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RESUMEN.

Entre los productos que se pueden obtener de la colmena se encuentran la cera,
la miel, la jalea real y el principal objeto de estudio el propdleo. Este Ultimo es
una mezcla de composicién quimica compleja que contiene balsamos, aceites

esenciales y polen, entre otros componentes.

Tiene una variedad de usos de gran interés para fines terapéuticos como
antiséptico, desinfectante y antihelmintico. Asi mismo, también es usado como

antifangico, citostatico, antioxidante y antiinflamatorio.

Por esta razon el presente estudio tuvo como objetivo general determinar la
actividad antibacteriana de una muestra de propdleo obtenida en el apiario la

Mole en Michoacan, México.

Se obtuvieron y caracterizaron los extractos metandlico, hexanico y cloroférmico
de propdleo. Los extractos obtenidos fueron analizados de acuerdo a la NORMA
MEXICANA NOM-003-SAG/GAN-2016.

Se evalué cualitativamente la actividad antibacteriana, se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Bactericida Minima
(CBM), se evalud la sensibilidad de las cepas sobre la curva de crecimiento
bacteriano, se determind la actividad antioxidante, se cuantificé la cantidad de
fenoles y flavonoides totales, se determiné la toxicidad general, se realiz6 la
caracterizacion quimica del extracto por medio de una cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y una cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC).

Los extractos presentaron diferentes colores, variaron de café oscuro hasta un
color amarillo, encontrandose un mayor rendimiento para el extracto cloroférmico
de 57.65%, seguido del extracto hexanico con 17.64% y el extracto metandlico
con 14.24%.

Se probd su efectividad antimicrobiana sobre cepas de microorganismos Gram

negativos y Gram positivos.

De los extractos evaluados el extracto metandlico tuvo una actividad

antibacteriana significativamente mayor que los otros dos extractos, esta




actividad puede atribuirsele al solvente que logré arrastrar la mayor cantidad de

compuestos con actividad antibacteriana del propoleo.
La especie bacteriana mas sensible resultd ser Staphylococcus aureus.

La capacidad antioxidante media (CAso) mostrada en el ensayo de reduccién de
DPPH fue de 13.3 pg/mL para el extracto metandlico, 1195.3 pg/mL para el

extracto cloroférmico y 1124.5 pg/mL para el extracto hexanico.

La caracterizacion quimica de cada uno de los extractos de propoleo por medio
de diferentes cromatografias mostré que los compuestos detectados en mayor
abundancia en la CG-EM fue el eicosano; en el analisis por HPLC-DAD son
fenoles como la pinocembrina y acacetina; el analisis por HPLC-MS mostr6 que
el extracto del propdleo posee varios compuestos, siendo pinocembrina y

naringenina los que se pudieron identificar.

Palabras claves: Apis mellifera, propéleo, actividad antibacteriana,

pinocembrina.




INTRODUCCION.

Muchas de las civilizaciones usaron la naturaleza como fuente de remedios
curativos. Los registros mas antiguos de medicina datan de hace 3500 afos,
pero los paleontdlogos han encontrado manojos de hierbas medicinales entre los
restos fosilizados de nuestros ancestros neandertales (Polunin y Robbins, 1992).

Por otro lado, se sabe que las infecciones de la piel pueden ser producidas por
bacterias, virus, hongos y artropodos. Generalmente la mayoria de las
infecciones bacterianas de la piel son infecciones localizadas, aunque algunas
pueden extenderse y originar enfermedades sistémicas potencialmente mortales

(Ingraham e Ingraham, 1998).

La Organizacion Mundial de la Salud menciona que las infecciones por
microorganismos patdégenos (bacterias, hongos, parasitos y virus) son la
principal causa de mortalidad en el mundo (OMS, 2010). El mal uso y/o abuso
en la utilizacion de los antibioticos son una de las causas fundamentales que
contribuyen a la aparicion de farmacorresistencias. Por otro lado, cabe sefalar
gue los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias pueden ser de
naturaleza intrinseca (es decir, lo poseen todas las bacterias de la misma
especie o grupo bacteriano) o bien de manera adquirida (s6lo lo poseen ciertas

bacterias de la especie) (Torres, 2012).

El propdleo.

Es un producto apicola resinoso y complejo, con una variable apariencia fisica,
recogido y transformado por las abejas meliferas (Apis mellifera). La palabra
propéleo proviene del griego propolis (pro-defensa, polis-ciudad) que significa
“defensa de la ciudad”. Es una sustancia resinosa que varia en su color, de
amarillo claro a marrén, dependiendo de la cantidad de compuestos florales y de
resinas arboreas (Saravana y Mahitosh, 2009). A temperaturas bajas es duro y
gquebradizo, mientras que a temperaturas altas es suave y pegajoso (Burdock,
1998). La abeja Apis mellifera recolecta diferentes secreciones y resinas de
plantas, asi como, sustancias florales para ser posteriormente procesadas en su
interior para darle una consistencia pegajosa o resinosa (Lotti et al., 2010;
Sonmez et al., 2005).




Las abejas lo usan para sellar los agujeros en sus panales, suavizar las paredes
internas, asi como para cubrir los cadaveres de los intrusos que murieron dentro
de la colmena para evitar su descomposicion. El propoleo también protege la
colonia de enfermedades debido a su eficacia antiséptica y propiedades

antimicrobianas (Salatino et al., 2005).
Recoleccién y elaboracion del propoleo por Apis mellifera.

La abejas, Apis mellifera (Duarte et al., 2006), primeramente colectan el material
basico: las particulas resinosas que se encuentran en las yemas, brotes y
peciolos de diferentes vegetales, tales como: &lamo, olmo, sauce, abedul,
castafio de indias, pino, abeto y roble, posteriormente, con sus mandibulas
agarran y trabajan la resina, esto es posible gracias a que dentro de su
mandibula desemboca un conducto que proviene de las glandulas mandibulares
y que da salida a secreciones (acido 10-hidroxidecenoico) de color claro que
tiene la finalidad de ablandar y hacer mas manejable la resina, finalmente con
ayuda de su tercer par de patas traseras concentran y compactan la resina para
transferirla a su corbicula. Al ingresar a la colmena, se dirigen al lugar donde es
requerido, ya sea con fines desinfectantes, para cerrar grietas o reducir vias de

accesos. El producto final se denomina, propdleo (Farré et al., 2004).

Es de importancia considerar que la cantidad de propdleo que produce una
colmena aproximadamente en un afio oscila entre 150 y 300 gramos, esto
dependera de la ubicacién geogréfica, cantidad de flora en el area y de los
factores climatologicos. La recoleccion es realizada por el apicultor, mediante la
colocacién de una rejilla de nylon, sobre los paneles de la colmena, esta presenta
agujeros de 1.5 por 3 mm, por donde la abejas no pueden pasar viéndose en la
necesidad, por su instinto de supervivencia, de cubrir los agujeros para impedir
la entrada de agentes externos, por lo que en un periodo de 1 a 6 meses
rapidamente sera cubierta por propdleo, posteriormente la parrilla se introduce
en el congelador a una temperatura de -10 0 -20°C por 1 hora con la finalidad de
gue se congele por trozos y en forma de escamas, obtenga rigidez y fragilidad,
de esta manera con una espatula de acero inoxidable sin mucho filo sera
facilmente desprendible. El propoleo recogido en trozos se limpia con ayuda de

pinzas cuidando de retirar contaminantes macroscopicos como abejas, trozos de




madera y pasto. Finalmente es colocado en frascos ambar para protegerlo de la
luz y en lugares frescos, limpios y cerrados, y se entrega para su elaboracién en

extracto etanolico o en polvo (Farré et al., 2004).

Origen floral y perfil palinolégico del propoleo de Michoacén.

El propdleo producido por Apis mellifera se caracteriza por presentar gran
variedad de colores. Asi tenemos propéleos ricos en polen de especies. El origen
floral y composicion palinolégica de los propoleos dependen en gran medida de
las especies vegetales presentes en la zona (Delgado et al., 2015)

Cada propdéleo varia en su composicion dependiendo de la zona geografica de
origen y de la estacion del afio. Esto se debe al cambio natural que se lleva a
cabo en la flora y la fauna, ademas del tipo de plantas endémicas de acuerdo al

clima de la region (Ahn et al., 2007).

Historia del uso del propdleo.

El uso del propdleo se remonta a tiempos antiguos, por lo menos a 300 afios
a.C., se ha utilizado como un medicamento en la medicina local y popular en
muchas partes del mundo, tanto interna como externamente. Egipcios, griegos y
romanos informaron el uso de propdéleo por sus cualidades curativas en general
y para la cura de algunas lesiones de la piel. El propdleo siempre ha sido
reportado como un agente antiinflamatorio y para curar llagas y Uulceras
(Ghisalberti, 1979).

Mas tarde, en la cultura romana fue de gran trascendencia el propoleo, hecho
que se refleja en su mitologia, cuando Jupiter transforma a Melisa en una abeja
para que produzca una milagrosa sustancia curativa capaz de proteger, llamada:
propolis. Galeno en el siglo Il, menciona el propéleo/propolis en sus trabajos, y
el famoso médico-filésofo Avicena, en el siglo Xl, dice del mismo: “Tiene la
cualidad de eliminar las puntas de flechas y las espinas, vivifica, limpia facilmente
y ablanda fuertemente”. Ambreise Paré, padre de la cirugia francesa menciona
gue en la primera mitad del siglo XVI se usaba el propdéleo con fines médicos
(Castaldo y Capasso, 2002).




Incluso el propdleo llega a ser citado en el Tanaj (Biblia), pero con el nombre:
tzori, que significa balsamo. Los incas utilizaban el propdleo cuando se
presentaba un cuadro de infecciones febriles, y en el Continente Europeo, en el

siglo XVIIl y XIX, los franceses lo emplearon para tratar llagas (Sauceda, 2011).

Sin embargo, su empleo maximo se dio en Africa del Sur, durante la guerra
Anglo-Boeres (1899-1902), donde se utilizaban vendas impregnadas en
propoéleo con vaselina para tratar heridas infectadas, promover la cicatrizacion e
impedir la aparicion de gangrenas entre los béeres y los ingleses (Quintana et
al., 1997). Asi también, en la Segunda Guerra Mundial, fue utilizado por la Ex
Union Soviética para tratar las heridas de sus enfermos, e incluso, antes de la
caida del socialismo ruso, se recurrio mucho a la apiterapia y de esta forma al
propoéleo, siendo ampliamente utilizado por reunir ciertas caracteristicas:
altamente efectivo, facil obtencién, barato y con escasas contraindicaciones
(Sauceda, 2011).

Sin embargo, con el paso de los afios y con el posterior desarrollo de la quimica
farmacéutica, decayo el uso de la apiterapia y del propodleo, pero es a partir de
los ultimos veinte afios que los cientificos se han dedicado a estudiarlo y han
demostrado las propiedades y actividades del mismo, coincidiendo con lo que
pensaban y obtenian como resultados nuestros antepasados (Farré et al., 2004).

Importancia del propdéleo en la actualidad.

En la actualidad este material ha llamado la atencion de los investigadores,
desarrollandose numerosos estudios que le atribuyen una amplia gama de
propiedades bioldgicas, que tratan sobre la inhibicion del crecimiento bacteriano,
analizando las bacterias mas sensibles, asi como, las que muestran resistencias
a la accion de extractos de propodleos. La totalidad de las investigaciones
coinciden en sefialar que la inhibicion del crecimiento bacteriano es muy elevada
frente a las bacterias Gram positivas (G*), mientras que en bacterias Gram
negativas (G°), esta actividad es mucho menor o nula (Aguilar y Camacho 1985).
Se podria destacar la alta actividad del propdleo frente a Staphylococcus aureus,
uno de los organismos que mas enfermedades provoca y del que hay que
destacar su alta resistencia a la penicilina. Segun un informe del Center for

Science in the Public Interest de EU, mas del 90% de las cepas de este




microorganismo aisladas en dicho pais es resistente a la penicilina. La
resistencia a la meticilina pas6 de ser del 2,4% en 1975 al 29% en 1991. El
problema se agrava ya que bacterias resistentes a este antibiotico sufren una
alteracion en su estructura genética que las hace resistentes a otros tipos de
farmacos como las fluoroquinolonas. De hecho, cuando éstos fueron
introducidos en 1980, eran capaces de aniquilar al 95% de los S. aureus

resistentes a la meticilina (Sauceda, 2011).

Importancia de los productos naturales.

Por otro lado, los productos naturales han constituido materias primas valiosas
para la industria farmacéutica para fabricar productos con actividad
antimicrobiana (Clardy et al., 2006). Los productos naturales con reconocida
actividad antibacteriana pertenecen principalmente a las siguientes clases
estructurales: fenoles, terpenoides, alcaloides, lectinas, polipéptidos vy
poliacetilenos (Cowan, 1999; Gibbons, 2004; Copping y Duke, 2007; Stavri et al.,
2007). Se considera que cada clase de productos, ademas de su funcién
potencial contra patdégenos invasores, posee otras funciones en la fisiologia y
funcionalidad de la planta (Cuadro 1). Un ejemplo, de estos productos naturales

es el propdleo.




Cuadro 1. Funciones generales de los productos naturales.

Flavonoides, Sirven como pigmentos de atraccion en las
antocianinas, flores para la polinizacion y los mecanismos  (Tholl, 2006).
etc. de proteccién contra los rayos UV.

Terpenoides

(terpenosy Por su diversidad y complejidad estructural
fenilpropanoides representan un enorme potencial para (Tholl, 2006).
de bajo peso mediar las interacciones planta-entorno.
molecular)
Aceites Formar parte de los olores de las plantas y (Scalbert,
esenciales Sus componentes. 1991).

Poseen una funcion constitutiva, y se
encuentran presentes en casi todas las
partes de las plantas: corteza, madera,

hojas, frutos y raices. Estos compuestos son
(Scalbert,

Taninos los responsables del sabor astringente de
1991).

los vinos o de las frutas sin madurar, y como
componentes de los colores que se
observan en las flores y en las hojas de

otono.

Pueden poseer funciones de sefializaciéon, (Bergey et al.,
Polipéptidos funcionando como mensajeros quimicos 1996; Pearce

intracelulares. et al., 2001).




En la actualidad se trata de mirar nuevamente hacia la medicina tradicional ya
que se conocen registros que mencionan que el nimero de especies de plantas
conocidas oscila entre 250 000 y 500 000 (Verpoorte, 1998). Esta riqgueza es un
recurso que no se aprovecha totalmente, a pesar de que su uso en tratamiento
de diversas enfermedades es ancestral (Mesa et al., 2004). Cabe destacar que
el hombre, a través del tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha sabido
apropiarse y sistematizar los recursos vegetales para su beneficio; asi se
encuentran plantas que se utilizan para diversos fines como alimenticio, forrajeo,
ornamental o medicinal (Aguilar y Camacho, 1985). Dicha costumbre se ha
observado hasta nuestros dias, principalmente en poblaciones rurales, o que ha
permitido acumular un amplio conocimiento etno-farmacolégico, punto
importante de partida en las investigaciones dirigidas a la busqueda de productos

naturales con actividad biolégica (Cowan, 1999).

Un ejemplo de estos productos naturales es el propdleo que ha traido el interés
de los investigadores en las Ultimas décadas debido a varias propiedades
biologicas y farmacolégicas, como inmunomodulador, antitumoral, antibiético,

antiinflamatorio, antioxidante, entre otros (Bankova et al., 2000).

Propiedades medicinales del propéleo.

Recientemente Meneses en 2005, destacé propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes y antineoplasicas. En las Ultimas décadas
algunos investigadores le han atribuido propiedades biolégicas y farmacoldgicas
como: antimicético, anticolesterolémico, antiparasitario, antiinflamatorio,
anticancerigena, antitumorales, antiulcéricas, antioxidante, antitoxico,
antialérgico, analgésico, anestésico, antituberculoso, antiviral, citostatico,
desodorante y epitelizante, entre otras (Atag-Uzel et al., 2005; Chen et al., 2008;
Gomez-Romero et al., 2007; Jiang et al., 2008; Lotti et al., 2010). Sin embargo,
la propiedad mas importante del propdleo es su actividad antimicrobiana, la cual
se le atribuye fundamentalmente a los flavonoides (Asis, 1989).

En general, el propdleo es un producto tolerado, sin embargo faltan estudios
sobre los efectos alérgicos debido a las ceras presentes en estos productos. No
obstante, se han reportado casos de dermatitis asociados a ciertos propoleos
(Hasan et al., 2005; Gambichler et al., 2004; Kuegler et al., 2005; Callejo, 2001).




Propiedades antioxidantes.
Las propiedades antioxidantes del propoleo también son notables. Algunos
compuestos antioxidantes identificados incluyen acido ferulico, quercetina y

acido cafeico (Urzua, 2004)

Composicion quimica del propéleo.
El propoleo es una sustancia compleja, constituida por una gran variedad de
compuestos quimicos, su composicion no es estable y varia segun la fuente de
procedencia, se caracteriza por tener un 55% de resinas y balsamos aromaticos,
30% de ceras, 10% de aceites esenciales y 5% granos de polen (Grange y
Davey, 1990; Asis, 1989) (Cuadro 2).

Mas de 300 compuestos quimicos se han descrito en los propéleos de diversos
origenes (Castaldo y Capasso, 2002; Pereira et al., 2002). En forma similar se
han encontrado presencia de flavonoides (Astudillo et al., 2000). En otras
muestras se demostro la presencia de resinas, balsamos, ceras, esencias, polen
y sales minerales, asi como terpenos. Entre estos ultimos se ha reportado la
presencia acacetina, acido cinamico, cumarina, galangina, pinocembrina,
preniletina y vainillina (Mufoz et al., 2007).

Se ha encontrado presencia de flavonoides en muestras comerciales (Astudillo
et al., 2000). Sin embargo, investigaciones sobre propdleos en diferentes areas
geograficas han mostrado grandes diferencias en su composicién quimica
(Barberan et al., 1993).
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Cuadro 2. Composicion quimica del propdleo.

Resinas y balsamos 50 a 60 %

Ceras 30a40 %

Aceites esenciales y aromaticos 7a10%
Polen 5%

Acido benzoico, acido cafeico, acido
Acidos fendlicos ferdlico, &cido cinamico y &cido

cumarico, entre otros.

Sustancias minerales y _
_ Pb, Ni, Ag, Fe, Zn, etc.
microelementos.

o Provitamina A y algunas vitaminas
Vitaminas
del grupo B, como la Bs

Importancia econdémica.

Los principales paises productores de propoleos en el mundo son: China, Brasil,
Argentina, Cuba, Chile, Uruguay y Canada. Cabe sefalar que el nimero de
paises consumidores de propoleos va en aumento (El Economista, 2015).

En el afio 2014 en México se produjeron mas de 60,000 toneladas de miel con
una ganancia mayor a 2,000 millones de pesos ocupando el quinto lugar de
produccién de miel, pero no se tiene un mercado de propdleos de peso. Con
base en los datos recolectados, nuestro pais podria convertirse en un pais
exportador, pero “nosotros nada mas producimos 7 toneladas de propodleos”,
explicd el doctor Tonatiuh Cruz (EI Economista, 2015), siendo Yucatan el
principal productor con un aproximado de mas de 8 mil toneladas anuales.

Se reporta que en México se venden 7 toneladas de propdleo al afio lo cual
equivale a una ganancia de 3.5 millones de pesos. Cada kilogramo de propéleo
se estima en $500 y mientras que en el extranjero se llega a pagar $1800 o 100
dolares en el extranjero (SAGARPA, 2015).

Dado lo antes mencionado se puede observar que el propoleo es un producto
natural que potencialmente puede ser exportado y por lo tanto debe ser

estudiado.
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ANTECEDENTES.
Los siguientes estudios sobre propéleo demostraron tener una actividad
antimicrobiana siendo esta una de las mas importantes propiedades que

presenta el propoéleo. Las cepas Gram positivas y Gram negativas con las que

se trabajé son de suma importancia médica para el hombre.

Cuadro 3. Estudios realizados con propoéleo en los estados de la Republica

Mexicana.
Autor Titulo del trabajo Afo
Realizaron un estudio en donde obtuvieron vy
. caracterizaron extractos etandlicos y acuosos de
B Obtencion,
a caracterizacion y diferentes muestras de propoleos recolectados en el
N -z
S evaluaqon de la estado de Campeche. Probando su efectividad
S actividad o . _ 2002
- antimicrobiana de antimicrobiana sobre las bacterias de Staphylococcus
o . .
%3 extraptos de aureus, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa y
o propdleos de
L Campeche. Streptococcus pyogenes.
Evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos
y etandlicos y acuosos de propéleos recolectados en la
; Evaluacion de la ) L .
= actividad Huasteca Potosina en cepas de Escherichia coli,
@ antimicrobiana de Salmonella typhi y Klebsiella  pneumoniae;
o extractos de ) o 2011
= propoleos de la Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
S HU&SE:AC? _Pot)osina Streptococcus agalactiae. Obteniendo como mejor
éxico
resultado al extracto etandlico.
Evaluaron el efecto inhibitorio de los extractos
© S . . I
c dlnteracg:on ?::?erglcl:_a) etandlicos de orégano (Lippia graveolens) y extractos
) e propoleo (Propolis . .
E ) y orégano (Lippia etandlicos de propéleo contra cepas de
8 < | graveolens Kunth s.l.) | Staphylococcus aureus por separado y en forma | 2013
o contra .
= Staphylococcus combinada. Los resultados mostraron que ambos
§ aureus extractos tienen un fuerte poder inhibitorio.
Evaluacion in vitro del | Evaluaron el efecto antibacteriano en cinco propoleos
efecto antibacteriano . .
; . de marcas comerciales y en un extracto metandlico
de cinco propoleos
peruanos sobre cepas | sobre cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus
o de Streptococcus . -
ks mutans (ATCC sanguinis. Los resultados indicaron que el extracto | 2014
25175) y metandlico presentd mayor actividad antibacteriana.
Streptococcus
sanguinis (ATCC
10556)
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JUSTIFICACION.

El propéleo ha causado interés en los investigadores de las dltimas décadas
debido a varias propiedades biologicas y farmacologicas. Sin embargo, con el
paso de los afios y con el posterior desarrollo de la quimica farmacéutica, decayo
el uso de la apiterapia y del propoéleo, pero es a partir de los ultimos veinte afios
los cientificos se han dedicado a estudiarlo y han demostrado las propiedades y
actividades del mismo, coincidiendo con lo que pensaban y obtenian como

resultados nuestros antepasados (Farré et al., 2004).

Se postula que diferentes propoleos pueden presentar diferentes propiedades
quimicas y farmacologicas (Bankova, 2000). Por lo tanto, la estandarizacion de
los propéleos es una necesidad que permitird conocer la calidad y eficacia, es
decir, demostrar una actividad bioldgica especifica.

Adicionalmente, algunas investigaciones han sido dirigidas hacia el estudio de la
actividad antioxidante (Wang et al., 2004; Ahn et al., 2007; Trusheva et al., 2006)
obteniéndose resultados altamente prometedores.

Es por este motivo que en el presente estudio se pretende ampliar el
conocimiento sobre este producto natural, a partir de su extracto metandlico, al
determinar su actividad antibacteriana frente a algunas cepas de bacterias, ya
sean Gram positivas o Gram negativas, su capacidad antioxidante, la
cuantificacion de sus compuestos fendlicos y flavonoides, ademas de la

caracterizacion de algunos de sus compuestos quimicos.

Por otro lado, cabe sefalar que los mecanismos de resistencia que presentan
las bacterias pueden ser de naturaleza intrinseca (es decir, lo poseen todas las
bacterias de la misma especie o grupo bacteriano) o bien de manera adquirida
(s6lo lo poseen ciertas bacterias de la especie) (Torres, 2012). Por lo cual el

propéleo es una gran alternativa.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar la actividad antibacteriana de un propoleo de Michoacan.

Objetivos particulares.

Obtener los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de propoleo por
maceracion y rendimientos de cada uno de ellos.

Determinar la actividad antibacteriana, de cada uno de los extractos de
forma cualitativa (difusion de agar de Kirby-Baler) y cuantitativa
(microdilucion en caldo).

Determinar la actividad de los extractos sobre las curvas de crecimiento
bacteriano.

Cuantificar la capacidad antioxidante por medio de la reduccion (DPPH),
fenoles totales (técnica de Singleton modificada) y flavonoides totales
(técnica de Dowd) de cada uno de los extractos obtenidos.

Realizar la caracterizacion quimica (GC-MS), HPLC-DAD de los

extractos.

14

——
| —



MATERIALES Y METODOS.

La muestra de propdleo con la que se llevo a cabo este proyecto fue colectada
el dia 16 de noviembre de 2016 en el Apiario ubicado en el Cerro La Mole, del
estado de Michoacan, México. Se determinaron las caracteristicas
organolépticas siguiendo los lineamientos establecidos en la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-003-SAG/GAN-2017 y se limpi6 para retirar todas las

impurezas como residuos de madera, alas, patas, etc. (APENDICE 1).

Extractos.
Se obtuvieron por maceracién agregando solventes de menor a mayor polaridad
(hexano, cloroformo y metanol) (Dominguez, 1973). (APENDICE 2).

Actividad antibacteriana.

Se utilizaron cepas bacterianas Gram positivas: Staphylococcus epidermidis
(B1), Enterococcus faecalis (B2) y Staphylococcus aureus (B13) Gram negativas
como: Actinomyces viscosus (B3), Pseudomonas aeruginosa (B4), Pantoea
agglomerans (B5), Enterobacter aerogenes (CDBB-B-958) (B6), Enterobacter
aerogenes (Donada por la FES Cuautitlan) (B7), Escherichia coli (B8), Shigella
flexneri (B9), Proteus miriabilis (B10), Salmonella typhimurium (B11), Salmonella
typhi (B12), (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Cepas bacterianas utilizadas.

Tipo Cepa ATTC, clasificacién o donadas
Staphylococcus epidermidis | ATCC 12228
Enterococcus faecalis CDBB-B-1533 cepario del
Gf'a-lm CINVESTAV
positivas.
Staphylococcus aureus Donada por la CUSI de la FES
Iztacala
Pseudomonas aeruginosa | CDBB-B999 cepario del
CINVESTAV
Pantoea agglomerans CDBB-B959 cepario del
CINVESTAV
Enterobacter aerogenes CDBB-B-958
Enterobacter aerogenes Donadas por la FES Cuautitlan
Escherichia coli Donada por el laboratorio de
Gram analisis clinicos FES Iztacala
negativas. | Shigella flexneri

Proteus miriabilis

Caso clinico donada por el

Hospital los Angeles

Salmonella typhimurium

Donada por la FES Cuautitlan

Salmonella typhi

CDBB-B-1111 Cepario del
CINVESTAV

Actinomyces viscosus

WFCC 449 se compro6 en el ENCB
(IPN)

Determinacion cualitativa de la actividad antibacteriana

Se realiz6 mediante el método de difusion en agar de Kirby-Bauler, siguiendo los
lineamientos establecidos en la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-003-
SAG/GAN-2017. Los sensidiscos fueron impregnados con 16 mg del extracto a

probar. Como control positivo se utilizaron sensidiscos con 25 pg de

cloranfenicol; como control negativo se utilizaron sensidiscos impregnados con

10 pL del solvente empleado para diluir el extracto a evaluar (Vanden Berghe y
Vlietinck, 1991) (APENDICE 3).

——
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Evaluacion cuantitativa.

Para la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), asi como, la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se realiz6 la microtécnica de dilucion
en caldo, probando un abanico de concentraciones. Las cajas se inocularon con
50 uL de un cultivo bacteriano a una concentraciéon de 1X10° UFC/mL y se
incubaron durante 24 horas (Koneman et al., 1996) (APENDICE 4).

Actividad del propoleo sobre la curva de crecimiento bacteriano.

El efecto bactericida o bacteriostatico de los extractos se determin0 sobre una
curva de crecimiento bacteriano. Se utilizd una cepa bacteriana Gram positiva y
una Gram negativa. Se monitored su crecimiento en cuatro tiempos durante 24
horas, al ser expuestas a diferentes concentraciones del extracto (1/2 CMI, CMI
y CBM) y un grupo testigo (Muroi et al., 1993) (APENDICE 5).

Capacidad antioxidante

Se definid con el método de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPH). Se cuantificé con la Concentracién Antioxidante media (CAso). Como
control positivo se utilizo la quercetina y el trolox a las mismas concentraciones
qgue el compuesto problema. Como blanco se utilizaron pozos con 200 uL de
MeOH grado HPLC (Okusa et al., 2007) (APENDICE 6).

Fenoles totales.
Se cuantificaron por espectrofotometria con base en una reaccién colorimétrica
redox por el método modificado de Singleton et al., 1999 (APENDICE 7).

Flavonoides totales.
Se determinaron por el método de Dowd modificado de Praveen y Awang, 2007
(APENDICE 8).

Caracterizacion quimica de los extractos.

Se realizé una caracterizaciébn quimica por medio de un andlisis con una
cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC- DAD), asi como, una
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)
(APENDICES 9, 10y 11).
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Analisis estadistico.

Para los datos obtenidos de las pruebas cualitativas bacterianas, fueron
calculados por cepa y extracto, las siguientes medidas descriptivas: (media,
mediana, desviacidén estandar, minimo y maximo). Asi mismo, se obtuvieron los
diagramas de caja (APENDICE 12).

Para determinar si existieron o no diferencias significativas entre las diferentes
cepas y concentraciones, se realizé un analisis de varianza factorial, en el cual

los factores considerados fueron: extracto y cepa.

Todo el andlisis realizado fue hecho con el paquete de coOmputo estadistico

Minitab versiéon 16.
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RESULTADOS.

Caracteristicas organolépticas.
Se determiné de forma cualitativa las caracteristicas organolépticas que se

obtuvieron del propéleo de Michoacan, México. (Cuadro 3).

Cuadro 5. Caracteristicas organolépticas para el propdleo de Michoacéan,

México.
CARACTERISTICAS
COLOR Pardo a negro
AROMA Resinoso (tamarindo)
SABOR Imperceptible casi nulo (cera)
CONSISTENCIA Maleable

Figura 1. Propdleo en grefia de Michoacén, México.

Rendimientos del propéleo.
Se colectaron y pesaron 98.26 gramos de propéleo (peso seco). A partir de este
se calculd el rendimiento de cada extracto, dando un mayor rendimiento para el

extracto cloroférmico como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos obtenidos del propdleo en grefia de

Michoacéan, México.

EXTRACTO Rendimiento (g) Rendimiento (%)
Hexanico 17.34 17.64
Cloroférmico 54.647 57.65
Metanolico 13.988 14.24
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Figura 2. Extractos de propdleo de Michoacan, México.

Actividad antibacteriana.

Evaluacion cualitativa
Como se puede observar en el cuadro 7, de los tres extractos el metandlico
mostré una mayor actividad en cuanto al diametro en los halos de inhibicion

frente a las cepas Gram positivas y Gram negativas, seguido del extracto
hexénico y cloroférmico.

20

——
| —



Cuadro 7. Halos de inhibicién de los tres extractos del propoleo de Michoacan,

México.
Tipo de Control | Extracto | Extracto | Extracto
Cepa s A . .
cepa b : positiv | metandlic | hexanic | cloroférmic
acteriana
0 0 0 0
G S. epidermidis 11.0 18.2+0.4 | 6.4+£0.5 5.2+2.9
fam E. faecalis 19.5 9.640.5 | 7.0£0.0 7.0+0.0
Positivas
S. aureus 24.0 12.4+1.1 7.0£0.0 6.0£3.3

P. aeruginosa 15.0 17.6+0.5 6.8+0.4 4.0+£3.6

P'agg"s’mera” 21.0 98108 | 6.8:0.4 | 7.20.4

E. aerogenes
CDBB-B-958 24.5 16.2+0.8 6.8+0.4 7.0£0.0

E. aerogenes
Gram FES Cuautian | 42 18.4+1.1 | 7.0%0.0 2.6+3.5

Negativa E. coli 225 11.6+0.5 | 7.0+0.0 5.6+3.1
S S. flexneri 23.7 16.8+1.7 7.0+0.0 7.0+0.0
P. miriabilis 16.2 16.6+1.5 | 8.4+0.5 6.2+3.4
S 21.0 14.2+1.0 | 7.0+0.0 5.6+3.1
typhimurium

S. typhi 21.5 16.6+0.8 7.0+0.0 7.0+0.0

A. viscosus 21.7 17.8+2.7 6.2+0.4 7.0+0.0

*didmetro promedio en mm de los halos de inhibicion * la desviacion estandar. Para el
control positivo la desviacion estandar fue cero, ya que los halos de inhibicion tuvieron
el mismo diametro.
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Analisis estadistico.

25

20

15

Halo (mm)

) |
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Cloranfenicol Cloroférmico Hexanico Metandlico

Extracto

Figura 3. Actividad antibacteriana de los tres extractos sobre cada una de las

cepas.

Como se muestra en la figura 3, tomando en cuenta la actividad del cloranfenicol
y los extractos del propoleo sobre todas las cepas bacterianas, el cloranfenicol
presenté una mediana de 21.0 mm este valor es mucho mayor que la que
presentaron los demas extractos. De ahi le sigue el extracto metanélico con una
mediana de 16.0 mm, seguido del extracto cloroférmico y hexanico presentando
una mediana de 7.0 mm.

De igual manera el extracto que presentd mayor variabilidad en los halos fue el
cloranfenicol con valores de 11.0 mm como minimo y 25.0 mm como méaximo. El
extracto metanolico mostré valores de 9.0 mm como minimo y 20.0 mm como
maximo. Como se muestra en la figura el extracto cloroférmico no tuvo tanta
variabilidad como los demas extractos, sus valores se encuentran entre 6.0 mm
y 7.0 mm, presentando algunos valores llamados outliers los cuales se pueden
observar como ***. Por dltimo, el extracto hexanico obtuvo valores de 6.0 mm

como minimo y 9.0 mm como maximo.
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Figura 4. Actividad antibacteriana de los tres extractos del propéleo de
Michoacan, México, sobre cada una de las cepas.

Como se muestra en la figura 4 los valores de las medianas, calculadas de los
tres extractos, de las cepas bacterianas presentaron valores entre 11.5 mmy 8.0
mm. La cepa que presentd la mediana mas alta fue Salmonella typhi y Proteus
miriabilis con una mediana de 11.5 mm. Por el contrario, Enterococcus faecalis
presento la mediana més baja (8.0 mm).

Como también se puede observar las cepas Enterobacter aerogenes y
Staphylococcus aureus mostraron una mayor variabilidad en los halos, con

valores que van desde 18.0 mm hasta 25.0 mm como maximo.
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Figura 5. Actividad antibacteriana de los extractos y el control positivo.sobre

cada una de las cepas bacterianas.

Como era de esperarse Cloranfenicol tuvo los valores mas altos de inhibicion,
con valores que mostraron una mediana de entre 24.0 mmy 11.0 mm.
Staphylococcus aureus y Shigella flexneri fueron las cepas que tuvieron la
mediana mas alta con un valor de 24.0 mm, los valores minimos que presentaron
fueron de 23.0 mm y como maximo 25.0 mm y 24.0 mm respectivamente.

Por otro lado, Staphylococcus epidermidis fue la cepa con la mediana mas baja
con un valor de 11.0 mm al igual que de sus valores maximos y minimos.

Para el extracto metandlico las medianas se encontraron entre 19.0 mm y 10.0
mm. La cepa Actinomyces viscosus present6é la mayor mediana (con valores
minimos de 13.0 mm y 20.0 mm como maximos. Por otro lado, las cepas
Enterococcus faecalis y Pantoea agglomerans presentaron las medianas mas
bajas. Con valores minimos de 9.0 mm y 10.0 mm y 11.0 mm como valores

MAaximos respectivamente.
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Para el extracto cloroformico las medianas se encontraron entre los valores 11.0
mm y 24.0 mm. Las cepas Staphylococcus aureus y Shigella flexneri fueron las
que presentaron las medianas méas altas (24.0 mm), mientras que
Staphylococcus epidermitis presentd la mediana mas baja (11.0 mm).

Por ultimo, como se muestra en la figura 5 el extracto hexanico presentdé muy
poca o casi nada de variabilidad en las medianas, pues se situaron entre 8.0 mm
y 6.0 mm. Proteus miriabilis fue la Unica cepa con la mediana mas alta (8.0 mm),
por el contrario, Actinomyces viscosus, Staphylococcus epidermidis y

Streptococcus mutans fueron las cepas con las medianas mas bajas (6.0 mm).
El andlisis de varianza factorial mostré que existieron diferencias significativas

en la efectividad entre extractos (F= 856.65, P<0.0001), entre cepas (F=5.74,
P< 0.0001), e interacciones, entre extracto — cepa (F=9.73, P< 0.0001)
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Evaluacion cuantitativa.

En la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Bactericida Minima (CBM), el extracto metandlico presenté mejor
actividad con una CMI de 2 mg/mL frente a bacterias Gram negativas (Pantoea
agglomerans y Enterobacter aerogenes) y Gram positiva (Staphylococcus
aureus).

El extracto hexanico a una CMI de 4 mg/mL frente a una Gram positiva
(Staphylococcus aureus) y para el extracto cloroférmico una concentracién de
CMI de 8 mg/mL en una bacteria Gram positiva (Actinomyces viscosus), y una
bacteria Gram negativa (Pseudomonas aeruginosa). Haciendo evidente que el
extracto metandlico fue el que presentd la mejor actividad, como se observa en
el Cuadro 8.

Cuadro 8. Concentracién minima inhibitoria y bactericida minima de los
extractos del propdleo de Michoacan.

Extractos
Tipo de _ Metandlico Hexénico Cloroférmico
cepa Cepa bacteriana CMI CBM CMI CBM CMmI CBM
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL
Gram S. epiderm.idis 2.0 4.0 15.0| > 20.0 10.0 20.0
positiva E. faecalis 2.0 4.0 20.0| > 20.0 10.0 > 20.0
S. aureus 2.0 4.0 40| > 20.0 8.0 > 20.0
P. aeruginosa 4.0 8.0 15.0| > 20.0 8.0 20.0
P. agglomerans 2.0 4.0 20.0| > 20.0 10.0 > 20.0
E. aerogenes
CDBB-B-958 4.0 8.0 20.0| > 20.0 20.0 > 20.0
E. aerogenes
Gram FES Cuautitlan 2.0 4.0 20.0| > 20.0 15.0 > 20.0
negativa E. coli 8.0 10.0 20.0| > 20.0 10.0 20.0
S. flexneri 8.0 10.0 20.0| > 20.0 20.0 > 20.0
P. miriabilis 8.0 10.0 20.0| > 20.0 15.0 > 20.0
S. typhimurium 8.0 10.0 20.0| > 20.0 20.0 > 20.0
S. typhi 4.0 8.0 20.0| > 20.0 10.0 20.0
A. viscosus 4.0 8.0 15.0| > 20.0 8.0 > 20.0

Concentraciones expresadas en mg/mL
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Actividad de los extractos metandlico, hexanico y cloroférmico sobre la
curva de crecimiento bacteriano.

El extracto metandlico mostré una actividad bactericida sobre la cepa bacteriana
Staphylococcus aureus a partir de los primeros tiempos en las 3 concentraciones
(¥2 CMI, CMly CBM). Como se puede observar en la figura 6 y 7 hay un descenso
dréastico y significativo de las UFC.

=
c W O

@ TESTIGO
1/2 CMI
CMmI

—&—CBM

Log numero de sobrevivientes (UFC/mL)
[e)}

0 = L]
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (horas)

Figura 6. Actividad del extracto metandlico sobre la curva de crecimiento de

Staphylococcus aureus.

Figura 7. Actividad del extracto metandlico a las tres horas de interaccion

sobre Staphylococcus aureus.
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En la figura 8, se puede observar que el extracto metandlico, tuvo un efecto
bacteriostatico ante la cepa bacteriana Enterobacter aerogenes (donada por

FESC) para ¥>2 CMI y CMI en el que las UFC se mantuvieron durante la cinética.

Por otro lado, se puede observar que para CBM fue totalmente diferente ya que
presentd un efecto bactericida desde las cinco horas. Por lo que no se
observaron UFC. Cabe destacar que a partir de las cinco horas de interaccion
las colonias comenzaron a disminuir su grosor y tamafo para las
concentraciones de %2 CMI y CMI, a tal grado que no se podian contar a simple

vista (figura 9).
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Figura 8. Actividad del extracto metandlico sobre la curva de crecimiento de

Enterobacter aerogenes (FES-C).
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Figura 9. Actividad del extracto metandlico a las once horas de interaccion

sobre Enterobacter aerogenes (FES-C).

En el extracto hexanico se observd muy poca o casi nula la actividad
antibacteriana sobre Salmonella typhimurium. Sin embargo, a las once horas de
interaccién se nota un descenso de las UFC en CBM bastante drastico y
significativo, aunque después de este tiempo se recuperan y ascienden

nuevamente, aunque no al mismo nimero como se encontraban anteriormente.
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Figura 10. Actividad del extracto hexanico sobre la curva de crecimiento de

Salmonella typhimurium

Por otro lado, se mostré una actividad bactericida del extracto hexanico sobre
Staphylococcus aureus la cual desde las tres horas de interaccion comenzé a
descender para ¥2 CMI, CMI y CBM, como se puede observar en la figura 11. El

descenso de las UFC fue muy notorio y drastico.
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Figura 11. Actividad del extracto hexanico sobre la curva de crecimiento de

Staphylococcus aureus.

Figura 12. Actividad del extracto hexanico a las cinco horas de interaccion

sobre Staphylococcus aureus.

Por ultimo en el extracto cloroférmico mostré muy poca actividad antibacteriana
sobre Escherichia coli se puede notar que desde las tres horas de interaccion
hasta las 24 horas de interaccion no hay una disminuciéon de UFC en ¥ CMl, por
el contrario, hay un ascenso de UFC y después se estabiliza. Sin embargo, en

CMI se observa un comportamiento distinto en donde las primeras horas se ve
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un aumento y en seguida un descenso muy drastico sin embargo las UFC se
vuelven a reproducir. Algo similar ocurre con CBM, es decir, ocurre un descenso
de UFC en los primeros 3-5 horas de interaccion y después asciendo las UFC

manteniéndose en los ultimos tiempos (Figura 13).
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Figura 13. Actividad del extracto cloroférmico sobre la curva de crecimiento de
Escherichia coli.
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Figura 14. Actividad del extracto cloroférmico a las tres horas de interaccion

sobre Escherichia coli.

Para Staphylococcus aureus se muestra un comportamiento totalmente
diferente, el extracto cloroférmico se mostré con una actividad bactericida ya que
desde el tiempo cero (cuando se inicia el experimento) en la muestra que se
sembro en agar y se conto a las 24 horas, se observé que las UFC disminuyeron
en % CMI, CMIl y CBM. A tal grado que, para los ultimos dos tiempos, es decir,

alas 11y 24 horas, el extracto ha evitado el crecimiento de la cepa (Figura 15).
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Figura 15. Actividad del extracto cloroférmico sobre la curva de crecimiento de

Staphylococcus aureus.

Figura 16. Actividad del extracto cloroférmico a las once horas de interaccién
sobre Staphylococcus aureus.
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Capacidad antioxidante de los extractos de propdleo de Michoacan,

México.

Dadas las propiedades biolégicas mostradas, es sabido que algunas de ellas
estan relacionadas con los compuestos antioxidantes que estan presentes en el
propoéleo. El extracto metandlico presentd una capacidad antioxidante media
(CAs0) de 13.3 pg/mL, el extracto cloroférmico una capacidad antioxidante media
(CAs0) de 1195.3 pg/mL y para el extracto hexanico una capacidad de
antioxidante media (CAso) de 1124.571 pg/mL (Figura 17).

La Quercetina que fue utilizada como patron de referencia presentd una

capacidad antioxidante media (CAso) de 6.54 pg/mL.
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Figura 17. Actividad antioxidante de la Quercetina.
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Cuantificacion de Fenoles totales.

Los compuestos fendlicos estan correlacionados con la capacidad antioxidante,
mostrada anteriormente por lo cual se evalud su contenido presente en cada uno
de los extractos de propodleo. Obteniendo una concentracién de 0.74 mg eAG/g
para el extracto cloroférmico y 0.670 mg (eAG/g) para el extracto metandlico
(Figura 18).
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Figura 18. Curva patron para el calculo de fenoles totales.
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Cuantificacion de flavonoides totales.

Los extractos presentaron flavonoides los cuales son un grupo perteneciente a
los fenoles, con una estructura que les permite tener un poder antioxidante, para
atrapar especies reactivas de oxigeno y radical nitrégeno. El extracto metandlico

presentd 10.644 ug eQ/g y el extracto cloroférmico 4.891 ug eQ/g.

Flavonoides
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2 1 ‘
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Figura 19. Curva patron para el calculo de flavonoides.
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Caracterizacion Quimica.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

De acuerdo con los resultados del cromatograma (figura 20), con base a los
tiempos de retencion y el espectro de absorcion bajo luz UV, los extractos
presentaron los siguientes compuestos que se pueden observar en el (Cuadro
9).

CACIE, Sig=aa04 Rel=0 O'0-B 22 TOATARRID U0 T
HAL -

o

Figura 20. Cromatograma de analisis HPLC del extracto metandlico.
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Cuadro 9. Espectros de UV con los picos maximos de absorcion del extracto

metandlico.

1 é K 2.37 22]%3 Fenol simple
2 é i_/\ 2.67 22172 Fenol simple
3 ; i/\ 3.17 22172 Fenol simple
4 g \‘/\ 3.25 22% Fenol simple

——
w
o

| S—



T

]
' =y o T FrT
L TS
-
a
-
L
-
a
w
-
=
-
"
I e
= g T
-
-
-
-
-
L
a
L
-
L]
"
2 e e = )
T T
-
mr
e
mr
an
[

——

40

3.87

4.28

4.73

5.61

254

254,
288

210,
290

210,
290

208,
290

Fenol simple

Acido fendlico

Fenol simple

Fenol simple

Fenol simple

'



10

11

12

13

14

w
-
-
-
"
-
o
2 i e e = )
=y = TS
-
-
L
-
-
w
-
o
r= m

——

41

6.30

6.79

7.39

7.81
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15.26

16.55

18.22

21.93

35.33
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354
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362
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360

208,
292
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25 53.05 268, Flavanona

334

' 210, .
26 . 57.56 292 Flavonoide

De acuerdo con los resultados del cromatograma (figura 21), con base a los
tiempos de retencion y el espectro de absorcion bajo luz UV, los extractos
presentaron los siguientes compuestos que se pueden observar en el (Cuadro
10).

ERiF

H5.0

=
Bt
EET

Figura 21. Cromatograma del andlisis HPLC del extracto hexanico.
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Cuadro 10. Espectros de UV con los picos maximos de absorcion del extracto

hexanico.

] 216, .
1 2.37 Fenol simple
] 276

. 218, _

2 3.25 Fenol simple
- 284

3 kk 3.86 254 Fenol simple
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Acacetina

De acuerdo con los resultados del cromatograma (figura 22), con base a los

tiempos de retencién y el espectro de absorcion bajo luz UV, los extractos

presentaron los siguientes compuestos que se pueden observar en el (Cuadro

11).

254

[ROHE SR04 R DVIFBEER DA ARSR D TUE DM D

il

g

]

Figura 22. Cromatograma de analisis de HPLC del extracto cloroférmico
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Cuadro 11. Espectros de UV con los picos maximos de absorcion del extracto

cloroférmico.

No.
Espectro UV
Compuesto
1 f
2 f
T ———

-

} \K

T T T

4 ‘\k

T - T T T T -

Tiempo

de

retencion
(min)

2.47

291

3.43

4.83

5.24

max

(nm

222

222
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290

Compuesto

Fenol

Fenol

Fenol

Flavonoide

Flavonoide
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Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

El propoleo utilizado en este estudio se sometié a un analisis por Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas, el siguiente cromatograma
(figura 23) y el cuadro 12 muestran los diferentes componentes volatiles del

extracto metandlico.

Figura 23. Cromatograma de la CG-EM del extracto metandlico.
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Cuadro 12. Compuestos volatiles presentes detectados en el extracto

metandlico.

No. Compuesto Tiempo de retenciéon (min) % Area

1 18.77 1.15
2 18.89 1.03
3 19.31 1.25
4 19.42 1.05
5 20.18 1.70
7 22.62 44.01
8 22.97 2.55

Se detectaron 8 compuestos, pero ninguno pudo ser identificado con la base de

datos del equipo.

El propoleo utilizado en este estudio se sometié a un analisis por Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas, el siguiente cromatograma
(figura 24) y el cuadro 13 muestran los diferentes componentes volatiles del

extracto hexanico.

Abundance

TIC: PROPOLEC JEMMY-004 . Chdata. ms
41200000 I0.5814

As00000

400000

12.533

A1Zooooo
15.982

A000000 Z3.571

sS0000o0

sS00000

400000

Zooooo

=Lt

1Z. G

[,
L HELIN I o o S e e e s s ey e e B B B B B H S e LA m e e e S S e S S S B e e e e s
=<.00 .00 =.00 10.00 1200 1400 500 €200 Z0.00 IZT.00 ZL00

TIFeE—-

Figura 24. Cromatograma de la CG-EM del extracto hexanico.
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Cuadro 13. Compuestos volatiles presentes detectados en el extracto

hexanico.
OH
l}%
1 15.00 5.21 Acido palmitico /I
0___H
13-Tetradece-11- e
2 15.96 12 yn-1-ol S
3 17.13 31.28 Eicosano I

El propoleo utilizado en este estudio se sometié a un analisis por Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas, el siguiente cromatograma
(figura 25) y el cuadro 14 muestran los diferentes componentes volatiles del

extracto cloroférmico.
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Figura 25. Cromatograma de la CG-EM del extracto cloroférmico.
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Cuadro 14. Compuestos volatiles presentes detectados en el extracto

cloroférmico.

1 16.23 41.90 Hentriacontano I
17-
z 21.2 12. . W\/\/\/\/\/\/\&“\/\/\/\/\/W\/
4 06 Pentatriaconteno i
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DISCUSION.

El estudio del propdleo durante los ultimos afios ha tenido una gran importancia,
ya que se han encontrado un gran namero de propiedades, tales como la
actividad antibacteriana (Chaillou et al., 2004) y antioxidante (Palomino-Garcia,
2009; Bedascarrasbure et al., 2004). Algunas de estas propiedades han sido
relacionadas con el contenido de compuestos fendlicos, especialmente
flavonoides (Palomino-Garcia, 2009), a pesar de que en México el propéleo es
empleado desde hace muchos afios como parte de la medicina tradicional y de
que existe una gran variedad de productos comerciales, son muy pocos los
estudios que se han realizado respecto a su actividad biolégica (Quintero et al.,
2008).

En el propdleo se han encontrado moléculas con actividad antimicrobiana como
los metabolitos secundarios (flavonoides, cumarinas, terpenos), que son
utilizados como mecanismos de defensa contra patdégenos, esto concuerda con
lo reportado por autores como Moreno et al., (2007). También Se ha observado
que la mejor recoleccién de propodleo es antes de la llegada del invierno para
climas templados, mientras que, en climas tropicales, la mejor época de

recoleccion es al inicio de la estacion lluviosa (Farré et al., 2004).

El primer paso para aislar los compuestos biol6égicamente activos de los
extractos naturales, es el proceso de extraccién, debido a que en este paso se
debe obtener el o los compuestos de interés para su posterior purificacién
(Fabricant y Farnsworth, 2001).

Uno de los extractos mas comunes que utiliza la gente como antiséptico es el
extracto etandlico, fue por esto que el metanol se seleccion6 como solvente para
la elaboracion del extracto crudo, obteniendo asi un rendimiento de 14.24%,
seguido del extracto hexanico con 17.64%, el extracto cloroférmico fue el que
presentdé mayor rendimiento de 57.65%.

La cantidad de cera presente en el propdleo resulto alta, posiblemente esté
influenciado por multiples factores: la época del afio en que se recolecto, por una
mala manipulacion del apicultor (Arrate, 2008; Londofio et al., 2008; Martinez et

al., 2012) un gran contenido de ceras en muestras de propoleos crudos es
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desfavorable, porque en esta fraccion no estan los compuestos fendlicos, los

cuales se asocian con la actividad biologica (Cupull-Santana et al., 2013).

Como se pudo observar hubo una variacién en los colores obtenidos de los
extractos, los cuales van desde el café claro al café oscuro, pasando por el
amarillo. Esta variacion era esperada, ya que, al utilizar solventes de diferentes
polaridades, se extraen compuesto que se disuelven en una proporcion mayor

en el solvente cuya polaridad es similar a la del compuesto (Figura 2).

En lo referente a los resultados obtenidos en el analisis de varianza factorial se
pudo determinar que, si existieron diferencias significativas entre los extractos
metanolico, hexanico y cloroférmico, asi como en las cepas. Siendo el extracto
metandlico el mas activo, teniendo actividad contra las cepas bacterianas
Staphylococcus aureus y Enterobacter aerogenes (Figura 6 y 8) ademas de que
mostrd los mayores halos de inhibicion; el segundo extracto (hexanico) mostré
halos de inhibicibn menores al extracto metandlico (Cuadro 7).

Esto concuerda con lo reportado por Chaillou et al., (2004) y Lotti et al., (2010)
quienes estudiaron propéleos argentinos y encontraron que en el 50% de las
muestras se registraron halos de inhibicién mas de 12 mm de didmetro en cepas
de S. aureus, concluyendo que el diametro del halo de inhibicién depende del
contenido de flavonoides en los propéleos utilizados. Otros autores, también
refieren la actividad antibacteriana de propoleos de Sonora (Velazquez et al.,
2007), Venezuela (Manrique, 2006), Argentina (Chaillou et al., 2004) y
Campeche (Tolosa y Canizares, 2002) contra S. aureus, identificando en este

ultimo flavonoides y fenoles en su composicion.

La accion antimicrobiana que presentan los propéleos puede intervenir en la
estabilidad de la membrana, el incremento de la fluidez y la permeabilidad de la
misma, la perturbacion de las proteinas embebidas en la membrana, la inhibicion
de la respiracion y la alteracion del proceso de transporte de iones en las
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Carson et al., 2002; Brehm-Stecher
y Johnson, 2003) también se ha reportado que algunos flavonoides pueden

actuar a nivel de la sintesis de acidos nucleicos (Cushnie y Lamb, 2005).
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Ademas de lo anterior, fue posible observar una mayor tendencia por inhibir
bacterias Gram positivas por parte del propéleo, reduciendo el crecimiento de
Staphylococcus aureus. Esto puede deberse a que las bacterias Gram positivas
estructuralmente presentan un peptidoglucano que se encuentra dentro de una
matriz compuesta de &cidos teicoicos, teicuronicos y lipoteicoicos; lo cual
confiere a la pared celular una carga negativa neta, necesaria para que la célula
asimile cationes divalentes; esta caracteristica la hace mas sensible a los
compuestos polares a diferencia de las Gram negativas en las que la membrana
es mas resistente a los disolventes organicos y menos permeable a las

moléculas de caracter hidrofobico (Cimanga et al., 2002; Gros et al., 1985).

Segun el efecto de su accion sobre las bacterias, los antibi6ticos se clasifican en
bacteriostaticos y bactericidas, y depende de si la accion consiste en inhibir el
crecimiento o lisar la bacteria, inhibir una ruta metabdlica o actuar sobre una
enzima (Cué y Morejon, 1998). También para que sea un buen antibiético debe
actuar a cierta concentracion y durante determinado tiempo, para asegurar la

muerte o limitar el crecimiento de las bacterias (Pelczar y Chan, 1984).

Para conocer si el prop6leo present6 una actividad bactericida o bacteriostatica
y en qué momento empieza a actuar se realizo la prueba de curva de crecimiento
bacteriano. El propéleo presentd actividad bactericida sobre Staphylococcus
aureus ATCC- 33592 (Figura 6 y 7)) que es un patégeno que causa infecciones
de diversa gravedad en nifios y adultos (Laupland et al., 2003). Ademas, puede
causar diversas afecciones, entre las cuales incluyen lesiones superficiales tales
como abscesos de piel e infecciones de herida; infecciones sistematicas como
bacteriemia o sindromes toxémicos como la intoxicacién alimentaria (Espinoza y
Gomez, 2007).

Como se menciona, el propdleo tuvo efecto bactericida sobre Staphylococcus
aureus, cuyos mecanismos de accion incluyen debilitamiento de la pared celular,
de la sintesis proteica e inhibiciébn en el proceso de replicacion y expresion

genética (Palomino-Garcia, 2009; Lessio et al., 2009).

Es importante mencionar que las colonias que se contaron tanto para la CMI

como para la CBM, después del descenso se observaron mucho mas pequefias
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que las del grupo testigo. Esto nos indica que muy probablemente las bacterias

fueron afectadas por el propoleo.

De acuerdo con la actividad bioldgica del extracto metandlico del propdleo frente
a bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, se procedi6 a evaluar la
actividad antioxidante, en donde se sabe que los antioxidantes naturales pueden
ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos),
compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y
aminas) o carotenoides, asi como el acido ascorbico como lo reporta Soto
(2007). Estos protegen a lipidos y otros compuestos celulares del ataque de
agentes oxidantes como los radicales libres de oxigeno, superéxido y grupos

hidroxilo reactivos (Drago et al., 2006).

Lo anterior es de suma importancia ya que las células estan expuestas a
especies reactivas de oxigeno y son capaces de tolerar estados de estrés
oxidativo leve. Sin embargo, situaciones extremas de estrés oxidativo pueden

afectar el metabolismo celular (Soledad, 2007).

Los seres humanos y la mayoria de los organismos eucariéticos necesitan del
oxigeno para mantener una produccion de energia suficiente para sobrevivir. Sin
embargo, el oxigeno es potencialmente peligroso, principalmente debido a la
formacién de especies reactivas intermedias durante su utilizacion (Soledad,
2007), las cuales pueden llegar a lesionar macromoléculas como el ADN,
hidratos de carbono y las proteinas (Céspedes y Sanchez., 2000). Esto es a lo
gue se le denomina la paradoja aerobia (Soledad, 2007). Por otro lado, se le
puede llamar antioxidante a aquellos compuestos que protegen a lipidos y otros
componentes celulares del ataque de estos agentes oxidantes como los
radicales libres de oxigeno, superéxido y grupos hidroxilo reactivos (Drago et al.,
2006).

De tal manera que es muy importante evaluar la capacidad antioxidante de los
propéleos utilizados en este estudio, ya que los seres vivos se encuentran
constantemente expuestos a las especies reactivas del oxigeno, por lo tanto, es
de suma importancia destacar que las células pueden tolerar estados de estrés
oxidativo leve; sin embargo, situaciones severas de estrés oxidativo pueden

afectar el metabolismo celular: a través de la rotura de moléculas de ADN, del
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aumento de la concentracion de calcio intracelular, del dafio a proteinas y/o de

peroxidacién de lipidos (Soledad, 2007).

Ademas, con lo mencionado anteriormente cabe destacar que el extracto
metandlico del propbleo mostré un total de compuestos fendlicos de 0.670 mg
(eAG/g) y 10.644 pg/mL (eQ/g) de flavonoides, esto es importante pues va
relacionado con la capacidad antioxidante donde mostro una CAso media de 412
pug/mL (Figura 18). Esta propiedad antioxidante esta relacionada con el gran
contenido de flavonoides. Se sabe que el propdéleo es una de las fuentes mas
ricas en flavonoides y acidos fenolicos, que son ampliamente reconocidos como

fuertes antioxidantes (Jasprica et al., 2007).

A este respecto existen reportes contrastantes con respecto al papel de la
Pinocembrina como un buen antioxidante ya que, Ahn et al., (2009), encontraron
que la pinocembrina mostré una deficiente capacidad antioxidante. Ademas,
Sala et al., (2003), estudiaron las propiedades antiinflamatorias de flavonoides,

concluyendo que la pinocembrina exhibe actividad antiinflamatoria.

De este modo; en cuanto a la composicién quimica, los resultados obtenidos
mediante el analisis de HPLC y GC-MS realizado a cada uno de los extractos de
propdleo, encontramos que son ricos en flavonoides, y el principal compuesto
identificado fue la Pinocembrina, esto concuerda con lo reportado por Tolosa y
Caniizares (2002), quienes sefialan que entre los principales compuestos del
propéleo estan flavononas (Domingo y Lépez-Brea, 2003), flavonas, flavonoles
(Figuras 20, 21, y 22).

El compuesto encontrado en mayor abundancia fue la Pinocembrina la cual
posee propiedades antibacterianas, antifingicas (Cartaya y Reynaldo 2001) asi
como antioxidantes, ya que minimizan la peroxidacion lipidica y el efecto de los
radicales libres, contribuyendo a reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Castro, 2002). Por otro lado, los compuestos que no se
lograron identificar con la base del equipo se debid a que los propdleos son de
reciente estudio por lo cual no hay una actualizacion de la base de datos.

El estudio del propo6leo durante los ultimos afios ha tenido una gran importancia,

ya que se han encontrado un gran namero de propiedades y el hombre se ha
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encargado de aprovechar los nutrimentos en una opcion insuperable para
satisfacer las carencias en nutrimentos, o para ser empleados en el tratamiento

de diversas enfermedades (Londofio et al., 2008).

Sin embargo, y a pesar de que en México el propdleo es empleado desde hace
muchos afios como parte de la medicina tradicional y de que existe una gran
variedad de productos comerciales, son muy pocos los estudios que se han
realizado respecto a su actividad biologica (Quintero-Mora et al., 2008). Ademas,
en México, la informacion referente a su composicién quimica y sus propiedades
bioldgicas es escasa. Es asi que son importantes los estudios que avalen el uso
de estos productos naturales para conocer y establecer las propiedades y
composicién quimica de nuestros propoleos mexicanos, ya que estos han
demostrado no sélo su eficacia sino su diversidad en cuanto a su composicion

quimica y propiedades bioldgicas.
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CONCLUSIONES.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Las bacterias Gram positivas fueron mas susceptibles que las bacterias
Gram negativas a los tres extractos.

La especie bacteriana mas susceptible resulté ser Staphylococcus aureus
y Salmonella typhimurium la mas resistente para los tres extractos.

El extracto metandlico present6 la mayor actividad antibacteriana sobre
bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Los tres extractos presentaron una actividad bactericida sobre
Staphylococcus aureus.

Los extractos metandlico y cloroférmico presentaron una cantidad
importante de compuestos fendlicos y flavonoides.

El compuesto de mayor abundancia fue la Pinocembrina.

Los compuestos fendlicos son importantes en las propiedades

antimicrobianas del propdleo.
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APENDICES.
APENDICE 1. Zona de colecta.

El propdleo se obtuvo en grefia (propoleo en bruto) por los propios apicultores
en noviembre de 2016 y antes de ser procesado se conservo en oscuridad y a

temperatura ambiente.

El apiario donde se realiz6 la colecta del propdleo de Michoacan se encuentra
ubicada en el Cerro la Mole, perteneciente a Tirindaro, situado en el municipio
de Zacapu (figura 26). Se localiza al norte del estado, en las coordenadas 19°49'
de latitud norte y 101°47' de longitud oeste, a una altura de 1,990 metros sobre
el nivel del mar. Las principales actividades econdmicas de Zacapu son la

agricultura, industria, comercio, ganaderia y la artesania (Romero F.J, 2010).

Su clima es templado con lluvias en verano. Tiene una precipitacion pluvial anual
de 1068.9 milimetros y temperaturas que oscilan entre 7 y 24° C. Domina el
bosque mixto, con pino, encino y liquidambar. Su fauna se conforma por zorro,
cacomiztle, liebre, gato montés, tlacuache, zorrillo, coyote, comadreja y pato.
Como recursos naturales cuenta con una superficie forestal o maderable, que es
ocupada por pino y encino, la no maderable, es ocupada por matorrales diversos.

(Enciclopedia de los municipios y delegaciones de México, 2010)
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APENDICE 2

Técnica de maceracion.
(Dominguez, 1973)

El propoleo en grefia se limpid, pesé y se colocé en un matraz Erlenmeyer,
posteriormente se le agreg6é una cantidad de solvente hexanico necesario en
donde el propoleo quedo cubierto por este mismo (98.26 g de muestraen 1.5 L
de solvente), el recipiente se tap6 con papel aluminio para evitar la evaporacion

del solvente (figura 27).

Figura 27. Matraz Erlenmeyer con propdleo y solvente hexano.

El propodleo se dejé reposar con un minimo de 1 diay maximo de 3 dias, teniendo
en cuenta que la extraccion de los compuestos se vera reflejada en la coloraciéon

del liquido, entre mas oscuro mayor el rendimiento.

Por ultimo, se realizdé una destilacién a presion reducida en un rotavapor, para

obtener el extracto libre del solvente (figura 28).

Esta misma técnica se repitid para los tres extractos (hexanico, cloroférmico y

metanolico).

Figura 28. Destilacién de los extractos por medio de un rotavapor.
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APENDICE 3

Método de difusion en agar de Kirby-Baier
(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991)

Método para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los tres

extractos (hexanico, cloroférmico y metandlico).

*Medio: Para los ensayos con las cepas bacterianas se utilizd6 agar y caldo
Mueller-Hinton. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor
uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en
direccién lateral aumentando el tamafio de las zonas de inhibicién; un agar de
mas de 4 mm de espesor produce una mayor disolucion del antibiético hacia

abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

*Aplicacion de sustancias: Se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro
hechos de papel Whatman del N° 5. Para llevar a cabo la prueba de
susceptibilidad, los discos impregnados con las sustancias a evaluar se colocan
manualmente sobre la superficie del agar, utilizando una pinza estéril, deben
colocarse por lo menos a 22 mm uno del otro y a 14 mm del borde de la placa
para evitar que las zonas de inhibicion se superpongan o se extiendan hasta el
margen de la placa. Los sensidiscos se deben presionar suavemente con la

punta de la pinza, cuidando de no moverlos una vez colocados en su lugar.

*Preparacién de las muestras: en todos los casos se hacen diluciones para
gue los sensidiscos lleven la cantidad deseada de producto. Se utilizan 16 mg
para bacterias de los extractos disueltos en 10 pL del solvente correspondiente
a cada extracto. Sobre cada sensidisco se coloca la concentracién de cada

extracto a evaluar. Los sensidiscos se preparan 24 horas antes del bioensayo.

*Control positivo: Se evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con

sensidiscos con 5 L de cloranfenicol (25 ug).

*Control negativo: Sensidiscos a los que se les agrega 10 pL del solvente

empleado para disolver el extracto a evaluar.
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*Incubacién: Las bacterias son cultivadas en una caja de Petri con 20 mL de
agar, se colocan en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con
termostato) a 35°C, sin mayor tensién de COs..

Interpretacion de resultados: En el caso de existir zonas de inhibicién se
reporta el extracto como activo. Las zonas de inhibicion se miden con una regla
de calibracibn en milimetros. En todos los casos, esta prueba se haca por
triplicado y se reportaran los valores promedio, asociandoles su desviacion
estandar.
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APENDICE 4
Microtécnica de dilucidn en caldo.

(Koneman, 1996)

La microtécnica de dilucion en caldo se utiliza para la determinacién de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), la concentracion bactericida minima
(CBM).

Medio: La susceptibilidad de los microorganismos antimicrobianos se determina
en una serie de microtubos moldeados en una placa plastica con 96 pozos (placa
de cultivo con fondo en “u”). La placa se prepara colocando 50 uL de caldo
Mueller-Hinton (Bioxon 260) con la concentracion del extracto probado en las

concavidades apropiadas (1,2,4,8,10,15,20 mg/mL).

*Inéculo: Se prepara una suspension bacteriana inoculando una asada de la
colonia en estudio en 10 mL de caldo Miueller-Hinton (Bioxon 260) (bacterias),
posteriormente se incuba a 35°C durante 24 horas (produciendo en el caso de
las bacterias una concentracion de aproximadamente 1x108 UFC/MIly se diluyen
en caldo Muller-Hinton, para obtener una concentracion aproximada de 1x10°
UFC/mL. En cada una de los 96 pozos se colocaron 50 pL de las suspensiones

diluidas

*Control negativo: Como control negativo se coloca 50 pL de caldo Mueller-
Hinton (bacterias) con los microlitros del solvente empleado para disolver el

extracto

*Testigo: El testigo se preparara colocando 50 pL de caldo Mueller-Hinton en

los pozos mas 50 pL del cultivo bacteriano.

*Incubacioén: Una vez cargadas las placas con la suspension microbiana, se
cubren con una tapa para evitar el desecamiento durante la incubacion. Todas

las placas se incuban a 35°C durante 24 horas.

*Interpretacion de resultados: Después del tiempo de incubacion se afiade a
cada pozo 50 pL de una solucion al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada (TTC). La

placa se incuba 30 min.
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En los pozos donde se desarrollan organismos, el colorante es reducido a color
rojo visible, produciendo un botén rojo en el fondo de la concavidad. Donde no
hay desarrollo, la solucion permanecera clara. La concentracion a la cual existe
una disminucion drastica del crecimiento representa la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la concentracion que produce una inhibicion completa del
desarrollo representa la Concentracion Bactericida Minima (CBM). En todos los

casos, esta prueba se hace por triplicado.

——

81

'



APENDICE 5

Actividad del extracto metandlico, hexanico y cloroférmico sobre la curva
de crecimiento bacteriano.

(Muroi et al., 1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene el extracto sobre el
crecimiento bacteriano, basandose en las CMI y CBM y asi determinar los

impactos necesarios para que se produzca la inactivacion.

*Medio: Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Miiller-Hinton. El
medio se coloca en cajas septadas. Es importante que el medio alcance en la

placa un espesor uniforme de 4 mm.

*Inéculo: Se prepara el indculo con aproximadamente 1x108 UFC/mL en un tubo
de ensayo con 10 mL de caldo Mueller-Hinton (esta concentracidén bacteriana se

obtiene en un periodo de 24 horas de incubacion).

Con ayuda de una micropipeta, se inoculan 0.1 mL de la suspension bacteriana
en los tubos que contienen los extractos a evaluar. La concentracion final es de
aproximadamente de 1x10°> UFC/mL en cada tubo. Se incubara en una estufa a
35°C sin presion de COa.

*Aplicacion de sustancias: Se prepara en tubos con 10 mL de caldo Mueller-
Hinton con las concentraciones de CMI, ¥2 CMI y CBM. Se muestre6 cada hora
durante los primeros 4 tiempos: T0-0, T1-1, T2-2, T3-3, T4-4 (tiempo-horas
trascurridas), después 2 muestreos cada dos horas, un muestreo a las 12 hrs y
finalmente a las 24 hrs. En cada tiempo se realizan diluciones en tubos con
solucion salina para determinar las unidades formadoras de colonias en cada
tubo.
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e Testigo: Se prepara un tubo sin extracto como testigo.

e Incubacién: Las cajas se incuban durante 24 hrs a 35°C.

e Interpretacion de resultados: Se cuentan las colonias de cada
concentracion y dilucion. Se grafica el logaritmo del numero de
sobrevivientes contra el tiempo para determinar el nUmero de impactos
necesarios para que produzca la inactivacion, se prolonga la zona lineal
de la curva de supervivencia hasta su insercion con el eje de las

ordenadas.
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APENDICE 6

Método de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH).
(Okusa et al., 2007)

El 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) es un radical libre, con un electron
desapareado que le da una coloracion violeta y que no se dimeriza. Cuando el
DPPH esta en contacto con una sustancia que le puede donar un &tomo de
hidrogeno, éste se reduce produciendo un cambio de color de violeta a amarillo,

coloracién dada por el grupo picril (Molyneux, 2004).

Con base a lo anterior, la Capacidad Antioxidante Media (CAso) se evalla
midiendo el grado de decoloracién de una solucion metandlica de DPPH, por la
adicion del compuesto activo a diferentes concentraciones (1-100 ppm). A partir
de la medicion obtenida por medio de espectrometria UV-VIS, se determina la

concentracion a la cual el radical es reducido al 50 %.
Solucién DPPH

Se prepara en un matraz aforado pesando 0.00197 (0.002 gr) y agregando 50
mL de MeOH grado HPLC.

Las concentraciones a evaluar son las siguientes: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800,

900, y 1000 ppm, las cuales se preparan siguiendo la tabla, en frascos de 1 mL.
Para la concentracion de 1, 2, 3y 4 ppm hacer:

Del stock (5 mg en 5 mL MeOH) tomar 20 pL que llevaran 0.02 mg = 20 ug y
agregar 180 pL de MeOH, el volumen final serdn 200 pL. De este nuevo stock

tomar:
[1ppm ML stock ML MeOH
1 ‘ 10 990
2 20 980
3 30 970
4 40 960
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Del stock (5 mg en 5 mL de MeOH) tomar:

[1ppm

ML stock

pL MeOH

994

998

10

10

990

30

970

50

950

70

930

90

910

150

150

850

250

250

750

400

400

600

600 600 400
800 800 200
1000 1000 0
( 1
1 % )



Aplicacion de sustancias

En una placa de ELISA se adicionan 50 pL de la solucién problema a diferentes
concentraciones (1-1000 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las
concentraciones sefialadas, se adicionan 150 pL de una solucién metandlica de
DPPH cuya concentracion final es de 100 uM; inmediatamente se protege de la
luz envolviéndola con papel aluminio y se incuba durante 30 min a 37 °C. Una
vez transcurrido el tiempo se determina la absorbancia a 540 nm en un lector de
ELISA. Es importante sefalar que se emplean este tipo de placas debido a que

el material no reacciona con los solventes empleados.
Blanco

Se llenan pozos con 200 pL de metanol grado HPLC.
Control positivo

Se realiza una curva patron de quercetina a las mismas condiciones que el

compuesto problema.
Interpretacion de resultados

Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reduccién y se calcula

con la siguiente formula:

% Reduccién del DPPH=(C-E/C) *100

En donde:

C= Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH

E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPH (150 uL) + Solucién problema (50
pL).
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APENDICE 7

Determinacion de la concentraciéon de Fenoles Totales (CFT)
(Método modificado de Singleton et al., 1999)

La concentracion de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometria con
base en una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion, dénde es empleado el
reactivo de Folin-Ciocalteau que actia como agente oxidante. El reactivo de
coloracién amarilla y pH acido, contiene molibdato y tungstato sodico que tienen
la capacidad de reaccionar con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotlingstico. La transferencia de electrones a pH bésico reduce
los complejos fosfomolibdico-fosfotlingstico en 6xidos, cromogenos de color azul
intenso, de tungsteno (WsOz23) y molibdeno (MosOz23), siendo proporcional este

color al niumero de grupos hidroxilo de las moléculas (Gutiérrez et al., 2008).

Para la curva de calibracion se emplea acido galico, que es una pequefia
molécula que, debido a su estabilidad y su estructura fendlica, presenta un grupo

benceno unido a un grupo —OH (Aguilar et al., 2003).
Curva de calibracion

Se utiliza una solucién estandar acido gélico de 0.2 mg/mL. A partir de ésta
solucibn se toman las alicuotas correspondientes para obtener las
concentraciones seriadas de acido galico (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05y 1
mg/mL), a cada una se le agrega el volumen correspondiente de agua destilada
para obtener las concentraciones mencionadas a un volumen final de 1 mL,

cuadro 18.
Preparacién del extracto

Se prepara una solucion estandar (0.2 mg/mL), de la cual se tomé una alicuota
de 250 pL y se agregan 750 pL de agua destilada, para obtener las

concentraciones mencionadas a un volumen final de 1 mL.
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Cuadro 15. Curva patrén para la determinacion de fenoles totales

Acido

) Patron Agua Agua Folin-
Tubo galico i i i i Na,COs
(acido destilada  destilada @ Ciocalteau
(mg/mL) . (mL)
galico pL) (uL) (mL) (ML)
Blanco @ --------- | s e 7 500 15
1 0.00625 @ 31.25(31) 968 7 500 15
2 0.0125 62.5 937 7 500 15
3 0.025 125 875 7 500 1.5
4 0.05 250 750 7 500 1.5
5 0.1 500 500 7 500 1.5
6 0.2 1000 0 7 500 1.5
problema @ ----- 250 750 7 500 15

Se toma 1 mL de cada una de las concentraciones (acido gélico y extracto) y se
transfiere a un tubo de ensayo con 7 mL de agua destilada a continuacion se

adicionan 500 pL de reactivo Folin-Ciucalteu.

Después de cinco minutos se afadira 1.5 mL de una solucién de Na2COs (200
g/L).

Después de dos horas de reaccién a temperatura ambiente se determina la

absorbancia a 760 nm. Cada concentracion se determina por triplicado.
Interpretacion de resultados

Se grafica la concentracidén contra la absorbancia para obtener la curva patrén
de acido gélico, se realiza un andlisis de regresion lineal y se interpola la

absorbancia de la muestra a evaluar.

Los resultados se expresan como equivalentes de &cido galico o bien en

porcentaje.
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APENDICE 8

Cuantificacion de flavonoides totales.
Método de Dowd (Ramamoorthy y Bono, 2007)

Este método se basa en el cambio de la coloracion de una solucion de AICl3
(incolora) a amarilla por la formacion de complejos estables acidos con el grupo
ceto en C-2 y, o bien el grupo hidroxilo C-3 0 C-s de flavonas y flavonoles, asi
como por la formacion de complejos labiles acidos con los grupos orto-dihidroxil

en el anillo A o B de los flavonoides (Kalita et al., 2013)

Stock de quercetina

Se pesan 3 mg de quercetina en 3 mL de MeOH grado HPLC.
Curva patrén

Se toman alicuotas necesarias del stock de quercetina para la preparacion de la
curva patrén, con las concentraciones: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 ppm y se les agrega 1mL de AICls al 2 %.

Para la concentracion de 1, 2, 3, 4y 5 ppm hacer:

Del stock de quercetina tomar 20 L que llevaran 0.02 mg = 20 ug y agregar 180
uL de MeOH, el volumen final seran 200 pL. de este nuevo stock tomar:

[1ppm ML Stock Quercetina ML MeOH (ALCL3) al 2 %
1 ‘ 10 990 1
2 20 980 1
3 ‘ 30 970 1
4 40 960 1
5 1

‘ 50 950

Del stock de quercetina (3 mg en 3 mL de MeOH) tomar:

[1ppm Ml Stock Quercetina ML MeOH (AlLCLlz) al 2 %
6 ‘ 6 994 1
7 7 993 1
8 8 992 1
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9 9 991 1
10 10 990 1
20 20 980 1
30 30 970 1
40 40 960 1
50 50 950 1
60 60 940 1
70 70 930 1
80 80 920 1
90 90 910 1
100 100 900 1

Stock de extracto

Se pesa 0.02 g de extracto metandlico, se disuelve en 3 mL de MeOH grado
HPLC.

Blanco

Se toma 1mL del stock del extracto y 1 mL de MeOH grado HPLC.
Problema

Se roma 1 mL del stock del extracto y se le agrega 1 mL de AICl3 al 2 %.

Se vacian 200 pL de las soluciones preparadas para la curva patrén, el problema,

el blanco y el control negativo en una placa de ELISA, por triplicado.

Después de 10 minutos de reaccién a temperatura ambiente se determina la

absorbancia a 450 nm.
Interpretacion de resultados

Se grafica la concentracidén contra la absorbancia para obtener la curva patron
de quercetina, se realiza un analisis de regresion lineal y se interpola el promedio

de la absorbancia de la muestra a evaluar.
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APENDICE 9

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

En cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), la
muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatogréfica.
La elucion se produce por el flujo de una fase movil de un gas inerte y a diferencia
de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las
moléculas del analito; su Unica funcion es la de transportar el analito a través de

la columna.

Cromatografo de Gases Modelo 6850 y un Espectrometro de Masas Modelo

5975 C, Marca Agilent Technologies.

Columna RTX 30 m de largo por 0.25 mm de didmetro interno por 25 micras de

pelicula.
Condiciones de corrida para las fracciones (Método hexanico):

e Temperatura del inyector: 250 °C

¢ Modo de inyeccion: Split

e Radio: 33.5:1

e Purga de flujo del Split: 29.9 mL/min
e Flujo de corrida: 35 cm/seg

Horno:

e Temperatura inicial: 70°C

e Rampa de calentamiento: 15°C por minuto hasta 290 °C, se mantiene
6 min.

e Tiempo de corrida total: 21.67 minutos

e Linea de transferencia: 290°C

Detector del espectrémetro de Masas:

e Método de adquisicion de datos. Full Scan

¢ Rango de masas: 35-600 m/z

e Temperatura de cuadrupolo: 150°C

e Temperatura de la fuente de ionizacién: 230°C
e Impacto electronico: energia de 70 eV
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APENDICE 10

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC- DAD).

Este método es ampliamente usado para la separacion, identificacion,
purificacion y cuantificacion de componentes de productos naturales (Gurib-
Fakim, 2006). Es un tipo de cromatografia en columna, se utiliza para separar
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones

quimicas entre las sustancias analizadas y la columna cromatogréfica.

Los elementos que participan en la interaccion en un HPLC son: fase movil, fase

estacionaria y la muestra.

En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatografica a través
de la fase estacionaria, la cual presenta pequefias particulas con ciertas
caracteristicas quimicas en su superficie. La muestra pasa mediante el bombeo
de liquido (fase movil) a alta presién a través de la columna. La muestra a
analizar es introducida y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a
medida que adelantan por la columna. El grado de retencion de los componentes
de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la composicion de la
fase estacionaria y de la fase maovil. El tiempo que tarda un compuesto a ser
eluido de la columna se denomina tiempo de retencion y se considera una
propiedad caracteristica que identifica a un compuesto en una determinada fase
movil y estacionaria. La utilizaciéon de presion en este tipo de cromatografias
incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y reduce

asi su difusién dentro de la misma mejorando la resolucién de la cromatografia.

Andlisis de la composicion quimica del extracto metandlico del propdéleo

de Michoacan, México, mediante cromatografia liquida de alta resolucion.

Se us0 HPLC para caracterizar quimicamente 30 pL/ de los extractos de
propoéleo. El extracto se inyectd a una concentracion de 3 mg/mL en un HPLC
modelo 1100 (HEWLETT-Packard, Wilmington DE, USA). Equipada con un
detector de red de diodos (DAD) 1100 ChemStation A0903 operando bajo los

siguientes parametros:
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Separacion isocratico usando una fase movil: metanol-acetonitril-agua
(25:25:50% acidificado) durante 60 minutos.

Columna Discovery C-18 (250x4,6 mm) a 269 bar de presion y un rango
de temperatura de 22 °C — 23 °C

Velocidad de flujo: ImL/min

Matriz de detectores de diodos con ajuste del detector a 260 nm

Escaneo completo de 200-400 nm

Los constituyentes se identificaron en base a una comparacién del tiempo

de retencion y el espectro UV con los de los estandares.
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APENDICE 11.
Andlisis estadistico.

Descriptive Statistics: Halo

Variable Extracto N N* Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
Halo Cloranfenicol 70 0 19.807 3.985 11.000 16.000 21.000 23.000 25.000
Clorofdérmico 70 0 5.941 2.495 0.000 6.000 7.000 7.000 8.000
Hex&nico 70 0 6.9000 0.5934 6.0000 7.0000 7.0000 7.0000 9.0000
Metandlico 70 0 15.079 3.155 9.000 12.000 16.000 18.000 20.000

Descriptive Statistics: Halo

Variable Cepa bacteriana N N* Mean StDev Minimum Ql Median Q3 Maximum
Halo A. viscosus 20 0 13.20 6.95 6.00 7.00 10.00 20.75 23.00
E. aerogenes 40 0 12.13 7.17 0.00 7.00 10.00 17.00 25.00
E. coli 20 0 11.95 7.10 0.00 7.00 9.00 20.75 23.00
E. faecalis 20 0 10.75 5.25 7.00 7.00 8.00 16.75 20.00
P. aeruginosa 20 0 10.80 5.96 0.00 7.00 10.50 16.75 18.00
P. agglomerans 20 0 11.20 5.94 6.00 7.00 8.50 18.50 21.00
P. miriabilis 20 0 12.00 5.23 0.00 8.00 11.50 17.00 19.00
S. aureus 20 0 12.30 7.45 0.00 7.00 9.50 20.75 25.00
S. epidermitis 20 0 10.20 5.42 0.00 6.00 9.00 16.25 19.00
S. flexneri 20 0 13.50 7.33 7.00 7.00 9.50 22.00 24.00
S. mutans 20 0 11.64 6.14 5.05 5.96 10.55 18.55 19.70
S. typhi 20 0 13.05 6.48 7.00 7.00 11.50 20.25 22.00
S. typhimurum 20 0 12.20 6.87 0.00 7.00 10.00 20.25 22.00
Boxplot of Halo
Descriptive Statistics: Halo
Results for Extracto = Cloranfenicol
Variable Cepa bacteriana N N* Mean StDev Minimum Q1 Median 03 Maximum
Halo A. viscosus 5 0 21.600 0.894 21.000 21.000 21.000 22.500 23.000
E. aerogenes 10 0 19.50 5.42 13.00 14.75 19.50 25.00 25.00
E. coli 5 0 22.600 0.548 22.000 22.000 23.000 23.000 23.000
E. faecalis 5 0 19.400 0.548 19.000 19.000 19.000 20.000 20.000
P. aeruginosa 5 0 15.000 0.707 14.000 14.500 15.000 15.500 16.000
P. agglomerans 5 0 21.000 0.000000 21.000 21.000 21.000 21.000 21.000
P. miriabilis 5 0 16.800 1.304 16.000 16.000 16.000 18.000 19.000
S. aureus 5 0 23.800 0.837 23.000 23.000 24.000 24.500 25.000
S. epidermitis 5 0 11.000 0.000000 11.000 11.000 11.000 11.000 11.000
S. flexneri 5 0 23.800 0.447 23.000 23.500 24.000 24.000 24.000
S. mutans 5 0 19.700 0.000000 19.700 19.700 19.700 19.700 19.700
S. typhi 5 0 21.600 0.548 21.000 21.000 22.000 22.000 22.000
S. typhimurum 5 0 22.000 0.000000 22.000 22.000 22.000 22.000 22.000
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Results for Extracto = Cloroformico

Variable Cepa bacteriana N N* Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
Halo A. viscosus 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
E. aerogenes 10 0 4.80 3.33 0.00 0.00 7.00 7.00 7.00
E. coli 5 0 5.60 3.13 0.00 3.50 7.00 7.00 7.00
E. faecalis 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
P. aeruginosa 5 0 4.00 3.67 0.00 0.00 6.00 7.00 7.00
P. agglomerans 5 0 7.200 0.447 7.000 7.000 7.000 7.500 8.000
P. miriabilis 5 0 6.20 3.49 0.00 3.50 8.00 8.00 8.00
S. aureus 5 0 6.00 3.39 0.00 3.50 7.00 8.00 8.00
S. epidermitis 5 0 5.20 2.95 0.00 3.00 6.00 7.00 7.00
S. flexneri 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
S. mutans 5 0 5.770 0.402 5.050 5.500 5.950 5.950 5.950
S. typhi 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
S. typhimurum 5 0 5.60 3.13 0.00 3.50 7.00 7.00 7.00
Results for Extracto = Hexanico
Variable Cepa bacteriana N N* Mean StDev Minimum Q1 Median Q03 Maximum
Halo A. viscosus 5 0 6.400 0.548 6.000 6.000 6.000 7.000 7.000
E. aerogenes 10 0 6.900 0.316 6.000 7.000 7.000 7.000 7.000
E. coli 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
E. faecalis 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
P. aeruginosa 5 0 6.800 0.447 6.000 6.500 7.000 7.000 7.000
P. agglomerans 5 0 6.800 0.447 6.000 6.500 7.000 7.000 7.000
P. miriabilis 5 0 8.400 0.548 8.000 8.000 8.000 9.000 9.000
S. aureus 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
S. epidermitis 5 0 6.400 0.548 6.000 6.000 6.000 7.000 7.000
S. flexneri 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
S. mutans 5 0 6.0000 0.000000 6.0000 6.0000 6.0000 6.0000 6.0000
S. typhi 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
S. typhimurum 5 0 7.0000 0.000000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000 7.0000
Results for Extracto = Metandlico
Variable Cepa bacteriana N N* Mean StDev Minimum Q1 Median Q03 Maximum
Halo A. viscosus 5 0 17.80 2.77 13.00 15.50 19.00 19.50 20.00
E. aerogenes 10 0 17.300 1.494 15.000 16.000 17.000 18.250 20.000
E. coli 5 0 12.60 2.51 11.00 11.00 12.00 14.50 17.00
E. faecalis 5 0 9.600 0.548 9.000 9.000 10.000 10.000 10.000
P. aeruginosa 5 0 17.400 0.548 17.000 17.000 17.000 18.000 18.000
P. agglomerans 5 0 9.800 0.837 9.000 9.000 10.000 10.500 11.000
P. miriabilis 5 0 16.600 1.517 14.000 15.500 17.000 17.500 18.000
S. aureus 5 0 12.400 1.140 11.000 11.500 12.000 13.500 14.000
S. epidermitis 5 0 18.200 0.447 18.000 18.000 18.000 18.500 19.000
S. flexneri 5 0 16.20 2.77 12.00 13.50 17.00 18.50 19.00
S. mutans 5 0 15.100 0.000000 15.100 15.100 15.100 15.100 15.100
S. typhi 5 0 16.600 0.894 16.000 16.000 16.000 17.500 18.000
S. typhimurum 5 0 14.200 1.095 13.000 13.000 15.000 15.000 15.000
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