algunas veces conveniente desengrasar el 

material con éter de petróleo o hexano. El alcohol es generalmente eficaz para 

recuperar la mayoría de los metabolitos secundarios. Los extractos son evaporados 

bajo presión reducida o liofilizados, en el caso de extracción con agua 27. 

 

Los métodos de extracción se basan en las diferentes solubilidades de los 

diversos compuestos encontrados en la muestra a analizar, así, para sustancias de 

baja polaridad (lípidos) se utilizan solventes como éter de petróleo y cloroformo; 

para sustancias de mediana y alta polaridad el acetato de etilo, etanol y la acetona27. 

 

En el siguiente esquema podemos observar los diferentes métodos de 

extracción: 

 

 

Esquema N° 1 Clasificación de Métodos de Extracción.28 
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3.2.1. Percolación 

 

Es un procedimiento que se realiza a temperatura ambiente. La muestra 

se coloca en una columna y está en contacto permanente con el disolvente que 

gotea por la parte superior de la columna, atraviesa toda la zona donde se 

encuentra la droga con los principios activos, los va extrayendo y, por la parte 

inferior, se recogen los líquidos extractivos que contienen los principios 

activos. La percolación puede llegar a conseguir extracciones prácticamente 

completas de la droga pero con un elevado consumo de disolvente 28. En este 

método el menstruo (generalmente mezcla hidroalcoholica) atraviesa la masa 

de droga pulverizada siempre en un solo sentido, alcanzando concentraciones 

crecientes de tal modo que el equilibrio entre el solvente dentro o fuera del 

marco nunca se alcanza, por lo que la droga bañada siempre por nuevas 

proporciones de menstruo acaba por ceder todos sus componentes solubles de 

manera progresiva (Selles, 1992) 29. 

 

Este tipo de extracción se realiza en recipientes (percoladores) 

cilíndricos o cónicos que poseen dispositivos de carga y descarga, lográndose 

una extracción total de los principios activos (prácticamente se obtiene hasta el 

95% de sustancias extraíbles); se debe tomar en cuenta que el tiempo en el que 

la droga y el líquido extractivo (cantidad de disolvente), son dos factores 

decisivos dentro de la percolación. Cabe recalcar que previo a la extracción es 

necesario humectar la droga con el disolvente, permitiendo su esponjamiento 

con el fin de facilitar la entrada del menstruo en las membranas celulares 

durante la percolación 29 

 

4. Cromatografía 

 

La cromatografía (del griego chroma = color, graphos = escritura) es un proceso 

fisicoquímico, se refiere a los procedimientos utilizados para separar y caracterizar 

sustancias sobre la base de su tamaño, carga iónica o solubilidad en determinados 

solventes. Separa componentes de una mezcla en movimiento por adsorción o 

separación diferencial de estos componentes sobre una superficie estacionaria o 

inmóvil.30 
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ADSORCIÓN: Es el depósito y retención selectiva de sustancias sobre la 

superficie de sólidos finamente divididos por efecto de fuerzas fisicoquímicas. 

 

4.1. Principios de la cromatografía 

 

La cromatografía es esencialmente un método físico de separación, en los que 

los componentes a separar constan de dos fases: la móvil y la estacionaria. La 

primera contiene y transporta a la muestra que se va a analizar a través de la fase 

estacionaria. La segunda mantiene las condiciones necesarias para separar diversas 

sustancias (analitos) contenidas en la muestra estudiada.30 

 

El proceso cromatográfico se da como resultado de repetidos procesos de 

sorción-desorción durante el movimiento de los componentes de la mezcla 

arrastrados por la fase móvil a lo largo del lecho estacionario (elución), 

produciéndose la separación debido a las diferencias en las constantes de 

distribución de los componentes de la mezcla entre la fase estacionaria y la móvil. 

A la distribución final de los componentes en función de su posición sobre el lecho 

estacionario, o del tiempo en que eluyen se le denomina cromatograma. Éste, es el 

grafico de los picos de elución producidos por cada analito presente en la muestra. 

Los tiempos de retención se usan para identificar analitos específicos de manera 

definitiva mediante la inclusión de controles y estándares fiables. La altura de cada 

pico puede usarse para determinar la cantidad de analito presente en cada muestra.30 

 

Prácticamente no existen restricciones sobre la naturaleza de las fases a 

utilizar, la fase móvil puede ser gaseosa o liquida. La fase estacionaria también 

puede ser liquida o sólida y suele estar contenida dentro de algún diseño de 

columna, por lo que es posible, en principio, realizar por medio de estas técnicas la 

separación de los componentes de cualquier mezcla. Por otra parte, la utilización de 

las técnicas cromatográficas no está exenta de dificultades, debido 

fundamentalmente a la gran cantidad de parámetros que pueden influir en el proceso 

de separación, lo cual dificulta la elección de las condiciones óptimas de separación 

y en muchas ocasiones implica la irreproducibilidad de los resultados. Por ello la 
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cromatografía no es una técnica de rutina que pueda aplicarse sin más a cualquier 

mezcla, sin invertir en muchos casos gran cantidad de esfuerzo y tiempo. 

 

4.2. Cromatografía en capa fina (TLC) 

 

Los métodos de Cromatografía de Capa Fina son importantes y vigentes, 

porque se separan e identifican simultáneamente. Los componentes de la mezcla 

ascienden más o menos según su polaridad, los menos polares asciendes en primer 

lugar y los disolventes más polares avanzan menos. El grado de afinidad depende 

de la estructura química de las sustancias a separar y de las fases. La afinidad se 

produce por la posibilidad de establecer enlaces químicos: puentes de Hidrógeno, 

fuerzas de Van Der Waals, interacciones dipolo-dipolo, enlaces iónicos, etc.  

 

Se emplea una cuba cromatográfica; usando láminas de aluminio con sílica-

gel los cuales son cortadas en un tamaño de 3 por 10 cm. Se traza una línea de 1 cm 

del borde de la placa con un lápiz para hacer aplicaciones de muestras y estándares 

en forma de punto o barra. Las aplicaciones deben realizarse en carriles de 1 cm de 

ancho y debe quedar espacios de 1 cm entre aplicaciones. Las aplicaciones se 

realizarán a 1 cm del borde inferior de la placa, el cual es el punto de origen y se 

aplica el sembrado con capilares 31,32. 

 

Figura N° 3 Separación de una muestra en Cromatografía en Capa Fina33 
 

4.2.1. Factor de retención (Rf) 

 

Es un número que permite identificar sustancias, considerando las 

distancias recorridas en un cromatograma y con un método cromatográfico 

dado.  Cada sustancia tiene un RF único y específico, por medio del cual se los 

identifica.9 
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5. Descripción de los microorganismos en estudio  

 

5.1. Staphilococcus aureus 

 

Tabla N°  5 Clasificación científica de Staphylococcus aureus.34 

NOMBRE 

BINOMIAL 
Staphylococcus aureus 

CLASIFICACION 

CIENTIFICA 

 Reino: Bacteria 

 Filo: Fimicutes 

 Clase: Bacilli 

 Orden: Bacillales 

 Familia: Staphylococcaceae 

 Género: Staphylococcus 

 Especie: Staphylococcus 

aureus 

 

5.1.1. Generalidades   

 

El nombre del género procede del griego staphylé, que significa “en 

racimo de uvas”. Las bacterias del genero Staphylococcus son cocos (bacterias 

de forma esférica) grampositivas, de 0.5 a 1.5 μm de diámetro, que se agrupan 

de forma irregular. Muchas veces, pero no siempre, presentan un pigmento de 

color amarillo dorado (de ahí el nombre de Staphylococcus aureus o 

Estafilococo dorado) sus colonias presentan una consistencia cremosa, casi 

todas ellas pueden producir hemolisis beta o no ser hemolitico, son bacterias 

muy resistentes al calor y la desecación que pueden crecer en medios con 

elevada salinidad (7.5% de ClNa) 30. 

 

En humanos forma parte de la flora normal de la piel, de la nasofaringe 

y del sistema gastrointestinal (20 – 50% de portadores), también en los 

animales 12. 
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Figura N° 4 Tinción de Gram. Agrupación característica en “racimo de uvas” del 

genero Staphylococcus34 

 

En el siguiente cuadro se muestran las características de Staphylococcus 

aureus. 

 

Tabla N°  6 Características generales de Staphylococcus aureus.34 

CARACTERISTICAS 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 Bacterias esféricas (cocos) 

 Grampositivas 

 Agrupación típica en racimos 

 Catalasa positivo 

 Anaerobios facultativos 

 Inmóviles 

 No esporulados 

 Crecimiento rápido (18 a 24 hrs) 

 Resistente a condiciones ambientales 

adversas 

 

5.1.2. Cultivo y aislamiento  

 

Su crecimiento es muy bueno en medios de cultivos no selectivos como 

agar sangre, agar chocolate o agar infusión cerebro corazón. En caso contrario 

al trabajar con muestras clínicas en donde podríamos encontrar bacterias 

Gramnegativas, será necesario incluir un medio selectivo. 

El medio más utilizado para el aislamiento de Staphylococcus aureus 

es Manitol salado (medio de chapman), que por su elevado contenido en sal 

inhibe el crecimiento de la mayoría de las bacterias Gramnegativas. 
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5.1.3. Pruebas de identificación 

 

El género Staphylococcus incluye 42 especies diferentes, 

encontrándose ampliamente distribuidos en el ambiente, en humanos y en 

animales. En humanos forma parte de la flora normal de la piel, nasofaringe y 

del sistema gastrointestinal. 

 

Pruebas de identificación 

 Prueba de la Catalasa: Positivo 

 Prueba de la Coagulasa: Positivo  

 Fermentación del Manitol: Positivo 

 Prueba de Oxidación Fermentación  de Hugh-Leifson: Positivo 

 

Una vez aislado Staphylococcus aureus, la identificación puede 

realizarse mediante unas pocas pruebas bioquímicas. Para la detección de 

generos, Staphylococcus aureus es catalasa positivo, diferenciando con esta 

prueba bioquímica de los otros generos de Streptococcus y Enterococcus 

(catalasa negativo). 

 

Tabla N°  7 Características bioquímicas que permiten diferenciar Staphylococcus 

aureus de las principales especies patógenas de Staphylococcus, coagulasa 

negativa.34 

Propiedad S. Aureus S. Epidermidis S. Saprophyticus 

Colonias pigmentadas + - - 

Producción de coagulasa + - - 

Proteína A + - - 

Producción de ADNsa + -/v* - 

Fermentación de manitol + -/v - 

Sensibilidad a novobiociona - - + 

V*= Variable. Varias cepas de S. epidemidis presentan una débil actividad ADNasa y 

pueden fermentar manitol. 

 

5.1.4.  Patogenicidad 

 

Aproximadamente un 40% de los adultos son portadores nasales de este 

microorganismo y un 10% de las mujeres lo llevan en la vagina.  Entre las 
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manifestaciones clínicas causadas por Staphylococcus aureus, las más 

habituales son las lesiones superficiales de la piel (forunculos, urzuelos) y 

abscesos localizados en otros sitios. Este microorganismo es también 

responsable de procesos más serios, causa infecciones profundamente 

arraigadas como, la osteomielitis, endocarditis, meningitis e infecciones 

cutáneas más graves que se pueden originar por la entrada del microorganismo 

si existe una herida en la piel, lo que permite su diseminación hacia otros 

órganos. Es la mayor causa de la infección de las heridas quirúrgicas en el 

Hospital (nosocomiales)18 

 

5.1.5. Tratamiento   

 

Las cepas de Staphylococcus aureus no productoras de β-lactamasa son 

sensibles a la penicilina G y a otros compuestos β-lactámicos. Las cepas 

resistentes a la penicilinas G, productoras de β-lactamasas, son sensibles a 

penicilinas β-lactamasa-resistentes, a cefalosporinas y a la Vancomicina. 

 

Un problema muy importante, a nivel clínico y epidemiológico, lo 

constituyen las cepas resistentes a la meticilina (MRSA), cuya resistencia a 

compuestos β-lactámicos no depende de la producción de β-lactamasas. La 

mayor parte de estas cepas son resistentes a un gran número de antibióticos 

pero algunas son  sensibles a la Vancomicina13,16 

 

5.2. Escherichia coli 

 

Tabla N°  8 Clasificación científica de Escherichia coli.35 

NOMBRE BINOMIAL Escherichia coli 

CLASIFICACIÓN 

CIENTÍFICA 

 Dominio: Bacteria 

 Filo: Proteobacteria 

 Clase: Gammaproteobacteria 

 Orden: Enterobacteriales 

 Familia: Enterobacteriaceae 

 Género: Escherichia 

 Especie: Escherichia Coli 
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5.2.1. Generalidades   

 

Bacilo Gramnegativo, móvil. No delicado, anaerobio facultativo de la 

familia Enterobacteriaceae, tolera la bilis, capaz de crecer a 44°C. Esta bacteria 

coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le 

considera un microorganismo de flora normal, pero existen cepas que son 

patógenas y causan daño produciendo diferentes cuadros clínicos13 

 

 

Figura N° 5 Escherichia coli en agar MacConkey35 
 

Tabla N°  9 Características generales de Escherichia coli.30 

Género: Escherichia coli 

 Gramnegativo 

 Anaerobio facultativo 

 Bacilo corto (extremos redondeados) 

 Presenta movilidad 

 Colonias redondas, convexas, lisas con bordes 

definidos 

 Crecimiento a 45°C 

 No forman esporas 

 Cadena de ADN 

 

5.2.2. Cultivo y aislamiento 

 

La mayoria  de los microorganismos de la familia enterobacteriaceae 

crecen bien en los  medios de cultivo como agar chocolate,  agar sangre y agar 



23 

 

Mac Conkey. Y como medios selectivos de cultivos se suele usar agar Hektoen 

enterico.35 

 

Algunas cepas pueden producir hemólisis en agar sangre la 

identificación completa se basa en reacciones bioquímicas19. 

 

5.2.3. Pruebas de identificación 

 

Una vez aislado Escherichia coli crece con facilidad en medios 

rutinarios y en medios diferenciales, la identificación puede realizarse 

mediante unas pocas pruebas bioquímicas.35 

 

Tabla N°  10 Caracteristicas bioquimicas de Escherichia coli.36 

PRUEBA REACCIÓN 

Movilidad + (casi siempre) 

Indol + 

Manitol  + 

Rojo de metilo + 

Voges proskauer - 

Citrato de Simons - 

SH2 - 

Lisina + 

Urea - 

Fermentación de glucosa + 

Fermentación de lactosa  + 

 

5.2.4. Patogenicidad 

 

La transmisión es por vía fecal-oral. Infección del tracto urinario, 

infección de herida postoperatoria, enfermedades diarreicas, meningitis 

neonatal y septicemia37. 
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5.2.5. Tratamiento 

 

Para las infecciones urinarias como cistitis o bacteriemia asintomática 

basta la administración de clotrimazol. 

 

5.3. Pseudomona aeruginosa 

 

Tabla N°  11 Clasificación científica de Pseudomona aeruginosa 32  

NOMBRE 

BINOMIAL 
Pseudomonas pyocyanea 

CLASIFICACIÓN 

CIENTÍFICA 

 Dominio: Bacteria 

 Filo: Proteobacteria 

 Clase: Gamma proteobacteria 

 Orden: Pseudomonadales 

 Familia: Pseudomonadaceae 

 Género: Pseudomonas 

 Especie: Pseudomona aeruginosa 

 

5.3.1. Generalidades 

 

Se definen como bacilos Gramnegativos, casi siempre móviles, es una 

bacteria flagelada con forma de bastoncillo por uno o varios flagelos polares, 

que produce pigmentos fluorescentes de colores que pueden variar desde el rojo 

hasta el negro, pigmentos como la “pioverdina y piocianina”, este último 

especifico de Pseudomona aeruginosa, aerobios estrictos (si bien algunas 

especies pueden emplear como aceptor alternativo al nitrógeno) y cuyo 

metabolismo utiliza solo la vía oxidativa. 

 

Pseudomonas, son bacterias muy repartidas en la naturaleza, siendo su 

hábitat fundamental el suelo y el agua, y de ahí pasan a todos los seres vivos, 

vegetales, animales y hombre. En el ser humano puede encontrarse en las zonas 

más húmedas del cuerpo, como son las axilas, los oídos y la zona alrededor del 

ano. Caracterizada por ser el prototipo de bacteria oportunista que infecta 

individuos con poca capacidad de resistencia.38  
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Figura N° 6 Pseudomonas aeruginosa  bacilo recto o ligeramente curvado, aislado, 

agrupado en parejas o cadenas cortas 

 

 

Tabla N°  12 Características generales de Pseudomona aeruginosa38 

Género: Pseudomona 

 Gramnegativos 

 Presenta movilidad 

 Flagelos polares 

 Aerobios estrictos 

 Metabolismo oxidativo 

 No fermentativo 

 Oxidasa positivo 

 Indol negativo 

 Crecimiento a 42°C 

 Cultivo con olor a frutas 

 Fluorescencia bajo Luz UV 

 

5.3.2. Cultivo y aislamiento 

 

Puede cultivarse en los medios más sencillos, pues sus requerimientos 

son mínimos. Se suelen utilizar medios comunes (agar común, agar-sangre).  

Un diagnostico presuntivo de que pudiera tratarse de Pseudomona es el 

característico olor dulce y aromático debido a la producción de 2-

aminocetofenona y la producción de pigmento. De los pigmentos, la piocianina 

(azul en medio alcalino y rojo en acido) y la fluoresceína (amarilloverdosa) 

siendo los más frecuentes y dan un color verde característico que difunde a todo 
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el agar, el medio específico para observar esta producción de pigmentos, medio 

king A y B.38 

 

5.3.3. Pruebas de identificación 

 

El diagnostico de genero se realiza por dos pruebas: medio de Hugh y 

Leifson, Pseudomona aeruginosa solo oxida la glucosa, a diferencia de las 

enterobacterias y Vibrio que la fermentan; Pseudomona produce oxidasa a 

diferencia de las enterobacterias que no la poseen.38 

 

Tabla N°  13 Pruebas bioquímicas más características de diversas especies de 

Pseudomonas.33 

TEST 
PSEUDOMONA 

AERUGINOSA 

P. 

FLUORESCENS 
P. PUTIDA 

P. 

PSEUDOMALLEI 
P. MALLEI P. CEPACIA P. STUTZERI 

Movilidad + + + + - + + 

Crecimiento 

a 42°C 
+ - - + + + + 

ADH + + + + + - - 

Hidrolisis de 

almidon 
- - - + V - + 

Gelatinasa + + - + + V - 

Reduccion 

de Nitratos 
+ V - + + - + 

V: El porcentaje de + o – se situa alrededor del 50%.  ADH: Arginindeshidrolasa. 

 

5.3.4. Patogenicidad 

 

Es capaz de producir infecciones pulmonares, en la piel, oculares, 

oticas, infecciones óseas y articulares, infecciones gastrointestinales, 

infecciones genitourinarias y diversos abscesos. 

 

5.3.5. Tratamiento 

El tratamiento nunca debe ser con un solo fármaco, ya que esta bacteria 

genera resistencia a los antibióticos con mucha rapidez. Contra la Pseudomona 

aeruginosa se debe utilizar penicilinas activas como: ticarcilina, mezlocilina, 
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piperacilina, combinándolas con aminoglicosidos (gentamicina, tobramicina o 

amikacina. 

 

Otros fármacos: aztreonam, imipenem, quinolonas (ciprofloxacino), 

cefalosporinas (ceftazidima, cefoperazona). 

 

5.4. Candida albicans 

 

Tabla N°  14 Clasificación científica de Cándida albicans.38 

NOMBRE 

BINOMIAL 
Candida stellatoidea 

CLASIFICACIÓN 

CIENTÍFICA 

 Reino: Fungi 

 Clase: Saccharomycetes 

 Orden: Saccharomycetales 

 Familia: Saccharomycetaceae 

 Género: Candida 

 Especie: C. albicans 

 

5.4.1. Generalidades 

 

Candida albicans, el hongo más patógeno de este género, está 

ampliamente distribuido en el medio ambiente. Es un hongo dimórfico, es 

decir, se desarrolla de forma distinta en función de la temperatura de 

crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C en el huésped, y como 

hongo, a 25°C en la naturaleza, se reproduce de forma sexual por gemación. 

Hongo que forma largas pseudohifas, diploide asexual (forma de levadura) las 

colonias son de crecimiento rápido, circulares, lisas, blancas o cremosas, 

pastosas o blandas, de bordes precisos, elevadas miden 1-3mm de diámetro. 

 

En la especie humana, Candida albicans forma parte de la flora 

microbiana de la boca y tubo digestivo. En la mujer se localiza, además en la 

vagina, con mayor frecuencia durante el embarazo.38 
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Figura N° 7 Blastoconidios y tubos germinales de Candida albicans. 

 

Tabla N°  15 Características Generales de Candida albicans38 

GÉNERO CANDIDA 

Hongo dimorfico 

Diploide asexual 

Colonias redondas u ovaladas 

Presenta pseudohifas 

Temperatura 37°C 

 

5.4.2.  Cultivo y aislamiento 

 

Para la identificación rápida de Candida albicans se utiliza la 

filamentacion en suero a 37°C (Es una técnica rápida que se utiliza para el 

diagnóstico de Candida albicans).38

 

Figura N° 8 Morfología microscópica de levaduras del genero Candida.  Prueba de 

filamentacion en suero (esquema) Pseudomicelio con clamidospora correspondiente 

a Candida albicans38 
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5.4.3. Pruebas de identificación 

 

Al Gram se observan bacilos Gram negativos. Crece fácilmente en los 

medios de cultivo habituales como agar sangre y McConkey por sus bajas 

exigencias nutritivas, la identificación levaduras en el medio de Sabouraud. 

 

5.4.4. Patogenicidad 

 

Son muy frecuentes y pueden localizarse a nivel superficial en mucosas 

y piel, o bien en tejidos u órganos profundos. La forma más habitual en 

patología humana es el muguet, las levaduras colonizan la mucosa bucal del 

recién nacido (que las adquiere en el momento del nacimiento, al pasar por la 

vagina contaminada de la madre)38 

 

5.4.5. Tratamiento 

 

Las infecciones mucosas y cutáneas se tratan por medio de diversas 

cremas tópicas, lociones, pomadas que contienen fármacos anti fúngicos del 

grupo de los azoles. El tratamiento tópico con agentes antifúngicos como la 

nistatina o el más reciente terconazol, suelen ser efectivos. 

 

El tratamiento sistémico por vía oral se basa en la administración de 

fluconazol o itraconazol, en pacientes resistentes a fluconazol necesitan un 

tratamiento con anfotericina B por vía intravenosa o caspofungina. 
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CAPÍTULO II 



31 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Materiales  

 

1.1. Material biológico 

 

1.1.1. Propóleos 

 

Para realizar el presente trabajo de investigación se utilizó el propóleos 

de tres lugares diferentes del Sur del Perú:  

 

 Apicultura “Mistiflor”, zona conocida como “La Central”, 

provincia de Castilla, departamento de Arequipa. 

 Apicultura “Apiqantu”, zona conocida como “La Estrada”, 

provincia de Paucartambo, departamento de Cusco. 

 Apicultura “Abeja Monteflor”, zona conocida como “Pampas 

de Mamuta”, provincia de Tarata, departamento de Tacna. 

 

1.1.2. Agentes patógenos 

 

Los agentes patógenos utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano 

de los propóleos fueron Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomona aeruginosa; se emplearon cepas ATCC. Además, se usó 

10 cepas patológicas de Staphylococcus aureus y Candida albicans, obtenidas 

del Hospital Honorio Delgado – Arequipa. 

 

1.2. Material de laboratorio 

 

 Baguetas de vidrio 

 Capilares sin heparina 

 Embudos de vidrio 

 Matraces de vidrio 100 y 250mL. 

 Placas Petri 
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 Probetas graduadas de: 50 y 100mL 

 Tubos de ensayo 

 Vasos de precipitado: 50, 250 y 500mL 

 Pipetas de 1, 5 y 10mL 

 Pipetas Pasteur 

 Frascos de vidrio ámbar 

 Mortero 

 

2. Otros materiales 

 

 Cubre objetos 

 Porta objetos 

 Asa de Kolle  

 Espatula 

 Hisopos 

 Papel filtro 

 Algodón y Gasa 

 Papel aluminio 

 Papel Kraf 

 Pinzas 

 Soporte Universal 

 Gradillas 

 Malla de asbesto 

 Jeringas de 1ml 

 

3. Reactivos 

 

3.1. Reactivos químicos 

 

 Cloroformo (Diproquim, Q.P) 

 Hexano (Diproquim, Q.P) 
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 Etanol (Diproquim, Q.P) 

 Metanol (Merck, Q.P) 

 Acetato de etilo (Merck, Q.P) 

 Sol. Etanólica de Vainillina (Merck, Q.P) 

 Sol. Etanólica de H2SO4 (Merck, Q.P) 

 Cloruro de Aluminio (Merck, Q.P) 

 Cloruro Férrico (Merck, Q.P) 

 Reactivo de Dragerndorff (Merck, Q.P) 

 

3.2. Medios de cultivo 

 

 Caldo BHI 

 Agar Mueller – Hinton 

 Agar Mac Conkey 

 Agar Baird Parker 

 Agar Cetrimide 

 Agar Sabouraud 

 

4. Equipos 

 

 Equipo de Percolación 

 Rota-evaporador (Buchi), Modelo:R-114 

 Cuba cromatográfica 

 Equipo de Luz Ultravioleta 

 Autoclave Sturdy SA-260 MA 

 Esterilizador J.P. Selecta 15 CE 

 Estufa (Fisher, Scientific Serie 500) 

 Microscopio óptico 

 Balanza Analítica (Modelo A-160 Benver Instrument Company) 

 Refrigerador (Coldex Autofront) 

 Cocina Eléctrica (Gallehamp) 
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5. Métodos 

 

5.1. Procesamiento del material de investigación (propóleos) 

 

Como se observa en la Figura N° 9, los propóleos se recolectaron de los 

lugares antes mencionados (pág. 31), considerando que un envejecimiento no 

mayor a un año y medio; posteriormente se procedió a limpiar, extrayendo cualquier 

componente extraño como residuos de tierra, hojas, insectos y/o restos de abejas. 

 

Para asegurar la estabilidad y facilitar la manipulación de los propóleos, se 

llevó a congelación, quedando el material de investigación, en estado sólido; luego, 

con el fin de obtener partículas de menor tamaño, se realizó una trituración, 

utilizando un mortero. 

 

El almacenamiento del propóleos se realizó en recipientes de vidrio de color 

ámbar, a una temperatura aproximada de 5°C. 

 

 
Figura N° 9 Muestras de propóleos: de Arequipa (a), Cusco (b) y Tacna (c). 
Fuente: Elaboración propia. 

 

5.2. Análisis del propóleos 

 

5.2.1. Propiedades organolépticas 

 

Se realizó un análisis sensorial para evaluar el olor, color, sabor y 

aspecto de los propóleos utilizados en el presente estudio. 

5.2.2. Determinación de humedad, cenizas y grasas 

(a) (b) (c) 
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Éste análisis se realizó en el laboratorio de SERVILAB, de la facultad 

de Ciencias Naturales y Formales de la universidad San Agustín; utilizando las 

técnicas descritas en las normas técnicas peruanas; NTP-209.008, para 

humedad; NTP-209.005, para cenizas; y NTP-209.093, para grasa. 

 

5.3. Obtención de extractos de propóleos 

 

La extracción de los principios activos de los propóleos se realizó por el 

método de percolación. El método consiste en el uso de un percolador (Figura N° 

10) que contiene el material en estudio; entonces, se añade un solvente determinado 

y arrastra los compuestos de interés para luego ser recolectado (por la parte inferior 

del equipo). Éste proceso depende principalmente de la solubilidad y la difusión 

efectiva que presentan los compuestos de interés; además, es favorecido por el área 

superficial del material, que está en contacto con el solvente.39 

 

Perlas de Vidrio

Materia Prima

Goteo

Vaso de precipitando

 
Figura N° 10 Percolador de vidrio. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

El procedimiento de extracción se realizó según lo descrito por Jones & 

Kinghorn40 con ciertas modificaciones; tal como se observa en el esquema de 

extracción (Anexo 1). se tomó el propóleos triturado, se llevó al equipo de 

percolación cubierto con papel de aluminio, para evitar el paso de la luz (Figura 

N° 11), se cubrió la parte superior con papel filtro y perlas de vidrio; posteriormente 
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se añadió el solvente. Se dejó remojar durante 12 horas y posteriormente se dejó 

fluir el solvente a una velocidad aproximada de 20gotas/min.  

 

Para el estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de los extractos de 

propóleos se utilizó 30g de propóleos triturado y 300mL de solvente; para los demás 

estudios se utilizó un total de 270g de propóleos triturado y 3L de solvente (dividido 

en tres partes iguales; tanto el propóleos como el solvente). Los solventes utilizados 

fueron etanol, cloroformo y hexano, se eligieron éstos debido a que presentan 

diferentes polaridades. 

 

 
Figura N° 11 Equipos de percolación utilizados 

para la extracción de propóleos. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

5.3.1. Determinación del rendimiento de extracción 

 

El porcentaje de rendimiento de extracción (RE%) o porcentaje de 

sólidos solubles, se determinó mediante gravimetría con la evaporación de los 

solventes. 

 

El procedimiento consistió en colocar cada extracto de propóleos 

(etanólico, clorofórmico y de hexano), en un vaso previamente tarado y se llevó 

a un baño María de 50°C – 60°C; una vez evaporado el solvente, se dejó enfriar 

en el desecador para obtener un peso constate y se determinó la masa final del 

extracto seco, utilizando la Ecuación (1). 
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RE% =  
Masa extracto seco (g)

Masa material estudiado (g)
× 100% Ecuación (1) 

 

5.4. Estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de los extractos de 

propóleos 

 

Los extractos obtenidos con los tres solventes (etanol, cloroformo y hexano) 

se sometieron a un análisis preliminar en el que se evaluó la actividad 

antimicrobiana de todos los extractos mediante la determinación de la 

concentración bactericida o fungicida mínima (CBM o CFM) y la sensibilidad de 

los microorganismos a los extractos de propóleos por el método “hoyo-placa”. Este 

estudio preliminar permitió elegir los extractos (de los tres propóleos) con el 

solvente que presentó mayor actividad antimicrobiana; además, éstos fueron los 

extractos con los que se realizó los siguientes estudios. Todos los microorganismos 

utilizados en esta parte del estudio, fueron ATCC. 

 

5.4.1. Determinación de la sensibilidad microbiana por el método “hoyo-

placa” 

 

El procedimiento consistió en colocar 5µL de cada extracto al hoyo 

realizado en la placa con medio de cultivo Sabouraud, Mac Conkey, Bair 

Parker y Cetrimida (Figura N° 12); que contiene los microorganismos 

Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona 

aeruginosa, respectivamente. Se incubó a 37°C, durante 24horas (para las 

bacterias), y 48 horas a 20°C para Candida albicans; entonces, se determinó el 

diámetro de los halos formados por la inhibición del crecimiento microbiano. 
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Figura N° 12 Medios de cultivo para el análisis preliminar 

de la actividad antimicrobiana (método “hoyo-placa”) 
Fuente: Elaboración propia. 

 

5.4.2. Determinación de la concentración bactericida o fungicida mínima 

 

Se realizó la determinación de la concentración inhibitoria mínima y 

concentración bactericida o fungicida mínimo. Ésta determinación sirvió 

también para obtener un valor de referencia y posteriormente continuar con los 

siguientes estudios. 

 

El ensayo (ampliamente explicado en el punto 5.7, Evaluación de la 

actividad antimicrobiana), consistió en dos fases: la primera, en la que se 

realizó una serie de diluciones en tubo de acuerdo a la Tabla N°  17 y el 

procedimiento del punto 5.7.1.1.3 (Preparación de las diluciones); ésta fase 

correspondió a la determinación de la concentración inhibitoria mínima, datos 

que no se muestran como parte de este análisis preliminar.  

 

La segunda fase del ensayo fue el cultivo, en placas, de los tubos (de la 

primera fase) que no presentaron crecimiento; con lo que, luego de seguir el 

procedimiento del punto 5.7.2, se determinó la CBM o CFM para todos los 

extractos de propóleos. 
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5.5. Análisis fitoquímico preliminar del extracto de propóleos 

 

Se realizó el análisis fitoquímico preliminar de los tres extractos (propóleos 

de tres lugares), elegidos por el estudio preliminar de la actividad antimicrobiana. 

El propósito de éste análisis fue identificar los principales metabolitos secundarios 

que contienen los extractos en estudio y se efectuó utilizando el método de 

cromatografía en capa fina (CCF). 

 

La CCF es un método cromatográfico frecuentemente utilizado en análisis 

preliminares de extractos vegetales, debido a que presenta varias ventajas tales 

como: bajo costo, rápido y es capaz de brindar información cualitativa y semi-

cuantitativa.41 La técnica consta de una fase estacionaria, que generalmente es un 

gel de sílice dispuesto en forma de una capa delgada sobre una superficie plana ( 

que puede ser aluminio o vidrio); y una fase móvil que corresponde a una mezcla 

de solventes.42 

 

Un parámetro característico de cada compuesto, es el valor del factor de 

retención (Rf) y se calcula mediante la Ecuación (2). Donde la distancia recorrida 

por un compuesto está dada desde el lugar de siembra, hasta la mancha formada; y 

la distancia recorrida por la fase móvil está dada desde el lugar de siembra hasta el 

punto máximo donde llegó la fase móvil.43 

 

Rf =  
Distancia recorrida por un compuesto

Distancia recorrida por la fase móvil
 

Ecuación (2) 

 

En el presente estudio, el análisis fitoquímico preliminar se realizó para 

evaluar la presencia de flavonoides, taninos, alcaloides, y terpenos; utilizando las 

fases móviles y reveladores, según se muestra en la Tabla N°  16. 
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Tabla N°  16 Identificación de metabolitos secundarios en los extractos etanólicos 

de propóleos, por TLC. 

METABOLITOS 

SECUNDARIOS 
FASE MÓVIL REVELADOR 

General 
Acetato de etilo:Metanol:Agua 

(8:1.8:2) 

Solucion etanólica de vainillina 

1% y solución etanólica de ácido 

sulfúrico 5% 

Flavonoides 

 Acetato de 

etilo:Metanol:Agua (8:1.8:2) 

 Tolueno:Acetato de etilo (5:5) 

Cloruro de aluminio en etanol 

Taninos Metanol:Agua (8:2) Cloruro férrico 

Alcaloides 
Acetato de etilo:Metanol:Agua 

(8:1.8:2) 
Reactivo de Dragendorff 

Terpenos Tolueno:Acetato de etilo (5:5) 

 Solucion etanólica de vainillina 

1% y solución etanólica de 

ácido sulfúrico 5% 

 Reactivo de Liebermann 

Fuente: Elaboración propia. 

 

5.6. Identificación de los microorganismos  

 

Las cepas patológicas que se obtuvieron del Hospital Honorio Delgado, 

fueron aisladas y caracterizadas en esta institución. Sin embrago, para asegurar la 

presencia de Staphylococcus aureus y Candida albicans, se realizó una nueva 

identificación de las mismas. 

 

5.6.1. Staphylococcus aureus 

 

5.6.1.1. Agar manitol salado 

 

El agar manitol salado es un medio de cultivo diferencial y selectivo. 

Como fuente de nitrógeno presenta al extracto de carne y la pluripeptona. 

Contiene una elevada concentración de cloruro de sodio que inhibe el 

crecimiento de la mayoría de bacterias. Además, presenta como indicador 
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de pH al rojo fenol, que en medio acido se torna color amarillo y en medio 

básico cambia a color rojo. Su componente principal es el manitol que es 

la fuente de carbono. Existen bacterias que pueden fermentar al manitol y 

soportar la elevada concentración de cloruro de sodio.44 

 

El procedimiento realizado con este agar consistió en pesar 28g del 

medio deshidratado y suspenderlo en 250mL de agua. Seguidamente, se 

mezcló, se disolvió por medio de ebullición durante 1 minuto y se llevó a 

la autoclave para su esterilización (121oC, 15minutos y 1.5atm.). Luego, 

se dejó enfriar (45oC) y se distribuyó el agar en placas Petri de vidrio 

estériles. Una vez que el agar gelificó en las placas, se sembró la muestra 

que contiene a las bacterias por medio de la técnica de estría. Finalmente, 

se incubo a 37oC durante 24horas.45  

 

El manitol cuando es fermentado por ciertas bacterias, se provoca la 

formación de ácidos, disminuyendo el pH del medio. Esto altera al indicador 

de pH, provocando que el medio cambie a un color amarillo. Por otra parte, si 

la bacteria no puede fermentar el manitol el medio permanece rojo.45 

 

5.6.1.2. Tinción de Gram 

 

La tinción de Gram es un procedimiento de identificación primario 

usado para determinar la capacidad de un microorganismo de retener al 

colorante primario (cristal violeta), luego de la adición del agente 

decolorante (etanol-acetona). Los microorganismos Gram-positivos 

retienen este colorante y los Gram-negativos se decoloran.46 

 

Las bacterias Gram-positivas tienen una pared celular compuesta por 

una capa gruesa de peptidoglicano, ácidos lipoteicoicos y ácidos teicoicos, 

por medio de estos componentes se produce la retención del cristal violeta, 

durante el proceso de decoloración. Por otro lado, las bacterias Gram-

negativas presentan una delgada capa de peptidoglicano entre sus 
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membranas lipídicas interna y externa, debido a esto no pueden retener al 

cristal violeta en el proceso de decoloración.47 

 

El procedimiento de esta tinción se realizó de la siguiente manera: 

se utilizó un asa de Kolle, con la cual se preparó una suspensión de las 

bacterias en suero fisiológico sobre una lámina portaobjetos. A 

continuación, se secó la lámina al aire y se fijó la muestra en calor, pasando 

la lámina dos veces a través de la llama del mechero (sin sobrecalentar). 

Se colocó la lámina sobre un estante de tinción. Seguidamente, se inundó 

esta lamina con la solución de cristal violeta durante 1 minuto, luego se 

lavó suavemente con agua de grifo. De forma inmediata, se cubrió la 

lámina con la solución de lugol durante 1 minuto y se lavó suavemente con 

agua de grifo, esta solución de lugol actuó como mordiente haciendo que 

el cristal violeta se fije con mayor intensidad al peptidoglicano. 

Inmediatamente, se realizó el proceso de decoloración, para lo cual se 

cubrió la lámina con una solución de etanol-acetona y se agito suavemente 

durante 30 segundos, luego se lavó suavemente con agua del grifo. Se 

cubrió la superficie de la lámina con solución de safranina durante 1 

minuto, luego se lavó suavemente con agua del grifo. Se dejó secar al aire. 

Finalmente, se usó un microscopio a un aumento de 100X, usando aceite 

de inmersión.46 

 

Las bacterias que se tornan purpura oscuro son Gram-positivos y lo 

que se tiñen de una coloración rojo o rosada son Gram-negativos.46 

 

5.6.1.3. Prueba de la catalasa 

 

La enzima catalasa es producida por algunas bacterias. Esta enzima 

cataliza la degradación de peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno 

molecular.44 
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El procedimiento para la realización de esta prueba fue el siguiente: 

por medio de un asa de Kolle, se colocó una colonia de la bacteria en una 

lámina portaobjetos, la cual contuvo 2-3 gotas de peróxido de hidrógeno 

al 3%.46 

 

La prueba de la catalasa es positiva cuando se observa la producción 

burbujas de gas en la gota, debido a la liberación del oxígeno.46 

 

5.6.1.4. Prueba de la coagulasa 

 

Algunas bacterias presentan la enzima coagulasa, que provoca la 

coagulación del plasma mediante la conversión de fibrinógeno en fibrina.44 

 

Para la realización de esta prueba se colocó 1-2 gotas de plasma 

humano en una lámina portaobjetos. Seguidamente, se transfirió una 

colonia de la bacteria en estudio y se suspendió en la gota de plasma (por 

medio de un asa de Kolle). Finalmente, se agitó de forma suave y se esperó 

de 10-20 segundos.46 

 

Se considera que la prueba de la coagulasa es positiva cuando se 

produce la formación de grumos por acción de la coagulasa.46 

 

5.6.2. Candida albicans 

 

5.6.2.1. Tinción de Gram 

 

Los hongos poseen una membrana celular gruesa compuesta por: 

quitina, glucanos, y manoproteínas. Estos componentes les permiten a los 

hongos retener al colorante primario de la tinción de Gram (cristal violeta), 

adquiriendo un comportamiento de Gram-positivos. Cabe aclarar que el 

fundamento y procedimiento de la tinción de Gram se describe en el apartado 

5.5.1.2.48 
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5.6.2.2. Prueba del tubo germinativo 

 

La prueba del tubo germinativo consiste en la inducción de 

excrecencia de hifas (tubos germinales), donde solo algunas levaduras son 

capaces de producir verdaderos tubos germinales.49 

 

El procedimiento de esta prueba consistió en colocar al 

microorganismo en un tubo con 0.5 mL de suero humano, utilizando un 

asa de Kolle. Seguidamente, se llevó a incubar a 37 oC durante 3 horas. 

Por último, se colocó 2-3 gotas del medio del tubo incubado en una lámina 

portaobjetos y se observó al microscopio con un aumento de 40X.35 

 

La prueba es positiva cuando aparecen prolongaciones tempranas de 

las células levaduriformes, producidas sin un estrechamiento en el punto 

de origen de la célula.35 

 

5.6.2.3. Asimilación de carbohidratos 

 

La prueba de asimilación de carbohidratos determina la 

capacidad de una levadura de usar determinados carbohidratos como 

fuente de carbono.50 

 

Para la realización de esta prueba se usó caldo purpura de 

bromocresol, el cual consto de extracto de carne y peptonas (fuente de 

nitrógeno, carbohidratos y vitaminas), cloruro de sodio (mantener 

equilibrio osmótico) y el indicador de pH purpura de bromocresol. Este 

último en pH básico presenta un color purpura y en pH básico un color 

amarillo. Además, a este caldo se le agregó el carbohidrato que se requiere 

evaluar (glucosa, lactosa, sacarosa, galactosa y maltosa).51 

 

El procedimiento consistió en pesar 1.2g del medio deshidratado 

(caldo purpura de bromocresol), y se disolvió en 75 mL de agua. 

Seguidamente, se le agregó 0.5g del carbohidrato de prueba y se distribuyó 
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en tubos de ensayo. Se realizó en mismo procedimiento para los seis 

carbohidratos estudiados. Luego, se esterilizó en autoclave (121 oC, 15 

minutos y 1.5 atm.). Finalmente, se sembraron las colonias de los 

microorganismos en cada tubo y se llevó a incubar a 37 oC por 48 horas.51 

 

Si el microorganismo puede asimilar determinado carbohidrato, 

produce la formación de ácidos, provocando que el pH se vuelva ácido. 

Por lo tanto, el medio cambia de color a amarillo.51 

 

5.7. Evaluación de la actividad antimicrobiana 

 

En el esfuerzo de expandir el espectro de agentes antibacterianos provenientes 

de las plantas, se realizó la evaluación de la actividad antimicrobiana del extracto 

de propóleos. Debido a que, se realizó un estudio preliminar de la actividad 

antimicrobiana de este extracto, se pudo discriminar a las bacterias con las cuales 

no hubo ningún efecto y el tipo de extracto con mejor actividad antimicrobiana, tal 

como se detalló en el apartado 5.4 (Estudio preliminar de la actividad 

antimicrobiana de los extractos de propóleos). La actividad antimicrobiana se 

estudió de forma cuantitativa mediante los métodos in vitro que se describen a 

continuación: 

 

5.7.1. Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

 

La concentración inhibitoria mínima, es definida como la menor 

concentración del antimicrobiano que inhibe el desarrollo in vitro de un 

microorganismo.52 

 

5.7.1.1. Método de dilución en caldo 

 

Este método está basado en hallar al tubo donde no se apreció 

crecimiento bacteriano (sin turbidez). Este tubo indicó la mínima 

concentración del extracto de propóleos que se requiere para no producir 
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el desarrollo bacteriano. El procedimiento para la realización de este 

método se efectuó de la siguiente manera:53 

 

5.7.1.1.1. Preparación de la solución madre 

 

Se preparó una solución madre del extracto etanólico de 

propóleos con una concentración de 250mg/mL. Para la emulsificación 

del extracto con el agua destilada se utilizó al tween 20 al 5%, el cual 

es un surfactante hidrofílico que facilitó la disolución del extracto en el 

agua. Este procedimiento se realizó para cada uno de los extractos de 

los departamentos de Arequipa, Cusco y Tacna. 

 

5.7.1.1.2. Preparación del inóculo 

 

La preparación del inóculo se realizó con un asa de Kolle 

estéril, con la cual se colocó de 4 a 5 colonias de las cepas en estudio, 

que fueron aisladas en un medio de aislamiento primario (agar Mueller-

Hinton), en un tubo con 10 mL de caldo BHI. El inóculo contuvo una 

concentración aproximada de 108 UFC/mL, para lo cual se utilizó el 

patrón 0.5 de la escala de McFarland para ajustar la cantidad de UFC/mL. 

La preparación de esta escala se describió en el Anexo 8. Finalmente, se 

procedió a realizar una dilución 1/100 del inóculo y se obtuvo una 

solución 106 UFC/mL, es decir se hizo una dilución tomando 0.1 mL 

del inóculo de 108 UFC/mL y se agregó 9.9 mL de caldo peptonado. 

Este procedimiento se repitió para cada microorganismo en estudió. 

 

5.7.1.1.3. Preparación de las diluciones 

 

Las diluciones, para la evaluación del efecto antimicrobiano 

de los extractos etanólicos de propóleos, se realizaron como se muestra 

en la Tabla N°  17. 
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Tabla N°  17 Esquema de diluciones para evaluar el efecto antimicrobiano de los 

extractos etanólicos de propóleos. 

Soluciones 
Tubo 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Control + 

Inóculo 106  

(mL) 
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Extracto  

(250mg/mL) 
1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 

Caldo BHI 

 (mL) 
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

Vol. Final  

(mL) 
2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

Cc. Final 

(mg/mL) 
125.0 112.5 100.0 87.5 75.0 62.5 50.0 37.5 25.0 12.5 0.0 

Fuente: Elaboración propia 

 

Cada tubo presentó su control negativo, el cual constó de la 

correspondiente concentración del extracto y la cantidad de inóculo fue 

reemplazada por caldo BHI. Este control fue necesario, ya que el 

extracto solo posee cierto color, que dificultó observar la ausencia o 

presencia de microrganismos (turbidez). Luego, los tubos fueron 

incubados a 37oC durante 24 horas para las bacterias, en el caso de 

Candida albicans se incubó por 48 horas a temperatura ambiente 

(aprox. 20oC). Este procedimiento se realizó para cada cepa patológica 

estudiada. Luego de la incubación, se buscó el tubo a partir del cual no 

hubo turbidez (no hubo crecimiento), este tubo representó a la CIM, ya 

que indicó la concentración mínima del extracto de propóleos que 

inhibió el crecimiento de la cepa patológica estudiada. 

 

5.7.2. Concentración Bactericida o Fungicida Mínima (CBM o CFM) 

 

La concentración bactericida o fungicida mínima, según sea el caso, es 

la concentración que es capaz de completar la acción bactericida o fungicida 

del antimicrobiano. Es definida como la concentración más baja en la cual no 

se ha presentado crecimiento del microorganismo después del subcultivo en un 

medio fresco. Esta es la concentración que puede generar ≥ 99.9 % de 

mortalidad de las células microbianas iniciales.54 
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El método de la CBM/CFM consistió en hacer un subcultivo de los 

tubos inferiores a la CIM, en placas que contienen agar Mueller Hinton. Luego 

se incubó a 37°C por 24 horas para las bacterias, en el caso de Candida albicans 

se incubó por 48 horas a temperatura ambiente (aprox. 20oC); y se observó el 

crecimiento bacteriano en las placas. Por último, se procedió a buscar el punto 

de ruptura en las placas donde hubo crecimiento y donde no hubo 

crecimiento.52 

 

Se trata de sembrar en medio sólido de los tubos inferiores a la 

Concentración Inhibitoria Mínima (CIM), el cual demostrará cual es la 

concentración mínima capaz de matar totalmente la bacteria. La placa donde 

se sembró la concentración más baja del extracto de propóleos donde no hubo 

crecimiento de bacterias u hongos, indicó la CBM o CFM.54 El esquema gráfico 

de la determinación del CIM y el CBM/CFM, se observa en la Figura N° 13. 

 

 
Figura N° 13 Esquema de la determinación de CIM, CBM/CFM.54 

 

5.7.3. Sensibilidad antimicrobiana 

 

La sensibilidad antimicrobiana del extracto de propóleos frente a los 

microrganismos en estudio se evaluó mediante el método de difusión de discos 

(método de Kirby-Bauer). Este método se basa en la inoculación de una 
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cantidad estandarizada de bacterias sobre la superficie del agar, sobre el cual 

se colocan discos de papel impregnados con concentraciones conocidas de los 

extractos, antibióticos y/o muestras. Este difundirá desde el papel hacia el agar 

de forma radial.55 

 

Este método se efectuó de la siguiente forma: se procedió a elaborar 

discos de papel filtro Whatman N°4 de aproximadamente 6mm de diámetro, 

con un perforador, los cuales fueron almacenados en un frasco y esterilizados 

en la autoclave (121 oC, 15 min., 1.5 atm.). Una vez esterilizados y con la ayuda 

de una micropipeta los diferentes discos fueron impregnados con las diferentes 

concentraciones de los extractos de los tres departamentos, para lo cual se 

utilizó la solución madre de 250mg/mL de los extractos de propóleos.56 

 

A continuación, se procedió a preparar placas con agar Mueller Hinton, 

las cuales fueron sometidas a un control de esterilidad por incubación a 37°C 

durante 24horas. Luego con los inóculos de 106 UFC/mL de los 

microorganismos en estudio, se sembró usando hisopos estériles en forma 

horizontal de derecha a izquierda, en forma vertical de arriba hacia abajo, en 

sentido de las agujas del reloj y en sentido contrario a las agujas del reloj, 

teniendo la precaución de no dejar ningún espacio sin inoculo, se dejó reposar 

por 5 min. Una vez realizada la siembra de los microorganismos, se dividió la 

placa en 3 partes iguales en las que se colocó los discos impregnados con el 

extracto de propóleos. Por último, se dejó secar por un espacio de 30 min antes 

de ser llevadas a incubación por 24 horas a 37°C. En el caso de Candida 

albicans se incubó por 48 horas a temperatura ambiente (aprox. 20oC). Los 

resultados se expresan con el diámetro (mm) de los halos de inhibición que se 

forman en presencia del extracto de propóleos.57 

 

5.8. Análisis estadístico 

 

Los datos obtenidos fueron evaluados utilizando los softwares Statgraphics 

Centurion XVI.I y M.S. Excel 2016; con los cuales se realizó los respectivos 

análisis estadísticos (diferencial y descriptivo). El nivel de confianza fue de 95%. 
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CAPÍTULO III 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

1. Análisis del propóleos 

 

1.1. Propiedades organolépticas 

 

La Tabla N°  18 muestra los resultados obtenidos del análisis sensorial 

realizado en el laboratorio SERVILAB, cuyos informes de ensayo se muestran en 

los anexos 19, 20 y 21. 

 

Los propóleos utilizados en el presente estudio (de Arequipa, Cusco y Tacna), 

presentaron un olor resinoso; con un color que varía entre pardo, pardo verdoso y 

pardo oscuro; tuvieron un aspecto de trozos semiduros y; el propóleos de Cusco fue 

insípido, mientras que el de Arequipa tuvo un sabor amargo y el de Tacna un sabor 

ligeramente amargo; éstas características organolépticas, se asemejan a las 

encontradas por Damiani et al.58 y Chaillou et al.59, quienes estudiaron propóleos 

de distintos lugares de Argentina, por lo que se podría decir que las propiedades 

organolépticas descritas son propias de los propóleos. 

 

Tabla N°  18 Propiedades organolépticas de los propóleos 

ANÁLISIS 
PROPÓLEOS DE: 

Arequipa Cusco Tacna 

Olor Aromático Resinoso Resinosos 

Color Pardo Pardo oscuro Pardo verdoso 

Sabor Amargo Insípido 
Ligeramente 

amargo 

Aspecto Trozos semiduros Trozos semiduros Trozos semiduros 

Fuente: Elaboración propia. 
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1.2. Determinación de humedad, cenizas y grasas 

 

Los propóleos en estudio, presentan porcentajes de humedad, cenizas y grasas 

cercanos entre sí (Tabla N°  19); teniendo una humedad de 3.92%, 4.66% de 

cenizas y 14.72% de grasas el propóleos de Arequipa; mientras que el de Cusco 

presentó 3.74% de humedad, 1.63% de cenizas y 41.09% de grasas; y el de Tacna 

tuvo 3.44% de humedad, 1.90% de cenizas y 13.10% de grasas; Todos estos valores 

son cercanos a los hallados por Palomino et al.60 y Lozina et al.61 

 

Tabla N°  19 determinación de humedad, cenizas y grasas de los propóleos. 

ANÁLISIS 
PROPÓLEOS DE: 

Arequipa Cusco Tacna 

Humedad (%) 3.92 3.74 3.44 

Cenizas (%) 4.66 1.63 1.90 

Grasas (%) 14.72 41.09 13.10 

Fuente: Elaboración propia. 

 

2. Obtención de extractos de propóleos 

 

Como se observó en metodología, el proceso de extracción se realizó utilizando 

tres solventes (etanol, cloroformo y hexano). Inicialmente se realizó la extracción para 

el estudio preliminar de la actividad antimicrobiana, de los extractos. Posteriormente, 

y conforme a los resultados de ese estudio, se realizó el proceso de extracción con 

etanol, extractos que se observan en la Figura N° 14. 

 

 
Figura N° 14 Extractos etanólicos de propóleos de Arequipa, Cusco  y Tacna (de 

izquierda a derecha) 
Fuente: Elaboración propia. 
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2.1. Determinación del rendimiento de extracción 

 

La Tabla N°  20 muestra los datos obtenidos para la determinación del 

porcentaje de rendimiento de extracción de los tres propóleos con los solventes 

evaluados. El porcentaje de rendimiento de extracción corresponde al promedio de 

tres repeticiones  

 

Se observa que la extracción con etanol, presenta el mayor porcentaje de 

rendimiento para los tres propóleos (60.66%, 62.70 y 56.48% para los propóleos de 

Arequipa, Cusco y Tacna, respectivamente), seguido por la extracción con 

cloroformo que presenta porcentajes de rendimiento de 17.73% - 23.35% y 

finalmente, con hexano se tuvo el menor porcentaje de rendimiento (5.01% - 

6.31%). Existen referencias bibliográficas en las que indican que se tiene un mayor 

rendimiento de extracción, utilizando solventes de baja polaridad (hexano)60; sin 

embargo, éstos estudios utilizaron un equipo de Soxhlet; mientras que, en el 

presente estudio, la extracción se realizó por percolación en frío, con los tres 

solventes. 

 

Tabla N°  20 Determinación del porcentaje de rendimiento de los 

extractos de propóleos. 

PROPÓLEOS 

DE: 
SOLVENTE 

PROMEDIO DE 

RENDIMIENTO 

(%) 

D.S. C.V. (%) 

Arequipa 

Etanol 60.66 0.63 1.04 

Cloroformo 23.35 0.43 1.85 

Hexano 6.31 0.14 2.20 

Cusco 

Etanol 62.70 0.39 0.62 

Cloroformo 21.72 0.38 1.76 

Hexano 5.14 0.41 7.89 

Tacna 

Etanol 56.48 0.05 0.09 

Cloroformo 17.73 0.20 1.15 

Hexano 5.01 0.41 8.12 

Fuente: Elaboración propia. 
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3. Estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de los extractos de 

propóleos 

 

3.1. Determinación de la sensibilidad microbiana por el método “hoyo-placa” 

 

La Tabla N°  21 muestra los resultados preliminares de la sensibilidad que 

presentan los microorganismos frente a los extractos de propóleos. Se observa que 

los microorganismos Gram-negativos (Escherichia Coli y Pseudomona 

aeruginosa), presentan una completa resistencia frente a todos los extractos; este 

hallazgo es reportado también por diversas investigaciones que señalan que los 

extractos de propóleos presentan mayor actividad antimicrobiana frente a Gram-

negativos que los gram-positivos19,62.  

 

Además, es evidente la diferencia del diámetro de los halos obtenidos con los 

extractos etanólicos y los otros dos extractos (clorofórmico y hexánico); con lo que 

se deduce que, aparentemente los extractos alcohólicos presentan una mayor 

actividad antimicrobiana. 

 

Tabla N°  21 Resultados preliminares de la sensibilidad microbiana a los 

extractos de propóleos, por el método “hoyo-placa”. 

Propóleos 

de: 
Extracto 

Halo de inhibición (mm) 

Escherichia 

Coli 

Staphylococcus 

aureus 

Pseudomona 

aeruginosa 

Candida 

albicans 

Arequipa 

Etanólico CT 16 CT 24 

Clorofórmico CT 10 CT 13 

Hexanico CT 9 CT 11 

Cusco 

Etanólico CT 20 CT 27 

Clorofórmico CT 10 CT 12 

Hexánico CT 8 CT 10 

Tacna 

Etanolico CT 17 CT 21 

Clorofórmico CT 10 CT 13 

Hexánico CT 9 CT 11 

CT: Crecimiento total. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

3.2. Determinación de la concentración bactericida o fungicida mínima 

 

Luego de obtener los resultados anteriores; se procedió a determinar, de forma 

preliminar, las CBM o CFM para todos los extractos. La Tabla N°  22 muestra los 

valores hallados, utilizando los microorganismos sensibles a los extractos de 

propóleos. Evidentemente se observa que los extractos etanólicos presentan mayor 
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actividad antimicrobiana (comparado con los extractos clorofórmicos y hexánicos), 

datos que confirma el hallazgo realizado en el punto anterior. Además, éste hallazgo 

está respaldado por diversas investigaciones, en las que refieren el uso de extractos 

etanólicos de propóleos para evaluar su actividad antimicrobiana.19,63,64 

 

Tabla N°  22 Resultados preliminares de la CBM o CFM de los 

extractos de propóleos. 

Extractos Propóleos de: 

Concentración de extracto (mg/mL) 

Staphylococcus 

aureus 
Candida albicans 

Etanólico 

Arequipa 75 75 

Cusco 62.5 75 

Tacna 75 100 

Clorofórmico 

Arequipa 112.5 112.5 

Cusco 112.5 112.5 

Tacna 125 125 

Hexánico 

Arequipa >250 >250 

Cusco >250 >250 

Tacna >250 >250 
Fuente: Elaboración propia. 

 

Por lo tanto, considerando los resultados del estudio preliminar de la actividad 

antimicrobiana de los extractos de propóleos, se decidió continuar con el estudio 

utilizando los extractos etanólicos y solamente los microorganismos Staphylococcus 

aureus y Candida albicans. 

 

4. Análisis fitoquímico preliminar del extracto de propóleos 

 

4.1. Perfil de cromatografía en capa fina 

 

La Figura N° 15 muestra el perfil de cromatografía en capa fina de los 

extractos etanólicos de propóleos utilizados en el presente estudio. Para el revelado 

de la placa cromatográfica, se utilizó las soluciones etanólicas de vainillina y ácido 

sulfúrico; éstos constituyen un reactivo cromógeno, no-específico, frecuentemente 

utilizado en análisis de este tipo y sirve para detectar alcoholes superiores, fenoles, 

esteroides, terpenos y otros, según señala Killacky et al.65 Por lo que, observando 

el perfil de CCF de los extractos de propóleos, se deduce la presencia de diversos 

metabolitos secundarios. Además, los distintos valores de Rf y los colores de las 
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“manchas” (Tabla N°  23), evidencian ciertas diferencias en la composición de los 

tres extractos de propóleos. 

 

Figura N° 15 Perfiles de CCF de los extractos etanólicos 

de propóleos de Arequipa (1), Cusco (2) y Tacna (3). 
Fuente: elaboración propia. 

 

Tabla N°  23 Valores de Rf de los compuestos detectados en el 

perfil de CCF de los extractos etanólicos de propóleos. 

Rf 
PROPÓLEOS DE: 

AREQUIPA CUSCO TACNA 

0,38 Morado - - 

0,56 Morado - - 

0,61 - Morado - 

0,65 - Rosa - 

0,74 Rosa - - 

0,76 - Morado - 

0,77 - - Azul oscuro 

0,78 Morado oscuro - - 

0,82 - Violeta Amarillo 

0,84 Amarillo Amarillo Amarillo 

0,87 Naranja Morado Azul intenso 

0,91 - Morado Morado 
Fuente: Elaboración propia. 

 

4.2. Detección de flavonoides 

 

Según señala Wagner & Bladt66, una forma de detectar la presencia de 

flavonoides es el uso de luz UV; en el que, dependiendo del tipo de estructura, los 

flavonoides muestran una florescencia amarilla oscura, verde o azul. Por lo que, la 

placa cromatográfica (obtenido con la fase móvil del perfil de CCF de los extractos), 

1 2 3 
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se sometió a una lámpara de luz UV de 360nm y tal como se observa en la Figura 

N° 16, se observa la presencia de dos “manchas” fluorescentes de color verde 

azulado y amarillo; lo que indica la presencia de flavonoides en los extractos 

etanólicos de propóleos. Además, la Tabla N°  24 muestra los valores de Rf de las 

zonas observadas. 

 
Figura N° 16 Placa cromatográfica de los extractos etanólicos de propóleos 

de Arequipa (1), Cusco (2) y Tacna (3). Observado con luz UV de 360nm 
Fuente: elaboración propia. 

 

Tabla N°  24 Valores de Rf de las machas fluorescentes detectados, 

del perfil cromatográfico de los extractos etanólicos de propóleos 

Rf 
Propóleos de: 

Arequipa Cusco Tacna 

0,87 Verde azulado Verde azulado Verde azulado 

0,92 Amarillo Amarillo Amarillo 
Fuente: Elaboración propia. 

 

Por otro lado, se evaluó la presencia de flavonoides utilizando como fase 

móvil la mezcla de tolueno/acetato de etilo (5:5); y como revelador, una solución 

etanólica de cloruro de aluminio. La diferencia de éste reactivo con el revelador 

utilizado en el perfil de CCF de los extractos, es que el cloruro de aluminio es 

específico para flavonoides, especialmente del tipo de flavonas y flavonoles,67 es 

útil en éste tipo de análisis68 e incluso es utilizado para la determinación del 

contenido de este metabolito secundario.69  

La Figura N° 17 muestra la placa cromatográfica obtenida con este revelador 

y llevado a la luz UV de 360nm; así mismo, la Tabla N°  25 muestras los valores 

1 2 3 
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de Rf. Se observa el desarrollo de coloraciones entre verde, morado, azul, amarillo 

y celeste, que confirman la presencia de flavonoides en los extractos etanólicos de 

propóleos; incluso, se podría afirmar que los tipos de éste metabolito secundario 

son flavonas y flavonoles.67 

 

 

Figura N° 17 Placa cromatográfica de los extractos etanólicos 

de propóleos de Arequipa (1), Cusco (2) y Tacna (3); para la 

detección de flavonoides. Observado con luz UV de 360nm 
Fuente: elaboración propia. 

 

Tabla N°  25 Valores de Rf de las machas fluorescentes detectados en 

los extractos etanólicos de propóleos, para la detección de flavonoides. 

Rf 
PROPÓLEOS DE: 

AREQUIPA CUSCO TACNA 

0,03 Verde Verde - 

0,06 Morado Morado - 

0,12 Azul Azul - 

0,20 Amarillo Amarillo - 

0,37 Amarillo Amarillo Amarillo 

0,45 Celeste - Celeste 

0,56 - - Amarillo 

0,65 Celeste - - 

0,70 - - Amarillo 

0,82 Celeste - - 
Fuente: Elaboración propia. 

 

Además, la presencia de flavonoides en los extractos etanólicos de propóleos 

utilizados en el presente estudio, es respaldado por otros estudios que refieren un 

1 2 3 
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contenido importante de este tipo de metabolito secundario, tal como lo señalan 

Chang et al.,69 quienes analizaron propóleos de Taiwán, Brasil y China, y reportaron 

la presencia de flavonas y flavonoles. 

 

4.3. Detección de taninos 

 

La presencia de taninos fue evaluada utilizando como revelador una solución 

de cloruro férrico al 5%, éste reactivo fue utilizado también por Hashimoto et al.70 

La Figura N° 18 muestra la reacción positiva para taninos (color azul), por lo que 

se deduce que los extractos etanólicos de los propóleos contienen taninos en su 

composición; además, el valor del Rf hallado fue 0.82. Por otro lado, la presencia 

de taninos en extractos alcohólicos de propóleos, fue reportando también por Kalia 

et al.71 

 

 
Figura N° 18 Placa cromatográfica de los extractos 

etanólicos de propóleos de Arequipa (1), Cusco (2) y 

Tacna (3); para la detección de taninos. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

 

4.4. Detección de alcaloides 

   

1 2 3 
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La Figura N° 19 muestra la placa cromatográfica de los extractos etanólicos 

de propóleos utilizados en el presente estudio. La presencia de alcaloides con el 

reactivo de Dragendorff resulta una coloración marrón o naranja-marrón72; por lo 

que en la mencionada figura se observa que la reacción fue negativo para este 

metabolito secundario. Sin embargo, Kalia et al.71 señalan la presencia de alcaloides 

en propóleos de India, ésta diferencia probablemente se debe a la diferencia 

biológica que podría existir entre los materiales vegetales que utilizan las abejas 

para producir el propóleos. 

 

 
Figura N° 19 Placa cromatográfica de los extractos etanólicos de propóleos 

de Arequipa (1), Cusco (2) y Tacna (3); para la detección de alcaloides. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

4.5. Detección de terpenos 

 

La Figura N° 20 muestra la placa cromatográfica de los extractos etanólicos 

de los propóleos, utilizando como revelador las soluciones de vainillina y ácido 

sulfúrico. Además, la Tabla N°  26 muestra los valores de Rf de todos los 

compuestos detectados. Como se mencionó anteriormente, el revelador es un 

reactivo no-específico65; por lo que, ésta placa podría indicar la presencia de varios 

grupos de compuestos, entre ellos los terpenos. 

 

1 2 3 
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Figura N° 20 Placa cromatográfica de los extractos 

etanólicos de propóleos de Arequipa (1), Cusco (2) y 

Tacna (3); para la detección de terpenos. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

Tabla N°  26 Valores de Rf de las machas detectadas en los extractos 

etanólicos de propóleos, para la detección de terpenos. 

Rf 
PROPÓLEOS DE: 

AREQUIPA CUSCO TACNA 

0,03 Rosado Rosado - 

0,09 Rosado Rosado Rosado 

0,13 Amarillo - - 

0,15 - Azul - 

0,18 Amarillo - Amarillo 

0,20 - Rosado - 

0,27 - - Rosado 

0,32 - Rosado - 

0,40 Amarillo Azul Azul 

0,50 - Rosado Rosado 

0,55 - Rosado - 

0,61 Amarillo Rosado - 

0,68 - - Amarillo 

0,77 - Rosado - 

0,79 Naranja - Naranja 

0,82 - Rosado - 

0,92 Rosado Rosado Rosado 
Fuente: Elaboración propia. 

Por lo descrito en el párrafo anterior, se realizó también una placa 

cromatográfica con el reactivo de Liebermann, como revelador. Y según indica 

Wagner & Bladt,73 la aparición de zonas de color rosado, indica la reacción positiva 

1 2 3 
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para terpenos. La Figura N° 21 muestra la presencia de este metabolito secundario 

en los extractos estudiados. Además, se observa que el extracto de propóleos de 

Cusco, presenta una mayor cantidad de terpenos (mayor intensidad del color de las 

manchas). Por otro lado, diversos estudios señalan que los terpenos son uno de los 

principales grupos de compuestos que presentan los propóleos74; es así que los 

estudios realizados por: Trusheva et al.75, Bankova et al.76, Popova et al.64, entre 

otros, reportan la presencia de estructuras monoterpénicas, sesquiterpénicas, 

diterpénicas y triterpénicas en propóleos de varios lugares de origen. 

 
Figura N° 21 Placa cromatográfica de los extractos etanólicos 

de propóleos de Arequipa (1), Cusco (2) y Tacna (3); para la 

detección de terpenos, con reactivo de Liebermann. 
Fuente: Elaboración propia. 

 

5. Identificación de los microorganismos  

 

5.1. Staphylococcus aureus 

 

Las 10 cepas patológicas que indican la presencia de Staphylococcus aureus, 

fueron evaluadas con el fin de asegurar la presencia de estas bacterias. Los 

resultados obtenidos se describen a continuación: 

5.1.1. Agar manitol salado 

 

Luego del proceso de incubación, los agares manitol salado, se observó 

el desarrollo de colonias amarillas y el medio se tornó del mismo color, como 
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se aprecia en la Figura N° 22. Las bacterias estudiadas lograron soportar las 

altas concentraciones de cloruro de sodio. Además, la aparición del color 

amarillo indicó que estas bacterias fueron capaces de fermentar el manitol del 

medio, lo que probablemente produjo la formación de ácidos que hicieron 

disminuir el pH, lo que provocó el cambio de color del indicador de pH (de 

rojo a amarillo).  

 

Según referencias bibliográficas, las bacterias patógenas del género 

Staphylococcus pueden resistir altas concentraciones de cloruro de sodio.45 

Además, se señala que el Staphylococcus aureus es una bacteria que fermenta 

al manitol; por lo tanto, forma colonias amarillas en agar manitol salado.77 

 

 

Figura N° 22 Agar Manitol Salado: Colonias 

amarillas y fermentación del manitol. 
Fuente: Elaboración propia 

 

5.1.2. Tinción de Gram 

 

Mediante la tinción de Gram se observó la presencia de cocos en forma 

de racimos (estafilococos). Estos cocos presentaron una coloración violeta; por 

lo tanto, estas bacterias fueron Gram-positivas (Figura N° 23). Estas bacterias 

se tiñeron de violeta debido a su estructura, ya que presentaron una capa gruesa 

de peptidoglicano, la cual retuvo al colorante primario (cristal violeta), 

evitando que este colorante se desprendiera en el proceso de decoloración. En 

la literatura se ha descrito al Staphylococcus aureus como una bacteria Gram-

positiva, que presenta forma de cocos agrupados como racimos 

(estafilococos).78 
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Figura N° 23 Tinción de Gram: 

estafilococos Gram-positivos. 
Fuente: Elaboración propia 

 

5.1.3. Prueba de la catalasa 

 

En la realización de la prueba de la catalasa, se observó la formación de 

burbujas, cuando las bacterias estuvieron en contacto con el peróxido de 

hidrógeno, tal como se muestra en la Figura N° 24. Estos resultados 

demostraron que las bacterias en estudio presentan la enzima catalasa. 

 

Existe información científica que ha referido que la prueba de la 

catalasa permite distinguir los Streptococcus de los Staphylococcus, ya que 

estos últimos tienen catalasa. Por lo tanto, el Staphylococcus aureus es una 

bacteria que produce catalasa.79 

 
Figura N° 24 Prueba de la catalasa: positiva. 
Fuente: Elaboración propia 

 

5.1.3.1. Prueba de la coagulasa 

 

Las bacterias sometidas a la prueba de la coagulasa, ocasionaron la 

formación de grumos, en contacto con el plasma humano. Esta respuesta se 

observa en la Figura N° 25. Esto significa que las bacterias estudiadas tuvieron 

la presencia de la enzima coagulasa, ya que convirtieron el fibrinógeno en 

fibrina, formando unos grumos o coágulos. De acuerdo a información 
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encontrada en la literatura, la prueba de la coagulasa permite distinguir el S. 

epidermidis del Staphylococcus aureus, ya que este último presenta 

coagulasa.80 

 

 
Figura N° 25 Prueba de la coagulasa: positiva. 
Fuente: Elaboración propia 

 

Los resultados obtenidos permitieron corroborar la presencia de 

Staphylococcus aureus en las cepas patológicas obtenidas. Lo que permitió que 

puedan ser utilizadas para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos 

de propóleos. 

 

5.2. Candida albicans 

 

5.2.1. Tinción de Gram 

 

Los microrganismos tratados con la tinción de Gram, mostraron la 

presencia de células esféricas, grandes y de coloración violeta (Figura N° 26). 

Esta coloración indicó que son microrganismos Gram-positivos, los cuales 

poseen una pared celular gruesa que evita que el cristal violeta se desprenda en 

el proceso de decoloración con alcohol-acetona. 

 

Diversos estudios han manifestado que los hongos con la tinción de 

Gram pueden adquirir una tonalidad violeta, presentando un comportamiento 

similar a las Gram-positivas. La Candida albicans se encuentra en este grupo; 

por lo tanto, tras la tinción de Gram, exhibe células grandes, esféricas y Gram-

positivas.48,81 
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Figura N° 26 Tinción de Gram: células 

grandes, esféricas y Gram-positivas. 
Fuente: Elaboración propia 

 

5.2.2. Prueba del tubo germinativo 

 

Los microorganismos sometidos a la prueba del tubo germinativo, 

mostraron en el microscopio prolongaciones provenientes de la célula 

levaduriforme (excrecencias de hifas). Estas prolongaciones se observan en la 

Figura N° 27.  La literatura señala que la Candida albicans produce tubos 

germinales verdaderos, a comparación con otras levaduras del mismo género.49 

 

 
Figura N° 27 Prueba del tubo 

germinativo: excrecencias de hifas 
Fuente: Elaboración propia 
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5.2.3. Prueba de asimilación de carbohidratos 

 

En la prueba de asimilación de carbohidratos, se observó que los 

microorganismos asimilaron los carbohidratos: glucosa, sacarosa, 

galactosa y maltosa. Por otro lado, los carbohidratos: lactosa y rafinosa no 

fueron asimilados, como se muestra en la Figura N° 28.  

 

Esta prueba ha sido descrita en la literatura como una forma de 

identificar definitivamente a la Candida albicans, la cual puede asimilar a 

la glucosa, maltosa, sacarosa y galactosa. Sin embrago, esta levadura no 

puede asimilar a la lactosa.50 

 

 

Figura N° 28 Prueba de la asimilación de carbohidratos: glucosa 

(+), lactosa (-), sacarosa (+), galactosa (+) y maltosa (+). 
Fuente: Elaboración propia 

 

Con los resultados obtenidos se pudo confirmar la presencia de Candida albicans 

en las cepas patologías obtenidas. Pudiendo ser utilizadas para evaluar la actividad 

antimicrobiana de lis extractos de propóleos. 

 

6. Evaluación de la actividad antimicrobiana 

 

Luego de la obtención y caracterización de extracto de propóleos, se realizó la 

evaluación de la actividad antimicrobiana. En el estudio preliminar se demostró que el 

extracto etanólico solo tuvo efecto antimicrobiano sobre el Staphylococcus aureus 

(Gram-positivo) y la Candida albicans (hongo), mas no mostró ningún efecto sobre la 

Escherichia Coli y la Pseudomona aeruginosa (Gram-negativa). Existe información 
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en la literatura donde se indica que el propóleos presenta mayor actividad 

antimicrobiana en Gram-positivas y hongos que sobre Gram-negativas.63,82 

Posiblemente, esto se deba a que las bacterias Gram-negativas presentan una pared 

celular delgada, pero que está rodeada por una capa de lipopolisacáridos que impide la 

entrada de ciertos agentes antimicrobianos.83  

 

6.1. Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

 

6.1.1. Staphylococcus aureus  

 

Los extractos etanólicos de propóleos de los departamentos de 

Arequipa, Cusco y Tacna mostraron que poseen actividad antimicrobiana sobre 

las cepas de Staphylococcus aureus, tanto para la cepa ATCC como para las 

cepas patológicas. Las concentraciones inhibitorias mínimas fueron 83.0±10.1, 

64.8±5.1 y 86.4±8.8mg/mL; para los extractos obtenidos de los departamentos 

de Arequipa, Cusco y Tacna; respectivamente. Estos resultados se muestran en 

la Figura N° 29. En la investigación realizada por Grange y Davey encontraron 

que el extracto etanólico de propóleos presenta actividad antimicrobiana contra 

bacterias Gram-positivas y una actividad limitada contra bacterias Gram-

negativas, esta actividad antimicrobiana lo atribuyen al alto contenido de 

flavonoides del extracto etanólico de propóleos que obtuvieron de la ciudad de 

Lyon en Francia.62 Además, existe un estudio donde se indicó que la CIM del 

propóleos frente al Staphylococcus aureus fue de 10mg/mL, corroborando el 

potencial antimicrobiano de este producto.13  

 

Se realizó un análisis de varianza de una sola vía (One-Way ANOVA), 

con el cual se halló que existe diferencia estadísticamente significativa (p < 

0.05) entre las CIMs de los extractos de cada departamento. Debido a esto, se 

hizo la prueba de Tukey que mostró que la CIM para el extracto de Arequipa y 

Tacna son estadísticamente similares. Se pudo observar que el extracto con el 

propóleos obtenido de Cusco, presenta una mayor actividad antimicrobiana. 

Esto podría deberse a que el propóleos obtenido de Cusco presentó una mayor 
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cantidad de terpenos (Figura N° 21), ya que existen investigaciones que 

señalan que los terpenos presentan actividad antimicrobiana.84  

 

 
Figura N° 29 Concentración inhibitoria mínima del extracto 

etanólico de propóleos de los departamentos (Arequipa, Cusco y 

Tacna) frente a Staphylococcus aureus. Los valores representan el 

promedio ± σ. * (p < 0.05). ANOVA seguido de la prueba de Tukey 
Fuente: Elaboración propia 

 

6.1.2. Candida albicans 

 

Los extractos etanólicos de propóleos procedentes de Arequipa, Cusco 

y Tacna; presentaron efecto antimicrobiano contra la Candida albicans. Las 

concentraciones inhibitorias mínimas de los extractos de propóleos fueron 

92.0±8.4, 70.5±8.4 y 85.2±7.5mg/mL; para los extractos obtenidos de los 

departamentos de Arequipa, Cusco y Tacna; respectivamente (Figura N° 30).  

 

Se han reportado diversos estudios que indican que el propóleos 

presenta actividad antimicrobiana sobre la Candida albicans.85,86 En la 

investigación realizada por León et al., se evaluó el extracto etanólico de 

propóleos de Oxapampa cuya CIM fue 12mg/mL,87 de acuerdo a estos 

resultados se podría decir que la procedencia del propóleos está muy 

relacionada con su actividad antimicrobiana. De acuerdo con la investigación 

realizada por Takaisi y Schilcher, el propóleos previene la división celular de 
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los hongos y también descompone su pared celular y su citoplasma, de forma 

similar a la acción de algunos antifúngicos.88 

 

Por otra parte, el análisis estadístico de varianza de una sola vía, con el 

cual se demostró que había diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05) 

entre las CIMs de los extractos de cada departamento frente a la Candida 

albicans. Además, se realizó una prueba de Tukey que indico que no existía 

diferencia significativa entre los extractos etanólicos de propóleos obtenidos 

de Arequipa y Tacna.  

 

En cuanto al extracto de propóleos de Cusco, presentó una menor CIM 

con respecto a los otros extractos, de manera similar a lo ocurrido con el 

Staphylococcus aureus. Este resultado también podría estar atribuido a la 

mayor cantidad de terpenos en el propóleos de Cusco, ya que se han reportado 

investigaciones que indican la actividad antifúngica de los terpenos.89 
 

 
Figura N° 30 Concentración inhibitoria mínima del 

extracto etanólico de propóleos de los departamentos 

(Arequipa, Cusco y Tacna) frente a Candida albicans. Los 

valores representan el promedio ± σ.   * (p < 0.05). ANOVA 

seguido de la prueba de Tukey. 
Fuente: Elaboración propia 

 

6.2. Concentración Bactericida o Fungicida Mínima (CBM o CFM) 
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6.2.1. Staphylococcus aureus  

 

Luego de la determinación de la CIM, se halló la CBM de los extractos 

etanólicos de propóleos procedentes de los departamentos de Arequipa, Cusco 

y Tacna; sobre las cepas de Staphylococcus aureus. Las CBMs obtenidas 

fueron 87.5±11.2, 68.2±6.5 y 95.5±15.1mg/L; para los extractos de los 

departamentos de Arequipa, Cusco y Tacna; respectivamente. La Figura N° 

31 muestra estos resultados. Las CIMs son menores a las CBMs, debido a que 

las CIMs son las concentraciones de los extractos de propóleos que solo inhiben 

el crecimiento de los microorganismos. Por otro lado, las CBMs son las 

concentraciones que no solo inhiben el crecimiento de las bacterias, sino 

también que provocan la muerte bacteriana.  

  

La evaluación de la concentración bactericida mínima del propóleos, ha 

sido reportada en distintas investigaciones.90,91 Sin embrago, la información 

obtenida en el presente estudio es importante para la región sur de nuestro país, 

debido a que las características particulares del propóleos depende en gran 

medida a su lugar de origen. 

 

  Mediante un análisis de varianza de una sola vía, se encontró que las 

CBMs de los extractos de propóleos de los distintos departamentos en estudio, 

presentaron diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05). Luego, 

mediante la prueba de Tukey, se halló que las CBMs de los extractos de 

propóleos que provenían de Arequipa y Tacna fueron estadísticamente 

similares. Lo que podría indicar que los propóleos de estos departamentos 

presentan un origen botánico análogo.92 Además, se pudo observar que el 

extracto etanólico del propóleos de Cusco presentó una menor CBM. 

Asimismo, tomando en cuenta otras investigaciones se ha visto que el origen 

geográfico del propóleos está relacionado con su composición y por lo tanto 

con su actividad antimicrobiana.93 Por otro lado, Scazzocchio et al., ha 

reportado que el extracto etanólico de propóleos presenta un efecto inhibitorio 

de la lipasa y coagulasa del Staphylococcus aureus.94 



72 

 

 

 
Figura N° 31 Concentración bactericida mínima del 

extracto etanólico de propóleos de los departamentos 

(Arequipa, Cusco y Tacna) frente a Staphylococcus 

aureus. Los valores representan el promedio ± σ. * (p < 

0.05). ANOVA seguido de la prueba de Tukey. 
Fuente: Elaboración propia 

 

6.2.2. Candida albicans 

 

Las concentraciones fungicidas mínimas de los extractos etanólicos de 

propóleos procedentes de Arequipa, Cusco y Tacna fueron 94.3±8.6, 89.8±7.5 

y 104.5±6.3mg/mL; respectivamente (Figura N° 32). Se ha reportado una 

investigación que evalúa la CFM de extractos etanólicos propóleos 

recolectados en distintas regiones de Brasil, dando como resultado que estos 

extractos presentan una CFM mayor a 500 μg/mL.95 Además, existen distintos 

estudios que sugieren un posible mecanismo de la actividad antifúngica del 

propóleos; Freires et al., indican que esta capacidad podría deberse a la 

presencia de flavonoides en su composición química.95 Asimismo, Pippi et al., 

sugieren que el propóleos podría provocar una disrupción de la pared celular 

de la Candida albicans.96 

 

Se efectuó un análisis de varianza de una sola vía, hallándose que existe 

diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05) entre las CFMs de los 

extractos de cada departamento. Seguidamente, se realizó la prueba de Tukey 
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que mostró que la CFM para el extracto de Arequipa y Cusco son 

estadísticamente similares. Además, se observó que el extracto con el 

propóleos obtenido de Tacna, presenta una menor actividad fungicida. Esto 

posiblemente esté relacionado al tipo de flavonoides que tiene este extracto en 

comparación a los otros. Por otro lado, un estudio ha señalado que el propóleos 

puede ser usado como un agente antifúngico efectivo similar al hipoclorito de 

sodio.86 

 

 
Figura N° 32 Concentración fungicida mínima del extracto 

etanólico de propóleos de los departamentos (Arequipa, Cusco y 

Tacna) frente a Candida albicans. Los valores representan el 

promedio ± σ. * (p < 0.05). ANOVA seguido de la prueba de 

Tukey. 
Fuente: Elaboración propia 

 

6.3. Sensibilidad antimicrobiana 

 

6.3.1. Staphylococcus aureus 

 

Se realizó la prueba de sensibilidad antimicrobiana, la cual dio como 

resultados zonas de inhibición para los extractos de propóleos de Arequipa, 

Cusco y Tacna en rangos de 13±2-28±3, 15±2-31±3 y 12±1-26±3mm, 

respectivamente frente a Staphylococcus aureus. Un ejemplo del método de 

difusión en disco realizado para la evaluación de los extractos etanólicos frente 

a Staphylococcus aureus se muestra en la Figura N° 33. El estudio realizado 
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por Afrouzan et al., señala que las zonas de inhibición de un extracto etanólico 

de propóleos contra Staphylococcus aureus fueron de 11-13mm.97 Lo cual se 

encuentra dentro de los rangos hallados en la presente investigación. 

 

 
Figura N° 33 Zonas de inhibición para los 

tres extractos etanólicos a diferentes 

concentraciones frente a Staphylococcus 

aureus. 
Fuente: Elaboración propia 

 

Por medio de un análisis de varianza de dos factores con una sola 

muestra por grupo, se determinó que existe diferencia estadísticamente 

significativa (p < 0.05) entre las zonas de inhibición de los extractos de cada 

departamento a las diferentes concentraciones estudiadas. Debido a esto, se 

realizó la prueba de Tukey, la cual señaló que hubo diferencia significativa 

entre las concentraciones usadas con cada extracto, sin embargo demostró que 

existe similitud entre la procedencia de los extractos de Arequipa y Tacna 

frente al Staphylococcus aureus, como se muestra en la Figura N° 34. Además, 

se observó que el extracto etanólico de propóleos de Cusco provoco una mayor 

sensibilidad antimicrobiana contra el Staphylococcus aureus. Es probable que 

la mayor capacidad antimicrobiana del propóleos de Cusco se deba a su 

composición, especialmente a la mayor cantidad de terpenos que posee, ya que 

se ha reportado en la literatura que estos están relacionados con el efecto 

antimicrobiano.98 
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Figura N° 34 Zonas de inhibición del extracto etanólico de propóleos de 

los departamentos (Arequipa, Cusco y Tacna) a diferentes concentraciones 

frente a Staphylococcus aureus. Los valores representan el promedio ± σ. 

*,# ,¤, ж (p<0.05) ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey. 
Fuente: Elaboración propia 

 

6.3.2. Candida albicans 

 

La prueba de sensibilidad antimicrobiana dio como resultados zonas de 

inhibición para los extractos de propóleos en rangos de 12±1-23±2, 15±1-27±2 

y 10±1-21±3mm, respectivamente frente a C. albicans. La Figura N° 35 

muestra un ejemplo de la realización de este método. El estudio realizado por 

Pires et al., indicó que al usar un extracto etanólico de propóleos con una 

concentración de 110 mg/mL se produjo una zona de inhibición de 16mm.99 

Asimismo, en la investigación realizada por Kujumgiev et al., se vio que 

diferentes extractos etanólicos de propóleos han provocado zonas de inhibición 

en un rango de 14.3-18.2mm.63 Ambos estudios señalan datos que se 

encuentran entre los rangos hallados en el presente estudio. 

 
Figura N° 35 Zonas de inhibición para los tres extractos 

etanólicos a diferentes concentraciones frente a Candida 

albicans. 
Fuente: Elaboración propia 
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Se realizó un análisis de varianza de dos factores con una sola muestra 

por grupo, encontrándose que existe diferencia estadísticamente significativa 

(p < 0.05) entre las zonas de inhibición de los extractos de cada departamento 

a las diferentes concentraciones estudiadas. Seguidamente, se realizó la prueba 

de Tukey, que confirmó la diferencia que existió entre la procedencia de los 

extractos y las concentraciones utilizadas con cada extracto. Esto corroboró que 

mientras aumentó la concentración del extracto, también aumento el efecto 

antimicrobiano del mismo (Figura N° 36). Se han reportado investigaciones 

que mostraron. que con el incremento de la concentración del extracto de 

propóleos hubo un incremento en la zona de inhibición de Candida 

albicans.90,97 

 

 

Figura N° 36 Zonas de inhibición del extracto etanólico de propóleos 

de los departamentos (Arequipa, Cusco y Tacna) a diferentes 

concentraciones frente a Candida albicans. Los valores representan el 

promedio ± σ. ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey. 
Fuente: Elaboración propia 
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CONCLUSIONES 

 

1.  Se obtuvo los extractos de propóleos mediante percolación con etanol, cloroformo 

y hexano; de los cuales, el primero tuvo un mayor rendimiento de extracción (61% 

± 0.63, 63% ± 0.39 y 57% ± 0.05; para los propóleos de Arequipa, Cusco y Tacna, 

respectivamente). 

 

2. El análisis fitoquímico preliminar mediante cromatografía en capa fina, evidenció 

la presencia de flavonoides, terpenos y taninos en los extractos etanólicos de los 

propóleos en estudio. 

 

3. Los extractos etanólicos de los propóleos estudiados tienen actividad 

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans; además, 

considerando el estudio preliminar, se evidenció la completa resistencia de 

Escherichia Coli y Pseudomona aeruginosa, a los mismos extractos. 

 

4. Las CIMs de los extractos etanólicos de propóleos de Arequipa, Cusco y Tacna, 

frente a Staphylococcus aureus, son 83.0±10.1; 64.8±5.1 y 86.4±8.8mg/mL, 

respectivamente; mientras que las CBMs son 87.5±11.2; 68.2±6.5 y 

95.5±15.1mg/mL, para los extractos de propóleos en el mismo orden; siendo el 

extracto de propóleos de Cusco el que presenta mayor efecto antimicrobiano 

(p<0.05). 

 

5. Las CIMs de los extractos etanólicos de propóleos de Arequipa, Cusco y Tacna, 

frente a Candida albicans, son 92.0±8.4; 70.5±8.4 y 85.2±7.5mg/mL, 

respectivamente; mientras que las CFMs son 94.3±8.6; 89.8±7.5 y 

104.5±6.3mg/mL, para los extractos de propóleos en el mismo orden; siendo el 

extracto de propóleos de Cusco el que presenta mayor efecto antimicrobiano 

(p<0.05). 

 

6. La sensibilidad antimicrobiana de los extractos etanólicos de propóleos estudiados 

frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans, es dependiente de la 

concentración del extracto (p<0.05) en el rango de 50-250mg/mL; además, el 

extracto de propóleos de Cusco presenta un mayor efecto antimicrobiano. 
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SUGERENCIAS 

 

1.  Realizar el estudio del efecto antimicrobiano de propóleos, frente a otros 

microorganismos. 

 

2. Realizar un análisis de la composición química mediante Cromatografía de Gases 

acoplada a Espectrómetro de Masas para dilucidar mejor todos los componentes 

presentes del extracto etanólico de los propóleos. 

 

3. Realizar estudios in vivo para evaluar la efectividad y toxicidad que puede 

presentar el extracto etanólicos de propóleos, así también para determinar la dosis 

terapéutica para su uso en la población. 

 

4. Investigar otros efectos farmacológicos importantes que pudiera presentar el 

propóleos. 
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Anexo 1 

ANEXO N°1 

ESQUEMA DE PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DEL PROPOLEOS 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MÉTODO 

EXTRACTIVO 

CONTINUO 

 

PERCOLACION Ó LIXIVIACION 

COLUMNA PARTE SUPERIOR 

Agregado de solvente 

permanente 

PARTE INFERIOR 

Obtención del 

extracto 
Colocación de 

muestra 

Muestra en contacto 

permanente con el disolvente 

EXTRACCION COMPLETA 
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ANEXO Nº2 

OBTENCIÓN DEL LOS EXTRACTOS 

 

 

 

 

 

1. Muestras de 
porpoleos en el 
siguiente orden (Tacna, 
Arequipa y Cusco)

2. Metodo de 
Extraccion: Percolacion

3. Extractos etanolicos  
(Tacna, Cusco y 
Arequipa)

4. Extractos 
cloroformicos 
(Arequipa, Cusco y 
Tacna)

5. Extractos Hexanicos 
(Arequipa Cusco y 
Tacna)
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ANEXO N°3 

MUESTRAS ATCC Y PATÓLÓGICAS DE CEPAS Escherichia coli, 

Pseudomona aeuriginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans 

 

 

 

 

 

 
 

  

Cepas ATCC 
Cepas patologicas de 

Staphylococcus aureus

Cepas patologicas de 
Escherichia coli

Cepas patologicas de 
Pseudomona aeuriginosa

Cepas patologicas de 
Candida albicans
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ANEXO Nº4 

DETERMINACIÓN DE PORCENTAJE DE RENDIMIENTO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extractos etanólicos 

(Tacna, Arequipa y Cusco) 

Extractos clorofórmicos 

(Tacna, Arequipa y Cusco) 

Extractos hexánicos 

(Tacna, Arequipa y Cusco) 

Evaporación del solvente (etanol, 

cloroformo y hexano) a baño maría. 
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ANEXO Nº5 

CIM (CONCENTRACION MÌNIMA INHIBITORIA) 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

EEP Arequipa, Cusco y Tacna CIM Arequipa para S. aureus

CIM Cusco para S. aureus CIM Tacna para C. albicans

CIM Arequipa para C. albicans
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ANEXO Nº6 

CBM Y CFM (CONCENTRACIÓN BACTERICÍDA Y FUNGICÍDA 

MÍNIMA) 

 

 

 

 
  

CFM Arequipa de C. albicans
CFM  Cusco de C. albicans

CFM Tacna de C. albicans CBM Arequipa de S. aureus

CBM Cusco de S. aureus CBM Tacna de S. aureus
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ANEXO Nº7 

HALOS DE INHIBICIÓN A DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

 

 

 

 
  

Halos de inhibicion Arequipa para C. 
albicans

Halos de inhibicion Cusco para C. 
albicans

Halos de inhibicion Tacna para C. 
albicans

Halos de inhibicion Arequipa para S. 
aureus.

Halos de inhibicion Cusco para S. 
aureus.

Halos de inhibicion Tacna para S. 
aureus.
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ANEXO Nº8 

ESCALA DE Mc. FARLAND 

 

 

 

 

COMPOSICIÓN 

BaCl2  +     H2S4                  BaSO4 

0.5mL         99.5mL     Turbidez 

PREPARACIÓN 

Para preparar el estándar se agrega 0.5mL de BaCl2 0.048M a 99.5mL de 

H2SO4 0.36N. 

CÁLCULOS 

1. Para preparar 100mL de Cloruro de Bario 0.048M 

      0.048mol         (100mL ) 208.3g  BaCl2  = 0.99984g Cl2Ba en 100mL 

   1000mL  1mol   

2. Para preparar 1000mL de Acido sulfurico 0.36N 

0.36Equ           (1000mL)  98.08g/2      1mL     = 9.59478 mL de H2SO4 

al96% 

1000mL  1Equ            1.84g 

Para llevarlo al 100% 

9.59478  ----------   96% 

      X    ----------   100%  

 X= 9.99mL de H2SO4 en 10000mL. 
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ANEXO Nº9 

AGAR MUELLER HINTON 

 

Este medio de cultivo ha sido recomendado para la prueba de sensibilidad a los 

antimicrobianos. Además es útil con el agregado de sangre para el cultivo y 

aislamiento de microrganismos. 

FUNDAMENTO 

En el medio de cultivo la  mayoría de los patógenos crecen satisfactoriamente, presenta 

buena reproducibilidad en las pruebas de sensibilidad, cuando se suplementa con 

sangre de carnero a 5% es útil para realizar la prueba de sensibilidad a los 

antimicrobianos en especies de estreptococos. 

COMPOSICION 

 

PREPARACION 

Suspender 37 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, dejar embeber 10 

a 15 minutos, calentar con agitación y dejar hervir de 1 a 2 minutos. Esterilizar, llevar 

a la autoclave a 121 ° C por 15 minutos. 

CARACTERISTICA DEL  MEDIO 

Medio de preparación: color ámbar. 
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ANEXO Nº10 

AGAR SABOURAUD 

 

Este  medio de cultivo es utilizado para cultivo de mohos y levaduras patógenas y no 

patógenas. 

FUNDAMENTO 

Medio de cultivo recomendado  para el aislamiento y desarrollo de hongos. La peptona, 

la tripteina y glucosa son los nutrientes para el desarrollo de microorganismos. El alto 

contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y pH acido inhiben el desarrollo 

bacteriano y favorecen así el crecimiento de hongos. 

COMPOSICION 

 

PREPARACION 

Suspender 65 g del polvo en un litro de agua destilada, mezclar hasta uniformar, 

calentar agitando frecuentemente y hervir de 1 a 2 minutos hasta disolver 

completamente. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. 

CARACTERISTICA DEL  MEDIO 

Medio de preparacion: ambar claro, ligeramente opalescente sin ningun precipitado.  
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ANEXO Nº11 

AGAR BAIRD – PARKER 

Medio  moderadamente selectivo y de diferenciación para el aislamiento y recuento de 

Staphylococcus aureus en alimentos, muestras ambientales y clínicas. 

FUNDAMENTO 

Contiene las fuentes de carbono y nitrógeno necesarias para el crecimiento. La glicina, 

cloruro de Litio y el telurito potásico actúan como agentes selectivos.  La yema de 

huevo constituye el sustrato para determinar la producción de lecitina y además la 

actividad de lipasa. Los estafilococos producen colonias de color gris oscuro a negro 

debido a la reducción del telurito, los estafilococos que producen lecitinasa 

descomponen la yema de huevo y crean zonas transparentes alrededor de las colonias 

correspondientes.  

Se debe confirmar la presencia S. áureus mediante pruebas bioquímicas  

COMPOSICION 

 

PREPARACION 

Suspender 60 g del medio deshidratado en 940 mL de agua destilada, calentar agitando 

frecuentemente y dejar hervir de 1 a 2 minutos hasta disolver completamente. Llevar 

al autoclave por 15 minutos a 121°C. 

CARACTERISTICA DEL  MEDIO 

Medio de preparacion: ambar claro opalescente (sin agregado de yema de huevo). Las 

colonias tipicas del Staphylococcus aureus son pequeñas, negras, rodeadas de una zona 

clara.  
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ANEXO Nº12 

AGAR CETRIMIDE 

 

Medio utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomonas aeruginosa y de otras 

especies del género.  

FUNDAMENTO 

La fórmula de este medio está desarrollada para favorecer la selección de Pseudomona 

aeruginosa y estimular la formación de pigmentos, este medio es muy semejante al 

King A, en el cual la peptona de gelatina aporta nutrientes para el desarrollo 

microbiano. El cloruro de magnesio y el sulfato de potasio promueven la formación de 

piocianina, pioverdina, piomelanina y fluoresceína de Pseudomona aeruginosa. La 

cetrimida es un detergente catiónico que actúa como agente inhibidor, libera el 

nitrógeno y el fosforo de las células de casi toda la flora acompañante, aunque inhibe 

también algunas especies de Pseudomonas. El agar es el agente solidificante. 

COMPOSICION 

 

PREPARACION 

Suspender 45.3 g del polvo por litro de agua destilada. Agregar 10 mL de glicerina, 

dejar reposar 5 minutos. Calentar agitando frecuentemente y hervir 1 minuto. 

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 ° C. 

CARACTERISTICA DEL  MEDIO 

Medio de preparación: ámbar claro, opalescente con precipitado.  
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ANEXO Nº13 

AGAR MAC CONKEY 

Medio utilizado para el aislamiento de Bacilos Gramnegativos, aerobios y anaerobios 

facultativos, debido a la incorporacion de sales biliares y cristal violeta. Permite 

diferenciar bacterias que utilizan o no lactosa.  

FUNDAMENTO 

En el medio de cultivo, las peptonas aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo 

bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable,  la mezcla de las sales 

biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran 

parte de la flora Grampositiva. Por fermentación de la lactosa, disminuye el pH 

alrededor de la colonia 

Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorción en las 

colonias, y la precipitación de las sales biliares. 

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras. 

COMPOSICION 

 

PREPARACION 

Suspender 50 g del polvo por litro de agua destilada. Reposar 5 minutos, mezclar hasta 

uniformar. Calentar suavemente y hervir 1 a 2 minutos hasta disolver por completo. 

Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minutos. 

CARACTERISTICA DEL  MEDIO 

Medio de preparacion: rojo purpura.  
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ANEXO Nº14 

CALDO BHI (INFUSION CEREBRO CORAZON) 

 

Medio liquido utilizado para cultivar microorganismos patógenos y no patógenos 

incluyendo bacterias aerobias y anaerobias, además también usado en la preparación 

de inóculos en  pruebas de susceptibilidad microbiana.  

FUNDAMENTO 

Es un medio usado para el cultivo de microorganismos poco exigentes en sus 

requerimientos nutricionales. No contiene inhibidores del desarrollo bacteriano.  

La peptona es la fuente de carbono y nitrógeno para el desarrollo bacteriano. 

El agregado de cloruro de sodio permite el enriquecimiento con sangre de carnero u 

otras sustancias para facilitar el cultivo de microorganismos exigentes. 

COMPOSICION 

 

PREPARACION 

Suspender 31 gr de polvo por litro de agua destilada, mezclar y dejar reposar. Calentar 

suavemente agitando, hervirlo de 1 a 2 minutos hasta su disolución. Esterilizar en 

autoclave a 121°C por 15 min. 

CARACTERISTICA DEL MEDIO 

Medio de preparación: Ámbar claro a medio ligeramente opalescente. 
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ANEXO Nº15 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS: Staphylococcus aureus ATCC® 6538TM 
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ANEXO Nº16 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS: Escherichia coli ATCC® 8739TM 
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ANEXO Nº17 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS: Pseudomona aeruginosa ATCC® 9027TM 
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CERTIFICADO DE ANÁLISIS: Pseudomona aeruginosa ATCC® 9027TM 
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ANEXO Nº18 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS: Candida albicans ATCC® 10231TM 
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ANEXO Nº19 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS FISCOQUÍMICO DEL PROPÓLEOS 

PROVENIENTE DE AREQUIPA 
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CERTIFICADO DE ANÁLISIS FISCOQUÍMICO DEL PROPÓLEOS 

PROVENIENTE DE AREQUIPA 
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ANEXO Nº20 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS FISCOQUÍMICO DEL PROPÓLEOS 

PROVENIENTE DE CUSCO 
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 CERTIFICADO DE ANÁLISIS FISCOQUÍMICO DEL PROPÓLEOS 

PROVENIENTE DE CUSCO 
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ANEXO Nº21 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS FISCOQUÍMICO DEL PROPÓLEOS 

PROVENIENTE DE TACNA 
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CERTIFICADO DE ANÁLISIS FISCOQUÍMICO DEL PROPÓLEOS 

PROVENIENTE DE TACNA 
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ANEXO Nº22 

Determinación de la CIM del extracto etanólico de propóleos frente a 

Staphylococcus aureus. 
 

1. Datos del método de dilución en caldo 

 

Cepa de  

Staphylococc

us aureus 

Concentración del extracto etanólico de propóleos (mg/mL) 

125.

0 

112.

5 

100.

0 

87.

5 

75.

0 

62.

5 

50.

0 

37.

5 

25.

0 

12.

5 

Contro

l 

+ 

CIM 

A 

R 

E 

Q 

U 

I 

P 

A 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - - + + + + + + 75.0 

2 - - - + + + + + + + + 
100.

0 

3 - - - - - + + + + + + 75.0 

4 - - - - - + + + + + + 75.0 

5 - - - - - + + + + + + 75.0 

6 - - - - + + + + + + + 87.5 

7 - - - - - + + + + + + 75.0 

8 - - - - + + + + + + + 87.5 

9 - - - + + + + + + + + 
100.

0 

10 - - - - + + + + + + + 87.5 

x̄            83.0 

σ            10.1 

C 

U 

S 

C 

O 

ATCC - - - - - - + + + + + 62.5 

1 - - - - - - + + + + + 62.5 

2 - - - - - + + + + + + 75.0 

3 - - - - - - + + + + + 62.5 

4 - - - - - - + + + + + 62.5 

5 - - - - - - + + + + + 62.5 

6 - - - - - - + + + + + 62.5 

7 - - - - - - + + + + + 62.5 

8 - - - - - - + + + + + 62.5 

9 - - - - - + + + + + + 75.0 

10 - - - - - - + + + + + 62.5 

x̄            64.8 

σ            5.1 

T 

A 

C 

N 

A 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - - + + + + + + 75.0 

2 - - - + + + + + + + + 
100.

0 

3 - - - - - + + + + + + 75.0 

4 - - - - + + + + + + + 87.5 

5 - - - - + + + + + + + 87.5 

6 - - - - + + + + + + + 87.5 

7 - - - - + + + + + + + 87.5 

8 - - - - + + + + + + + 87.5 

9 - - - + + + + + + + + 
100.

0 

10 - - - - + + + + + + + 87.5 

x̄            86.4 

σ            8.8 
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(+): Tubo con crecimiento bacteriano  

(-): Tubo sin crecimiento bacteriano 

Fuente: elaboración propia 

 

2. ANOVA 

 

Fuente de Variación GL SC CM F P 

Entre Grupos 2 2964.02 1482.01 21.74 <0.05 

Dentro Grupos 30 2045.45 68.1818   

Total 32 5009.47    

 

3. Prueba de Tukey 

 

Origen geográfico Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

Cusco 11 64.8     X 

Arequipa 11 83.0          X 

Tacna 11 86.4          X 
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ANEXO N° 23 

Determinación de la CIM del extracto etanólico de propóleos frente a Candida 

albicans. 

1. Datos del método de dilución en caldo 
 

Cepa de  

Candida 

albicans 

Concentración del extracto etanólico de propóleos (mg/mL) 

125.0 112.5 100.0 87.5 75.0 62.5 50.0 37.5 25.0 12.5 
Control 

+ 
CIM 

A 

R 

E 

Q 

U 

I 

P 

A 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - + + + + + + + 87.5 

2 - - - + + + + + + + + 100.0 

3 - - - - + + + + + + + 87.5 

4 - - - - + + + + + + + 87.5 

5 - - - + + + + + + + + 100.0 

6 - - - + + + + + + + + 100.0 

7 - - - - + + + + + + + 87.5 

8 - - - + + + + + + + + 100.0 

9 - - - + + + + + + + + 100.0 

10 - - - - + + + + + + + 87.5 

x̄            92.0 

σ            8.4 

C 

U 

S 

C 

O 

ATCC - - - - - - + + + + + 62.5 

1 - - - - - + + + + + + 75.0 

2 - - - - - - + + + + + 87.5 

3 - - - - - + + + + + + 75.0 

4 - - - - - + + + + + + 75.0 

5 - - - - - - + + + + + 62.5 

6 - - - - - - + + + + + 62.5 

7 - - - - - - + + + + + 62.5 

8 - - - - - + + + + + + 75.0 

9 - - - - - + + + + + + 75.0 

10 - - - - - - + + + + + 62.5 

x̄            70.5 

σ            8.4 

T 

A 

C 

N 

A 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - + + + + + + + 87.5 

2 - - - - + + + + + + + 87.5 

3 - - - - + + + + + + + 87.5 

4 - - - - + + + + + + + 87.5 

5 - - - - + + + + + + + 87.5 

6 - - - - - + + + + + + 75.0 

7 - - - - + + + + + + + 87.5 

8 - - - - + + + + + + + 87.5 

9 - - - + + + + + + + + 100.0 

10 - - - - - + + + + + + 75.0 

x̄            85.2 

σ            7.5 

(+): Tubo con crecimiento bacteriano  

(-): Tubo sin crecimiento bacteriano 
Fuente: elaboración propia 
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2. ANOVA 

 

Fuente de Variación GL SC CM F P 

Entre Grupos 2 2679.92 1339.96 20.21 <0.05 

Dentro Grupos 30 1988.64 66.2879   

Total 32 4668.56    

 

3. Prueba de Tukey 

 

Origen geográfico Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

Cusco 11 70.5     X 

Arequipa 11 92.0          X 

Tacna 11 85.2          X 
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ANEXO N° 24 

Determinación de la CBM del extracto etanólico de propóleos frente a 

Staphylococcus aureus. 
 

1. Datos obtenidos de la determinación de CBM 
 

Cepa de  

Staphylococcus 

aureus 

Concentración del extracto etanólico de propóleos (mg/mL) 

125.0 112.5 100.0 87.5 75.0 62.5 50.0 37.5 25.0 12.5 
Control 

+ 
CBM 

A 

R 

E 

Q 

U 

I 

P 

A 

ATCC - - - - + + + + + + + 87.5 

1 - - - - - + + + + + + 75.0 

2 - - - + + + + + + + + 100.0 

3 - - - - + + + + + + + 87.5 

4 - - - - - + + + + + + 75.0 

5 - - - - - + + + + + + 75.0 

6 - - - - + + + + + + + 87.5 

7 - - - - - + + + + + + 75.0 

8 - - - + + + + + + + + 100.0 

9 - - - + + + + + + + + 100.0 

10 - - - + + + + + + + + 100.0 

x̄            87.5 

σ            11.2 

C 

U 

S 

C 

O 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - - - + + + + + 62.5 

2 - - - - - + + + + + + 75.0 

3 - - - - - - + + + + + 62.5 

4 - - - - - - + + + + + 62.5 

5 - - - - - - + + + + + 62.5 

6 - - - - - + + + + + + 75.0 

7 - - - - - - + + + + + 62.5 

8 - - - - - - + + + + + 62.5 

9 - - - - - + + + + + + 75.0 

10 - - - - - + + + + + + 75.0 

x̄            68.2 

σ            6.5 

T 

A 

C 

N 

A 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - - + + + + + + 75.0 

2 - - + + + + + + + + + 112.5 

3 - - + + + + + + + + + 112.5 

4 - - + + + + + + + + + 112.5 

5 - - - - + + + + + + + 87.5 

6 - - - - + + + + + + + 87.5 

7 - - - - + + + + + + + 87.5 

8 - - - - + + + + + + + 87.5 

9 - - + + + + + + + + + 112.5 

10 - - - + + + + + + + + 100.0 

x̄            95.5 

σ            15.1 

(+): Placa con crecimiento bacteriano  

(-): Placa sin crecimiento bacteriano 
Fuente: elaboración propia 
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2. ANOVA 

 

Fuente de Variación GL SC CM F P 

Entre Grupos 2 4327.65 2163.83 16.44 <0.05 

Dentro Grupos 30 3948.86 131.629   

Total 32 8276.52    

 

3. Prueba de Tukey 

 

Origen geográfico Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

Cusco 11 68.2     X 

Arequipa 11 87.5          X 

Tacna 11 95.5          X 
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ANEXO N° 25 

Determinación de la CFM del extracto etanólico de propóleos frente a Candida 

albicans. 

1. Datos obtenidos de la determinación de CFM 
 

Cepa de  

Candida 

albicans 

Concentración del extracto etanólico de propóleos (mg/mL) 

125.0 112.5 100.0 87.5 75.0 62.5 50.0 37.5 25.0 12.5 
Control 

+ 
CFM 

A 

R 

E 

Q 

U 

I 

P 

A 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - - + + + + + + + 87.5 

2 - - - + + + + + + + + 100.0 

3 - - - + + + + + + + + 100.0 

4 - - - - + + + + + + + 87.5 

5 - - - + + + + + + + + 100.0 

6 - - - + + + + + + + + 100.0 

7 - - - + + + + + + + + 100.0 

8 - - - + + + + + + + + 100.0 

9 - - - + + + + + + + + 100.0 

10 - - - - + + + + + + + 87.5 

x̄            94.3 

σ            8.6 

C 

U 

S 

C 

O 

ATCC - - - - - + + + + + + 75.0 

1 - - - + + + + + + + + 100.0 

2 - - - + + + + + + + + 100.0 

3 - - - - + + + + + + + 87.5 

4 - - - - + + + + + + + 87.5 

5 - - - - + + + + + + + 87.5 

6 - - - - + + + + + + + 87.5 

7 - - - - + + + + + + + 87.5 

8 - - - + + + + + + + + 100.0 

9 - - - - + + + + + + + 87.5 

10 - - - - + + + + + + + 87.5 

x̄            89.8 

σ            7.5 

T 

A 

C 

N 

A 

ATCC - - - + + + + + + + + 100.0 

1 - - + + + + + + + + + 112.5 

2 - - - + + + + + + + + 100.0 

3 - - - + + + + + + + + 100.0 

4 - - - + + + + + + + + 100.0 

5 - - + + + + + + + + + 112.5 

6 - - + + + + + + + + + 112.5 

7 - - - + + + + + + + + 100.0 

8 - - - + + + + + + + + 100.0 

9 - - + + + + + + + + + 112.5 

10 - - - + + + + + + + + 100.0 

x̄            104.5 

σ            6.3 

(+): Placa con crecimiento bacteriano  

(-): Placa sin crecimiento bacteriano 
Fuente: elaboración propia 
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2. ANOVA 

 

Fuente de Variación GL SC CM F P 

Entre Grupos 2 1259.47 629.73 11.08 <0.05 

Dentro Grupos 30 1704.55 56.82   

Total 32 2964.02    

 

3. Prueba de Tukey 

 

Origen geográfico Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

Cusco 11 89.8     X 

Arequipa 11 94.3     X 

Tacna 11 104.5          X 
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ANEXO N° 26 

Determinación de la sensibilidad antimicrobiana del extracto etanólico de 

propóleos frente a Staphylococcus aureus. 

 

1. Datos del método de difusión de discos 

 

Cepa de S. 

aureus 

Concentración del extracto etanólico de propóleos (mg/mL) 

Arequipa Cusco Tacna 

50 100 150 250 50 100 150 250 50 100 150 250 

ATCC 16 17 22 34 18 24 33 36 14 16 21 34 

1 15 16 20 31 17 22 31 35 14 15 18 28 

2 12 14 18 27 15 19 27 31 12 13 16 26 

3 14 15 18 27 15 19 26 30 13 14 16 26 

4 14 15 19 30 17 24 33 36 13 14 18 27 

5 11 12 16 25 14 20 27 29 11 13 16 25 

6 12 13 16 24 13 18 24 27 12 13 17 25 

7 11 12 16 25 14 19 25 27 10 11 15 22 

8 15 16 19 27 16 19 28 32 12 14 17 25 

9 12 13 16 25 15 19 27 29 11 12 15 22 

10 14 15 19 29 16 22 30 33 13 15 19 27 

x̄ 13 14 18 28 15 20 28 31 12 14 17 26 
σ 2 2 2 3 2 2 3 3 1 1 2 3 

 

 

 

2. Análisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo  

 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
GL 

Cuadrado 

Medio 

Razón-

F 

Valor-

P 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: Concentración  4160.88 3 1386.96 193.71 <0.05 

B:Procedencia 11.0929 2 554.64 77.46 <0.05 

Residual 902.17 126 7.16   

TOTAL 

(CORREGIDO) 
6172.33 131    

 

 

 

 

 



122 

 

3. Prueba de Tukey 

 

3.1. Halo de inhibición vs origen geográfico 

 

Origen 

geográfico 
Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

Tacna 44 17.27     X 

Arequipa 44 18.34     X 

Cusco 44 23.89         X 

 

3.2. Halo de inhibición vs concentración 

 

Concentración Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

50 33 13.67     X 

100 33 16.15         X 

150 33 21.15             X 

250 33 28.36                X 
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ANEXO N° 27 

Determinación de la sensibilidad antimicrobiana del extracto etanólico de 

propóleos frente a C. albicans. 

 

1. Datos del método de difusión de discos 

 

Cepa de C. 

Albicans 

Concentración del extracto etanólico de propóleos (mg/mL) 

Arequipa Cusco Tacna 

50 100 150 250 50 100 150 250 50 100 150 250 

ATCC 14 16 20 26 16 19 24 30 11 15 19 26 

1 12 15 19 24 15 18 22 29 9 13 17 25 

2 11 13 16 19 13 16 18 23 10 14 17 18 

3 12 15 20 24 14 18 21 27 9 14 20 21 

4 13 16 19 25 15 18 22 28 10 15 19 23 

5 11 15 19 24 15 18 22 28 9 12 16 19 

6 11 14 16 21 14 16 19 25 9 11 15 19 

7 13 16 19 25 16 19 23 29 10 14 18 23 

8 12 14 17 21 13 16 19 26 9 12 16 18 

9 14 16 18 20 14 17 21 26 9 13 16 19 

10 14 16 20 23 15 19 23 28 11 15 19 23 

x̄ 12 15 18 23 15 18 21 27 10 13 17 21 
σ 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 3 

 

 

2. Análisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo  

 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
GL 

Cuadrado 

Medio 

Razón-

F 

Valor-

P 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: Concentración  2452.51 3 817.50 282.97 <0.05 

B:Procedencia 496.77 2 248.39 85.98 <0.05 

Residual 364.02 126 2.89   

TOTAL 

(CORREGIDO) 
3313.30 131    
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3. Prueba de Tukey 

 

3.1. Halo de inhibición vs origen geográfico 

 

Origen 

geográfico 
Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

Tacna 44 15.45     X 

Arequipa 44 17.23         X 

Cusco 44 20.16             X 

 

3.2. Halo de inhibición vs concentración 

 

Concentración Cantidad Promedio Grupos homogéneos 

50 33 12.21     X 

100 33 15.39         X 

150 33 19.06             X 

250 33 23.79                X 

 

 


