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Resumen

El propóleo es un producto apícola que se compone de resinas, ceras, aceites

esenciales, ácidos grasos, polen entre otros elementos.

Tiene una variedad de propiedades biomédicas usos en distintas industrias como

la alimenticia, la dermatológica como antiséptico, desinfectante, antiinflamatorio,

antihelmíntico y antifúngico.

Las bacterias presentan una alta capacidad adaptativa al medio donde se

desarrollan, lo que les permite ajustarse a condiciones adversas y garantizar su

sobrevivencia, esta resistencia antibiótica se define como la capacidad de un

microorganismo para sobrevivir en presencia de un compuesto tóxico (antibiótico o

antiséptico), permitiendo que éstas se multipliquen en presencia del fármaco.

Por la anterior razón, el presente estudio tuvo como objetivo general determinar la

actividad antibacteriana de una muestra de propóleo obtenida de la región de

Cuautitlán Izcalli, Estado de México, México.

La actividad antibacteriana de este propóleo fue evaluada cualitativamente, se

determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la concentración Bactericida

Mínima (CBM) por la microtécnica de dilución en caldo, se determinó la actividad

antioxidante por el método de DPPH, se cuantificó la cantidad de fenoles y

flavonoides totales, se determinó la composición química mediante Cromatografía

Líquida de Alta Resolución con arreglo de diodos (HPLC-DAD) y Cromatografía de

Gases acoplada a Espectrometría de Masas (GC-MS).

Se probó su efectividad antibacteriana del extracto metanólico de propóleo de A.

mellifera sobre cepas Gram positivas y Gram negativas, siendo Staphylococcus

aureus CDBB-1044 la más sensible.

La Capacidad Antioxidante media (CA50) mostrada en el ensayo de reducción de

DPPH fue de 165 μg/mL, la cantidad de compuestos fenólicos de 62.8 mg (e

AG/g) y 8.62 mg/mL (e Q/g) de flavonoides. La caracterización química del
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extracto metanólico de propóleo se realizó por cromatografía líquida con arreglo

de diodos (HPLC-DAD) y el compuesto detectado fue naringina y una

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-EM) detectó los

compuestos galangina, crisina y pinocembrina en mayor abundancia.

El extracto metanólico de propóleo de Cuautitlán Izcalli presenta una mayor

actividad antibacteriana en bacterias Gram positivas que en Gram negativas, el

compuesto con mayor abundancia fue galangina, el extracto tiene una capacidad

antioxidante, ligada a la concentración de sus compuestos bioactivos.

Palabras clave: Propóleo, Apis mellifera, capacidad antioxidante, actividad
antibacteriana.
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Introducción

El Propóleo

El origen etimológico viene del griego «προπλεως» (propoleōs), forma genitivo de

«προπολις» (propolis); y significa en “defensa de la ciudad (o colmena)”,

Geopropolis es el equivalente del propóleos de abeja melífera, producido por

himenópteros (Hymenoptera: Meliponinae) (Peña, 2008).

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017 define al propóleo como

nombre genérico que se da a las sustancias resinosas recolectadas y procesadas

por las abejas, de la especie Apis mellifera, de la vegetación circundante al

apiario, es de aspecto resinoso, su color puede variar dependiendo de su origen

desde el rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro, verde castaño, pardo o negro, con

sabor amargo y ligeramente picante (NOM-003, 2017). El propóleo es una

sustancia altamente adhesiva, usada por las abejas para sellar los agujeros, fijar

los panales de miel, pulir las paredes interiores y proteger la entrada contra los

intrusos, difiere en función de la variedad de abejas, el clima, la flora y el

dispositivo de recolecta, mucha de la investigación se ha realizado con muestras

de propóleos alrededor del mundo, en Latinoamérica encabeza Brasil, México y

Argentina (Kumazawa et al., 2003).

Uso e historia del propóleo

El uso del propóleo para fines curativos no es reciente, existe evidencia histórica

que data del año 300 a. C. sobre el uso de los propóleos con fines medicinales, en

el antiguo Egipto lo utilizaban para embalsamar a sus momias (Russo et al., 2004)

y en Grecia se conocían sus propiedades antisépticas y cicatrizantes, Hipócrates

en el año 460-377 a. C. lo administró para el tratamiento de úlceras en piel y por

ello lo utilizaban para combatir numerosas enfermedades, y Aristóteles en el año

384-322 a. C. para el tratamiento de abscesos y heridas (Fernández, 2008). En

Roma también fue muy importante en su mitología cuando señala que el dios

Júpiter transformó a la bella Melisa en una abeja para que pudiera producir una

3



sustancia curativa: el propóleo. Aparece citado en el Corán y se tiene constancia

de que los incas utilizaban este para tratar estados febriles (Bermello, 2010). Se

tienen registros en el México prehispánico del uso de la miel y el propóleo para

distintos malestares como curaciones, caspa, dolor de garganta, tos, quemaduras

de piel, hipo y dolor en articulaciones (Nárez, 1988).

Origen Botánico y perfil palinológico del propóleo del Valle de México.

El origen botánico de algunos propóleos se ha determinado mediante el análisis

polínico y por comparación de fracciones epidérmicas de plantas de referencia con

secciones aisladas de propóleos. Con el advenimiento de los métodos

instrumentales de análisis, se han podido determinar más de 300 principios activos

según su origen biogeográfico en zonas templadas y tropicales del mundo

(Urushisaki et al., 2011). A diferencia de las anteriores, en ambientes tropicales las

abejas acuden a otras fuentes para suplir las necesidades de sostenimiento de las

colonias y buscar resinas y exudados de las plantas para la elaboración de sus

propóleos, en consecuencia, se presentan importantes diferencias en su

composición química, la cual depende de la flora local (Silva-Carvalho et al.,

2015).

La flora apícola de mayor interés involucra una serie de especies propias que se

pueden clasificar según las zonas de vida y los pisos térmicos, como lo indican

varios trabajos de identificación taxonómica y palinológica de plantas visitadas por

las abejas en áreas andinas y páramos (García et al., 2011). Los propóleos de

tonalidades rojizas de Cuba y México se han relacionado con especies del género

Clusia (C. grandiflora, C. lanceolata, C. paralicola, C. parviflora y C.

espisanctensis) (Corbellini et al., 2017).

La gran diversidad de condiciones ecológicas tiene como reflejo, la existencia de

numerosas comunidades vegetales dentro del Valle de México, sus caracteres

más sobresalientes de los principales tipos de vegetación descritos por Rzedowski

y Rzedowski (2005) son:
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● Bosque de Abies: Su distribución se concentra en las serranías de la mitad

meridional del Valle, en altitudes entre 2700 y 3500 m. La especie

dominante y exclusiva en el estrato superior es Abies religiosa; de otros

árboles a veces presentes pueden mencionarse: Alnus jorullensis,

Cupressus lusitanica, Quercus laurina, Salix paradoxa, Pseudotsuga

macrolepis, Garrya laurifolia, Prunus serotina spp. capuli. Los más comunes

en estratos inferiores son: Symphoricarpos microphyllus, Eupatorium

glabratum, Senecio angulifolius, S. platanifolius, S. barba-johannis, S.

sanguisorbae, Acaena elongata, Brachypodium mexicanum, Sigesbeckia

jorullensis, Alchemilla procumbens, Salvia elegans, Thuidium delicatulum.

● Bosque Mesófilo de Montaña: En las laderas abruptas y fondos de algunas

cañadas del Iztaccíhuatl y de la Sierra de las Cruces se encuentra este tipo

de vegetación, se le observa entre 2500 y 2800 m de altitud y las especies

dominantes son Clethra mexicana, Cornus disciflora, Garrya laurifolia, Ilex

tolucana, Meliosma dentata, Prunus prionophylla y Quercus laurina.

● Bosque de Quercus: Prosperan en altitudes entre 2350 y 3100 m y los

árboles dominantes son Q. laeta, Q. deserticola, Q. crassipes y Q. obtusata.

● Bosque de Juniperus: Ocupa extensiones grandes sobre laderas de cerros

en altitudes entre 2450 y 2800 m. La especie dominante es Juniperus

deppeana, tienen entre sí mucho espacio libre que favorece la presencia de

arbustos y plantas herbáceas heliófilas como Agave inaequidens, Quercus

microphylla, Gymnosperma glutinosum, Brickellia veronicifolia, Eupatorium

espinosarum, E. scorodonioides, Stevia salicifolia.

● Matorral de Quercus: Esta es una comunidad arbustiva baja dominada por

Quercus frutex, en altitudes entre 2350 y 3100 m, de las pocas especies

que conviven con Q. frutex pueden mencionarse Dasylirion acrotriche,

Nolina parviflora, Painteria leptophylla, Rhus standleyi.

● Pastizales: Domina Hilaria cenchroides, en laderas de pendientes

moderadas de lomeríos y cerros entre 2300 y 2700 m de altitud, Las

especies que acompañan a la dominante son: Abildgaardia mexicana,

Bouteloua radicosa, B. hirsuta y Stevia serrata.
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Para la zona de estudio en Cuautitlán Izcalli las especies de plantas dominantes

son Eucalyptus globulus Labill., Ricinus communis L. y Callistemon citrinus

conocidas como Eucalipto, Higuerilla y Cepillo o Escobillón rojo respectivamente

(Rodríguez et al., 2020).

Composición química del propóleo

Los compuestos activos del propóleo incluyen carbohidratos, minerales,

terpenoides, polifenoles, vitaminas, aminoácidos, entre otros componentes activos

que dependen de la ubicación geográfica y taxa de la abeja (Gao et al., 2018). El

propóleo por composición contiene 30% de ceras, 50% de resinas viscosas y

otros materiales orgánicos, polen 5% y un 20% de aceites esenciales. Sus

componentes bioactivos pueden ser tanto como 70%, del cual 58% son

polifenoles, y 20% flavonoides (Sforcin, 2016) (Cuadro 1, 2).

Los flavonoides son conocidos por sus propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias, anti mutagénicas, anti carcinogénicas y recientemente se han

hecho estudios que han comprobado la capacidad que tienen para modular la

función enzimática como la xantina oxidasa (XO) y la ciclooxigenasa (COX),

además ha despertado interés su uso para reducir enfermedades

cardiovasculares, estas moléculas consisten en estructuras fenólicas de 15

carbonos con dos anillos bencénicos A y B, que se conectan de un anillo de pireno

el cual contiene un átomo de oxígeno (Panche et. al., 2016). En la actualidad se

conocen alrededor de 6000 flavonoides diferentes, entre diferentes subgrupos que

incluyen las chalconas, las flavonas, flavonoles e isoflavonas, en conjunto tienen

como función proteger las plantas de los rayos UV, contra sequías, heladas,

aportarles coloración y aroma (Seal, 2016).

Un ejemplo se encuentra en el trabajo realizado por Velikova et al. 2000, en el

cual se determinó la composición química de propóleos provenientes de Bulgaria,

Turquía, Grecia y Argelia en donde se encontró principalmente flavonoides y

ésteres de ácidos cafeicos (Ácido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico) y ácido

ferúlico (ácido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)propil-2-enoico), e indicó que la
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fuente principal de estos provenían de los capullos de álamo del género Aegieros

(Velikova et al., 2000). Otro estudio con muestras de propóleo recolectado en

Brasil y analizado por técnicas de cromatografía encontraron que los componentes

principales fueron compuestos fenólicos (flavonoides, ácidos aromáticos y

benzopirenos), diterpenos, triterpenos, aceites esenciales entre otros compuestos

en menor concentración (Boudourova-Krasteva et al., 1997).

Cuadro 1. Composición promedio de propóleos (Sforcin, 2016).

COMPOSICIÓN %

Resinas 45-55

Ceras 7.55-35

Aceites esenciales 5-10

Ácidos grasos 5

Polen 5

Otros compuestos 5

Cuadro 2. Composición de compuestos activos de propóleo (Fernández, 2008).

Grupo Químico Compuesto

Alcaloides

● 12-Azabicyclo [9.2.2]
pentadeca-1(14),11(15)-dien-13-one

● Oreophilin
● 3',4'-Dihydro-2'-(morpholin-4-yl)-5',7'-dinitrospiro[

cyclopentane-1,3'-quinazoline]

7



Ácidos Aromáticos y Ésteres

● Ácido Benzoico
● Ácido Hidroxibenzoico
● Ácido vanílico
● Ácido p-cumárico
● DBP (Dibutilftalato)
● Ácido Ferúlico
● Ácido Isoferúlico
● Ácido Caféico

(Ácido(E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico)
● Ácido Fenilacético

2-(6-Amino-2,4-dichlorophenoxy)

Ácidos Grasos

● Ácido Palmítico
● Ácido Margárico
● Ácido Oleico
● Ácido Esteárico
● Ácido Esteárico 3-Hidroxi
● Ácido Araquídico (Ácido eicosanoico)
● Ácido Behénico (ácido docosanoico)
● Ácido Nefrosteránico
● 2-Methoxycarbonyl-2-(cis-2'pentenyl)-3-methoxy

carbonyl
● Metilciclopentano

Fenilpropanoides

● Osthol (cumarina)
● Pinostrobinchalcone
● 2',4',6'-Trihydroxy chalcone
● 2-(1-(2-Methylcortonoyloxy)-1-methylethyl)-8-oxo

-1,
● 2-dihydrofurano[2,3-H]2H-chromen
● 3-Methyl-but-2- enoicacid,2,2- dimethyl-8-oxo-3,
● 4-dihydro-2H,8H- pyrano[3,2- g]chromen-3-yl

éster
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● Naringenina
● Naringina
● Pinocembrina
● Quercetina
● Galangina

Terpenos

● 2H-Cyclopentacyclooctene,4,5,6,7,8,9-hexahydr
o-1,2,2,

● 3-tetramethyl
● Germanicol
● Dimethyl-1,3,5,6-tetramethyl-[1,3-(13C2)] bicycle

[5.5.0]
● Dodeca-1,3,5,6,8,10-hexaene-9,10-dicarboxylate
● Spiro [benzo[a] cyclopenta [3,4] cyclobuta [1,2-c]

cycloheptene

Propiedades antioxidantes del propóleo

Estudios previos utilizando los métodos del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

(DPPH), poder de reducción antioxidante del ión férrico (FRAP), ácido 2,2-azinobis

3-etilbenzotiazolín-6-sulfuro (ABTS+) y capacidad absorbente del radical oxígeno

(ORAC) han demostrado las capacidades antioxidantes de los propóleos (Andrade

et al., 2017). La actividad antioxidante de estos propóleos es similar al

butilhidroxitolueno y a la vitamina C (Bonamigo et al., 2017).

Los propóleos tienen entre 30–200 mg (EAG)/g de ácido gálico equivalente a

fenoles en peso seco y 30–70 mg (EQ)/g de quercetina equivalentes a flavonoides

(Kocot et al., 2018). La actividad del captador de radical libre DPPH en propóleos

es del rango de 20–190 μg/mL (Zhang et al., 2017).

Más de trescientos compuestos han sido detectados en los propóleos a la fecha,

entre ellos se encuentran compuestos cerosos, resinas, bálsamos, aceites

esenciales, aminoácidos y azúcares, con prevalencia de flavonoides y ácidos
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cinámicos (Ácido (E)-3-fenil-2-propenoico) (de Castro, 2001), el propóleo se

caracteriza por presentar una gran variedad de colores, esto se debe al cambio

natural que se lleva a cabo en la flora y la fauna, además del tipo de plantas

endémicas de acuerdo al clima de la región (Ahn et. al., 2007). Estudios variados

muestran que la composición de los propóleos, están en gran parte influenciados

por las especies de abejas, zona geográfica, fuentes de comida, y plantas

vasculares que las abejas utilizan, sin embargo, se ha demostrado que los

propóleos de distintas partes del mundo, incluyendo Países Bajos, China, Brasil y

Perú tienen una actividad antioxidante similar y propiedades depuradoras de

radicales libres (Ahangari et al., 2018).

Propiedades biomédicas del propóleo

En las últimas décadas investigadores han atribuido al propóleo propiedades

biológicas y farmacológicas como: antimicótico, anticolesterolémico,

antiparasitario, anticancerígeno, antitumoral, antiulcerosos, antioxidante,

antitóxico, antialergenico, analgesico, anestesico, antituberculoso, antiviral,

citostático, desodorante, epitelizante (Chen et al., 2008; Gómez et. al. 2007, Lotti

et. al., 2010), recientemente se encontró propiedades antiinflamatorias y

antineoplásicas (Meneses, 2005; Valenzuela et. al., 2015). Sin embargo, la

propiedad más importante del propóleo es la antimicrobiana, la cual se le atribuye

principalmente a los flavonoides (Ruiz, 2020; Nam et. al., 2016).

Dada sus propiedades antimicrobianas, el propóleo ha sido objeto de

innumerables estudios donde se ha evaluado el efecto inhibitorio sobre bacterias

tales como Escherichia coli, Lactobacillus plantarum, Staphylococcus aureus, S.

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescence, Listeria monocytogenes,

L. innocua, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, S. enteritidis,

Streptococcus agalactiae, S. mutans, Bacillus cereus, B. subtilis, Citrobacter

freundii, Enterobacter aerogenes, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica,

Pantoea agglomerans, Vibrio cholerae, entre otros (Carrillo et al., 2011; Londoño et

al., 2010; Heon et al., 2008).
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El uso indiscriminado de antibióticos ha creado una presión selectiva que se ha

reconocido como la base de la emergencia de resistencia adaptativa (Frye, 2013).

Cobra importancia a nivel mundial como principal problema en el área de salud

pública por su efecto en el control de enfermedades y su impacto en las

limitaciones terapéuticas, restringiendo la capacidad de fármacos disponibles (Da

Silva, 2016), prolongando estadías de hospitalización, aumentando costos

médicos e incluso generando mortalidad (OMS, 2017).

Antecedentes

Rodríguez y colaboradores (2020), evaluaron la actividad antioxidante,

propiedades químicas y actividad antimicrobiana en cepas de referencia de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans, de ocho propóleos

distintos de México, registraron baja sensibilidad las cepas Gram negativas como

E. coli (CMI 15 mg/mL y CMB 30 mg/mL) comparadas con las Gram positivas

como S. aureus la cual resultó sensible al propóleo del Cuautitlán Izcalli, Estado

de México (CMI 0.19 mg/mL y CMB 0.37 mg/mL) (Rodríguez et al., 2020).

Ruiz (2020) analizó la actividad antibacteriana y compuestos químicos de un

propóleo de Santiago la Galera, Oaxaca. Encontrando que tiene dicha actividad

sobre bacterias Gram positivas y negativas, así como actividad bacteriostática en

S. aureus y S. thyphi (Ruiz, 2020).

Bonvehí y Gutiérrez (2012) reportaron la inhibición (halos de inhibición de 10 a 18

mm) de una cepa Gram-negativa (Salmonella enterica) de un extracto etanólico de

propóleo de Apis en la región norte de España, encontrando que los flavonoides

de éstos son un potente agente antibacterial (Bonvehí y Gutiérrez, 2012).

Nam y colaboradores (2016) encontraron efecto inhibitorio de varios propóleos de

Apis de Corea del Sur contra Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius y

Streptococcus sanguinis, teniendo efectos inhibitorios en estas bacterias orales

(Nam et al., 2016).
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Velázquez y colaboradores (2007) analizaron las propiedades antioxidantes de un

propóleo de Sonora, se obtuvo mediante el método de DPPH alta capacidad

antioxidante de (86% ± 0.3) para el propóleo de Caborca y 255.3 mg equivalentes

de pinocembrina-galangina/g de fenoles totales , por lo que las concentraciones

del ácido cafeico tienen actividad inhibitoria sobre bacterias Gram-positivas,

particularmente sobre S. aureus (Velázquez et al., 2007).
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Justificación

En décadas recientes, investigadores de distintos países han tenido un interés

especial en el propóleo, sobre todo en sus propiedades biológicas y farmacéuticas

(Al-Ani et al., 2018) que estos pueden presentar para el control de cepas

bacterianas y algunos hongos filamentosos (Boisard et al., 2015).

Las propiedades antimicrobianas del propóleo son atribuidas principalmente, a la

presencia de flavonoides como la pinocembrina, galangina y al fenetil éster del

ácido caféico (CAPE) ya que son conocidos por conferir resistencia frente al

ataque de microorganismos (Nam et al., 2016). Estos propóleos ejercen sus

propiedades antibacterianas sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y

su grado de efectividad depende de la forma de extracción del propóleo, del

disolvente empleado, la procedencia geográfica y de la especie bacteriana

evaluada, siendo los extractos metanólicos los más efectivos (Mavri et al., 2012).

Por lo cual este trabajo pretende evaluar la actividad antibacteriana del propóleo

de Apis mellifera de la región de Cuautitlán, Estado de México.

Problema

Las bacterias presentan una alta capacidad adaptativa al medio donde se

desarrollan, lo que les permite ajustarse a condiciones adversas y garantizar su

sobrevivencia, esta resistencia a los antibióticos en las últimas décadas ha

impulsado a distintos científicos a buscar alternativas viables de distintos

compuestos químicos presentes en la naturaleza para un uso como fármacos en

la medicina, entre estos destacan los propóleos. Por lo antes mencionado, la

pregunta a resolver es ¿el propóleo de Cuautitlán (apiario de la FESC) tendrá

actividad antibacteriana?
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Hipótesis

El propóleo de la abeja A. mellifera contiene distintos componentes activos

provenientes del metabolismo secundario de las plantas como flavonoides y se

tiene el reporte de que estos compuestos tienen actividad antimicrobiana,

entonces el propóleo de Cuautitlán Izcalli mostrará actividad antibacteriana en

distintas cepas.

Objetivos

Objetivo general

-Determinar la actividad antibacteriana de un propóleo de Apis mellifera de

la región de Cuautitlán, Estado de México.

Objetivos particulares

-Determinar el rendimiento del extracto metanólico del propóleo de Apis

mellifera de la región de Cuautitlán, Estado de México.

-Evaluar la actividad antibacteriana del propóleo por el método de difusión

en agar de Kirby-Baüer.

-Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria y Concentración

Bactericida Mínima del propóleo de A. mellifera por la microtécnica de

dilución en caldo.

-Cuantificar la capacidad antioxidante media (CA50), la concentración de

fenoles totales y concentración de flavonoides totales.

-Determinar la composición química del propóleo de A. mellifera mediante

Cromatografía Líquida de Alta Resolución con arreglo de diodos

(HPLC-DAD) y Cromatografía de Gases acoplada a espectrometría de

masas (GC-MS).
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Materiales y Métodos

a) Colecta del material

La colecta del propóleo se realizó durante el mes de noviembre de 2019 en el

municipio de Cuautitlán Izcalli, Estado de México, que se localiza al norte del área

metropolitana de la Ciudad de México, específicamente en el apiario de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán (Apéndice 1).

Obtención del extracto metanólico

Las muestras de propóleo en greña colectadas fueron limpiadas para retirar restos

de materia orgánica vegetal, así como restos de abejas u otros insectos. Para la

obtención del extracto metanólico se usó el método de maceración (Domínguez,

1973) Fue pesado (144.76 g) y colocado en un matraz con 600 mL de metanol al

70%, para posteriormente obtener el extracto metanólico crudo, se filtró el

sobrenadante por papel filtro y se destiló a presión reducida utilizando un

rotavapor. El contenido se depositó en charolas de vidrio para la evaporación del

metanol restante, para después recuperar el extracto de propóleo y se depositó en

un frasco de vidrio de 150 mL cubierto de aluminio y permaneció en refrigeración

constante (-3 °C) sin exposición a luz solar (Apéndice 2).

b) Pruebas biológicas

Actividad antibacteriana

- Difusión en agar de Kirby-Baüer
Se realizó mediante la técnica de difusión en agar de Kirby-Baüer (Vanden Berghe

y Vlietinck, 1991), para lo cual, se impregnaron sensidiscos con 2 mg/10µL del

extracto a probar; como control positivo se usó cloranfenicol (25 μg/sensidisco).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado (Apéndice 3).
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- Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y
Concentración Bactericida Mínima (CBM)

Para la determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y de la

Concentración Bactericida Mínima (CBM) de propóleo de Apis mellifera de

Cuautitlán Izcalli, se realizó la microtécnica de dilución en caldo. Se preparó un

stock con 80 mg del concentrado de propóleo en 2.5 mL de etanol y agua

destilada, con un abanico de concentraciones seriadas del extracto disuelto en

agua de 40 a 1.25 mg/mL y caldo Müeller Hinton. Las cajas se inocularon con 50

µL de un cultivo bacteriano de las 6 cepas a una concentración de 1X105 UFC/mL

y se incubaron por 24 horas. Como testigo se empleó caldo Müller-Hinton con

microorganismo y un testigo negativo con caldo Müeller-Hinton sin el

microorganismo. Para detectar la actividad respiratoria del microorganismo, se

utilizó una solución al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada (TTC) que genera un

pigmento rojo (formazán) en presencia del microorganismo. Este procedimiento se

realizó de la siguiente manera: 50 μL de TCC se añadieron a cada pozo inoculado,

se mezcló utilizando un agitador de placas y se incubaron a 37 °C por 30 min.

Transcurrido este tiempo, se observó la caja de cultivo, donde disminuye

drásticamente el color será la CMI (Rodríguez, 2020). Todos los experimentos se

realizaron por triplicado (Apéndice 4).

c) Pruebas químicas

Actividad antioxidante del extracto

Se determinó por el método de reducción del radical 2,2-difenil-1picrilhidracil

(DPPH) (Okusa et al., 2007). Se cuantificó la Concentración Antioxidante Media

(CA50), utilizando las concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,

800, 900 y 1000 µg/mL. Como control positivo se utilizó quercetina. Como blanco

se usaron pozos con 200 µL de metanol grado HPLC (Apéndice 5).

Fenoles Totales

La Concentración de Fenoles Totales (CFT) se cuantificó por espectrofotometría

con base en una reacción colorimétrica redox por el método modificado de
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Singleton et al., 1999. Se realizó una curva de calibración con ácido gálico con una

solución estándar de 200 µg/mL. A partir de esta solución se tomaron las alícuotas

correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de ácido gálico

(0.00625, 0.0125, 0.0250, 0.05 y 0.1 y 0.2 mg/mL). Los resultados se expresaron

como mg equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto (mg

eAG/g)(Apéndice 6).

Flavonoides Totales

Se determinó por medio del método de Dowd (Kalita et al., 2013), empleando una

solución de AlCl3 al 2%. Se realizó una curva de quercetina a diferentes

concentraciones (1-100 µg/mL). Se determinó la absorbancia a 415 nm y los

resultados se expresaron como µg equivalentes de quercetina por gramo de

extracto de propóleo de Cuautitlán (µg eQ/g)(Apéndice 7).

Caracterización química de los extractos

La composición química de los extractos se estudió mediante una Cromatografía

Líquida de Alta Resolución con arreglo de diodos (HPLC por sus siglas en inglés)

y una Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas (GC-MS por

sus siglas en inglés)(Apéndice 8, 9).
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Resultados

a) Colecta de Material

El material se colectó en el municipio de Cuautitlán Izcalli, durante el mes de
Noviembre de 2019, en el apiario de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlán.

Obtención de los extractos metanólicos

Se colectaron y pesaron 144.76 g de propóleo (peso seco). A partir de esto se
calculó el rendimiento del extracto metanólico, el cual fue 36.49 g, obteniendo así
un rendimiento de 25.21 %.
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Figura 3. Concentrado de extracto metanólico de A. mellifera con un rendimiento
de 36.49 g

b) Pruebas Biológicas

Actividad Antibacteriana

- Evaluación Cualitativa
Se obtuvieron los halos de inhibición, del extracto de propóleo de Apis mellifera de

Cuautitlán Izcalli al interaccionar con las distintas cepas bacterianas Gram

positivas y Gram Negativas como se muestran en el cuadro 3 y la figura 3.
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Cuadro 3. Actividad antibacteriana del extracto de propóleo de A. mellifera.

Cepa Bacteriana Cloranfenicol
(mm)

Extracto
metanólico de A.

mellifera (mm)

1 Staphylococcus aureus
CDBB-1044

24.0 + 0.66 9.33 + 0.66

2 Staphylococcus epidermidis
Caso Clínico

14.0 + 0.33 8.00 + 1.00

3 Enterococcus faecalis
CDBB-B-1533

16.00 + 0.33 5.00 + 0.00

4 Pseudomonas aeruginosa
CDBB-B-999

7.00 + 0.66 5.00 + 0.00

5 Klebsiella oxytoca CDBB-970 24.00 + 0.33 5.00 + 0.00

6 Escherichia coli Caso Clínico 10.00 + 0.66 5.00 + 0.00
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Figura 4. Halos de Inhibición Bacteriana del extracto del propóleo de A. mellifera.

Tanto en el Cuadro 3 y la Figura 4 se aprecia que el cloranfenicol obtuvo halos de

inhibición de mayor tamaño que el extracto de propóleo. En específico, se observa

un mayor halo de inhibición de las cepas Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis.

Para ampliar los datos sobre la actividad inhibitoria del extracto, se agruparon las

bacterias por tipo, es decir, como Gram Negativas y Gram Positivas, esto para

comparar los promedios de estos 2 grupos y observar la actividad inhibitoria del

propóleo de A. mellifera, se presentan los datos en la figura 5.
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Figura 5. Actividad antibacteriana del extracto de propóleo sobre cada una de las

cepas

En la figura 5 se muestran los valores de las medianas, calculadas para cada cepa

bacteriana, éstas mostraron valores entre 9.00 mm y 5.00 mm. La cepa que

presentó la mediana más alta fue Staphylococcus aureus CDBB-1044 con 9.00

mm seguida por Staphylococcus epidermidis Caso clínico con 8.5 mm. Por otra

parte Enterococcus faecalis CDBB-B-1533, Pseudomonas aeruginosa

CDBB-B-999, Klebsiella oxytoca CDBB-970 y Escherichia coli Caso Clínico

presentaron 5.00 mm que representa la mediana más baja.
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Figura 6. Comparación cualitativa del extracto sobre bacterias por tipo bacteriano.

En la figura 6 se puede apreciar una clara diferencia en la actividad antibacteriana

del extracto de A. mellifera en promedio de diámetro de halos de inhibición por los

grupos de cepas, por parte de las bacterias Gram Positivas en comparación a las

Gram Negativas.

A continuación en las figuras 7 y 8 se observan los halos de inhibición del extracto

metanólico de propóleo sobre las distintas cepas bacterianas y su control positivo,

respectivamente.
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Figura 7. Halos de inhibición del extracto de propóleo de A. mellifera sobre cepas

bacterianas Gram Positivas (S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis

respectivamente)

Figura 8. Halos de inhibición del extracto de propóleo de A. mellifera sobre cepas

bacterianas Gram Negativas (P. aeruginosa, K. oxytoca y E. coli respectivamente).
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En el cuadro 4 y figura 9, se muestran los datos de la actividad de los

antibiogramas sobre las cepas bacterianas. Se puede observar que estas

especies de bacterias son resistentes a diferentes antibióticos.

Figura 9. Halos de inhibición del control positivo sobre las cepas bacterianas (S.

aureus, S. epidermidis, E. faecalis, P. aeruginosa, K. oxytoca y E. coli

respectivamente).
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Cuadro 4. Sensibilidad de los antibiogramas sobre las cepas bacterianas (S.
aureus, S. epidermidis, E. faecalis, P. aeruginosa, K. oxytoca y E. coli
respectivamente).

Cepa Bacteriana
Halo de Inhibición de
Cloranfenicol (mm) Sensibilidad

1

Staphylococcus aureus

CDBB-1044 24.0 S

2

Staphylococcus epidermidis

Caso Clinico 14.0 S

3

Enterococcus faecalis

CDBB-B-1533 16.0 S

4

Pseudomonas aeruginosa

CDBB-B-999 7.0 r

5
Klebsiella oxytoca CDBB-970 24.0 S

6
Escherichia coli Caso Clínico 10.0 r

S= sensible; r= resistente

- Evaluación Cuantitativa
Para la determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la

Concentración Bactericida Mínima (CBM) se realizó posterior a la identificación de

la actividad antibacteriana del extracto. Los resultados de esta prueba se muestran

en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Bactericida

Mínima (CBM).

Cepa (CMI) mg/mL (CBM) mg/mL

Staphylococcus aureus CDBB-1044 1.25 2.5

Staphylococcus epidermidis Caso Clínico 1.25 2.5

Enterococcus faecalis CDBB-B-1533 5.0 20.0

Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-999 10.0 40.0

Klebsiella oxytoca CDBB-970 1.25 2.5

Escherichia coli Caso Clínico 10.0 20.0

En la cepa Gram Positiva de Staphylococcus epidermidis Caso Clínico y

Staphylococcus aureus CDBB-1044 se observó una CMI de 1.25 mg/mL y 2.5

mg/mL de CBM , la cepa Gram Negativa Klebsiella oxytoca CDBB-970 con 1.25

mg/mL de CMI y 2.5 mg/mL de CBM respectivamente. Se hace evidente que para

las cepas antes mencionadas fue necesaria una concentración menor del extracto

de propóleo de Cuautitlán Izcalli para la inhibición bacteriana. En la figura 10 y 11

se muestran la actividad de la CMI y CBM.
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Figura 10. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Bactericida

Mínima (CBM) del extracto metanólico de propóleo sobre S. aureus, S.

epidermidis, E. faecalis y P. aeruginosa respectivamente.
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Figura 11. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Bactericida

Mínima (CBM) del extracto metanólico de propóleo sobre K. oxytoca y E. coli

respectivamente.
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c) Pruebas Químicas

Capacidad Antioxidante del extracto de propóleo de Cuautitlán Izcalli

Dadas las propiedades biológicas anteriormente mostradas, se tiene conocimiento

de que algunas de ellas están relacionadas con los compuestos antioxidantes del

propóleo (Okusa et al., 2007). El extracto metanólico del propóleo presentó una

capacidad antioxidante media (CA50) de 165 µg/mL la cual se obtuvo a partir de la

reducción en 50% del radical DPPH, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana

NOM-003-SAG/GAN-2017 el parámetro mínimo de antioxidantes es de 100 µg/mL.

En la figura 12 se muestra el porcentaje de reducción del DDPH.

Figura 12. Capacidad Antioxidante del extracto metanólico del propóleo por

método DPPH.
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Composición Química del extracto

a) Pruebas Cualitativas

Para la identificación de los compuestos presentes en el extracto de propóleo de

A. mellifera de Cuautitlán Izcalli se procedió a realizar las pruebas cualitativas para

la identificación de la presencia de fenoles y flavonoides, los cuales se presentan

en el cuadro 6.

Cuadro 6. Resultados de Pruebas Colorimétricas aplicadas al extracto.

Prueba Resultado*

Fenoles ++

Flavonoides +
++:Alta presencia; +:Mediana presencia; -:Ausencia.*

b) Cuantificación de fenoles

Después de haberse identificado la presencia de fenoles y flavonoides, se

procedió a la cuantificación de estos compuestos. Por una parte los compuestos

fenólicos están correlacionados a la actividad antioxidante anteriormente

mostrada, se realizó la prueba de fenoles totales y se empleó un estándar de

ácido gálico, se obtuvo 62.8 mg e AG/g (miligramos equivalentes de Ácido

Gálico/gramo) para el extracto metanólico de propóleo, los resultados se muestran

en la siguiente gráfica correspondiente a las figuras 13 y 14.
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Figura 13. Curva patrón para el cálculo de fenoles totales con estándar de ácido

gálico. Absorbancia medida a 760 nm.

Figura 14. Tubos con las concentraciones seriadas de la curva patrón de ácido

gálico (tubos 1 a 6). Los tres últimos tubos son con los problemas, donde P1

corresponde al propóleo de Cuautitlán.
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c) Cuantificación de flavonoides totales

Los flavonoides presentan una estructura que les confiere un poder antioxidante,

por lo cual, se realizó la prueba por el método de Dowd (Ramamoorthy y Bono,

2007) utilizando un estándar de Quercetina para la cuantificación total de este

grupo, el extracto metanólico de propóleo presentó una concentración de 8.42

mg(e Q)/g (miligramos equivalentes de Quercetina/gramo), los resultados se

pueden apreciar en la siguiente gráfica perteneciente a la figuras 15 a 17.

Figura 15. Curva patrón para el cálculo de flavonoides totales con estándar de

Quercetina
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Figura 16. Quercetina en placa ELISA para cuantificación de flavonoides totales

Figura 17. Muestras problema (resaltadas en el cuadro rojo) en placa ELISA para

cuantificación de flavonoides totales
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d) Caracterización Química del extracto de propóleo de A. mellifera

Cromatografía Líquida de Alta Resolución con Arreglo de Diodos
(HPLC-DAD)

De acuerdo con los resultados obtenidos del cromatograma (Figura 18), con base

a los tiempos de retención y el espectro de absorción bajo luz UV, el extracto

presentó los siguientes compuestos que se pueden observar en el cuadro 7.

Figura 18. Cromatograma HPLC-DAD del extracto metanólico de propóleo de
Cuautitlán
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Cuadro 7. Espectro de UV con los picos máximos de absorción del extracto

metanólico de propóleo.

No.
Compues

to

Espectro de UV Tiempo de
Retención

(min)

𝛌 max
(nm)

Compuesto

1 2.494 220, 284 Naringina

2 2.753 220, 284 Naringina

3 3.267 220, 300 Derivado del
ácido cinámico

4 3.66 220, 294 Derivado del
ácido fenólico
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5 5.20 208, 290 Flavanona

6 7.02
268,

296, 350 Flavonol

7 7.407 256,
296, 366

Flavonol

8 8.207 210, 290 Pinocembrina

9 8.693 210, 292 Pinocembrina
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10 12.38 210, 266 Fenol

11 17.427
212,
268,

296, 362
Flavonol

12 19.52 212, 292 Pinocembrina

Cromatografía de Gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS)

Siguiendo con los estudios de caracterización química, el propóleo se sometió a

un análisis por Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas, el

siguiente cromatograma (figura 19) y el cuadro 8 muestran los diferentes

componentes volátiles del extracto metanólico.
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Figura 19. Cromatograma de la GC-MS del extracto metanólico de A. mellifera
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Cuadro 8. Compuestos volátiles presentes detectados en el extracto metanólico.

No. del
Compuesto

Tiempo de
Retención Nombre

% de
Abundancia Estructura Orgánica

1 11.9315 3-Allyl-6-methoxyphenol 3.9703

2 16.9072 Bisabolol 1.057

3 19.9731

Ácido Palmítico, metil

éster 7.7549

4 20.7952 Ácido Palmítico, etil éster 0.9109

5 22.0198

Ácido Linoleico, metil

éster 1.1721
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6 22.0883 Ácido Oleico, metil éster 9.327

7 22.3624

Ácido Octadecanoico,

methyl éster 1.9438

8 22.8377 Ácido Oléico 0.9392

9 24.5633 Ácido Nonadecanoico 2.2875

10 25.2356 Octadecanamida 0.9683

11 26.5073 Galangina 30.2863

12 28.3871 Crisina 15.7732
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13 28.8282 Pinocembrina 5.665

Discusión

Durante los últimos años el estudio del propóleo ha cobrado una mayor relevancia

dentro de la comunidad científica, destacando un gran número de propiedades,

entre ellas se encuentran las biológicas-farmacéuticas como por ejemplo (Al-Ani et

al., 2018): antibacterianas (Pobiega et al., 2019; Velazquez et al., 2007; Genaro,

2018), relacionadas al sistema inmunitario (Gheisari et al., 2017), antifúngicas

(Boisard et al., 2015) y antioxidantes (Palomino-García, 2009; Mavri et al., 2012;

Zhang et al., 2017). Algunas de estas propiedades mencionadas han sido

relacionadas con el contenido de compuestos fenólicos, especialmente los

flavonoides. Existen muchos estudios sobre éstos en propóleos de distintas partes

del mundo, pero en comparación con los propóleos de A. mellifera de México se

tiene poco conocimiento de las concentraciones de dichos compuestos y por ende

sus propiedades antioxidantes, antibacterianas y antifúngicas (Quintero-Mora et

al., 2008).

En los estudios de últimos años sobre los propóleos, se han encontrado moléculas

con actividad antimicrobiana como metabolitos secundarios de plantas como

flavonoides, cumarinas, ácidos cafeicos, ácidos cinámicos, quercetina,

pinocembrina, terpenos (Pobiega et al., 2019) los cuales son utilizados como

mecanismos de defensa contra diversos microorganismos patógenos (Velikova et

al., 2000).
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Mencionadas las cualidades anteriores se realizó la extracción de los compuestos

biológicamente activos del propóleo de A. mellifera de Cuautitlán Izcalli, se

seleccionó el metanol como solvente para la elaboración del extracto crudo, el cual

obtuvo un rendimiento de 25.21%.

La cantidad de ceras presente en el extracto metanólico de propóleo resultó baja,

ya que del residuo del propóleo que quedó (una vez obtenido el extracto

metanólico) se le realizó una extracción con hexano para determinar la proporción

de compuestos no polares, de este extracto hexánico se obtuvieron 16.51 g y

corresponde a un rendimiento de 11.41%, esto puede ser posiblemente

influenciado por diversos factores, destacando: la época del año en que se

recolectó correspondiente a otoño (Silva-Carvalho et al., 2015; García et al., 2011;

Londoño et al., 2010), que el propóleo crudo tenga un contenido bajo en ceras en

el extracto metanólico es favorable, debido a que en esta fracción no están

presentes compuestos fenólicos, éstos son asociados a la actividad inhibitoria en

bacterias (Rodríguez et al., 2020; Ruiz, 2020; Nam et al., 2016).

Durante las extracciones que se realizaron al propóleo en greña, se observó una

coloración que en las primeras extracciones fue de dorado-café intenso a amarillo

claro en las últimas, esto se debe al solvente metanol, dado que otros solventes

tienen distintas polaridades y en éstos se disuelven diferentes compuestos cuya

polaridad es afin al solvente (Figura 1 y 2).

Se ha encontrado que varios de los compuestos antes mencionados presentes en

los propóleos, actúan incrementando la permeabilidad de la membrana celular,

incrementando la fluidez y la permeabilidad de la misma, como también la

perturbación de las proteínas presentes en la membrana (Boisard et al., 2015), la

inhibición de la respiración, la alteración del proceso de transporte de iones en

cepas bacterianas Gram Positivas y Gram negativas e inhibiendo la motilidad

bacteriana, siendo entonces los responsables de la actividad antibacteriana por

medio de lisis bacteriana (Carson et al., 2002).
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Al evaluarse las propiedades antimicrobianas del propóleo de Cuautitlán, en

cuanto al análisis de varianza se pudo determinar que existen diferencias

significativas (p= 0.04 , f= 32.71) en la actividad antibacteriana del extracto de

propóleo, mostrando inhibición sobre las cepas bacterianas Staphylococcus

aureus CDBB-1044, Staphylococcus epidermidis Caso Clínico y Klebsiella oxytoca

CDBB-970 (Figura 4) además de mostrar los mayores halos de inhibición para los

2 primeros respectivamente (Cuadro 3), estos resultados concuerdan con lo

reportado por Velázquez et al. 2007, y Ruiz 2020, quienes relacionaron las

propiedades antibacterianas del propóleo a la presencia de compuestos bioactivos

como los polifenoles, principalmente los flavonoides por lo tanto tienen un efecto

moderado a significativo inhibiendo a cepas Gram positivas como S. aureus, E.

faecalis y L. monocytogenes y en cepas Gram negativas como E. coli y P.

aeruginosa por lo que concuerda con los resultados de este estudio.

Por otro lado, cabe mencionar que las cepas Enterococcus faecalis, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella oxytoca y Escherichia coli presentaron un halo de inhibición

sólo de 5.00 mm, que corresponde al diámetro del sensidisco impregnado por el

extracto de propóleo, al presentar esta actividad inhibitoria sin tener diferencias

significativas en el análisis de varianza, puede lo antes mencionado estar

relacionado a las características organolépticas del propóleo listadas en la

NOM-003-SAG/GAN-2017 y cuentan con cohesión en el extracto, impidiendo la

correcta difusión de este en el agar (Kumazawa, 2003).

Para la prueba de Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración

Bactericida Mínima (CBM) se reporta 2.5 y 1.5 mg/mL respectivamente para

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Klebsiella oxytoca, esto

probablemente debido al mecanismo de acción referente al debilitamiento de la

pared celular, de la síntesis proteica e inhibición en el proceso de replicación y

expresión genética (Palomino-García, 2009), relacionando también a los

mecanismos antimicrobianos de los flavonoides propuestos como inhibición de la

motilidad, inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos, inhibición de las funciones

de la membrana citoplasmática, inhibición del metabolismo energético, inhibición
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de la unión y formación de biopelículas, inhibición de las porinas y atenuación de

la patogenicidad (Akca et al., 2016; Xie et al., 2015), por lo cual el propóleo

presentó actividad antibacteriana en dichas cepas, estos resultados concuerdan

con lo reportado por Genaro (2018) y Rodríguez et. al. (2020).

Comparando los resultados obtenidos en este estudio con las referencias, se

observó que el extracto metanólico de propóleo obtuvo inhibición similar a lo

reportado por Genaro (2018) y por Rodriguez et. al. (2020) en cuanto a la

sensibilidad señalada para la cepa Staphylococcus aureus como también una baja

sensibilidad para las cepas Gram negativas utilizadas en este estudio.

Tanto los seres humanos como la gran parte de los seres vivos necesitan del

oxígeno para llevar a cabo procesos metabólicos de producción de energía

suficiente para sobrevivir, sin embargo, los radicales libres que son especies

químicas que poseen un electrón desapareado en su orbital más externo (último

orbital), los hace altamente reactivos con moléculas vecinas (Gutiérrez et al.,

2014). Los radicales libres reaccionan con las principales macromoléculas de la

célula como son proteínas, ácidos grasos, carbohidratos y ácidos nucleicos como

el ácido desoxirribonucleico (ADN) y el ácido ribonucleico (ARN), generando un

daño en su estructura y a sus funciones metabólicas/biológicas (Devasagayam et

al., 2004), por estos motivos es importante evaluar la capacidad antioxidante del

propóleo usado en este estudio, ya que los seres humanos y demás seres vivos

se encuentran en exposición a estos radicales libres. Por lo que cabe destacar que

el propóleo mostró una Capacidad Antioxidante Media (CA50) de 165 μg/mL (figura

15), la capacidad antioxidante media que mostró el propóleo es baja en

comparación con el valor mínimo en la NOM-003-SAG/GAN-2017 que es de 100

μg/mL (figura 12), y este resultado está relacionado a la cantidad de compuestos

fenólicos de 62.8 mg (e AG/g) y 8.62 mg/mL (e Q/g) de flavonoides (figura 13, 15),

el contenido rico de estos compuestos están presentes en el propóleo, y juegan un

papel determinante en la capacidad antioxidante (Ruiz, 2020), está relacionada a

la posición de(los) grupo(s) hidroxilo en los anillos A y B, la estructura de

polifenoles está formada de dos centros aromáticos y un heterociclo central
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oxigenado, estos anillos con doble ligadura confieren a flavonoides e

isoflavonoides su capacidad antioxidante (Drago et al., 2006), los criterios

químicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides son;

presencia de estructura o-dihidroxi en el anillo B que da una mayor estabilidad a la

forma radical y participa en la deslocalización de los electrones, doble ligadura en

conjunción con la función 4-oxo del anillo C (Martinez et al., 2002).

Una de las propiedades fundamentales de los propóleos es su actividad

antimicrobiana, su acción bacteriostática y bactericida está basada en la inhibición

de ácidos nucleicos y degradación de la membrana citoplasmática, y

principalmente se le atribuye a flavonoides como pinocembrina, quercetina,

naringenina, acacetina, apigenina, crisina, galangina, kaempferol y pinobanskina

(Vargas et al., 2014).

En los análisis de HPLC-DAD y GC-MS realizado al extracto de propóleo se

encontraron diversos tipos de fenoles y flavonoides, los principales compuestos

identificados corresponden a Naringina, Pinocembrina (flavanona), Crisina,

Galangina, Ácido Oléico, Ácido Palitico y Ácido Linoléico. Xie et. al. (2015)

encontró que las flavononas requieren la presencia de sustituyentes hidroxilo en la

posición 2’,4’ o 2’,6’ en el anillo B, en la posición 5,7 del anillo A para presentar

actividad antioxidante, para la Crisina (flavona) Dayong et. al. (2009) reportó que

tiene una cierta actividad antioxidante e inhibidora del citocromo P450, en cuanto a

la Galangina (flavonol) Cushnie y Lamb (2006) encontraron que este flavonoide

tiene actividad antibacterial sobre Staphylococcus aureus, por lo cual estos

compuestos mencionados influyen en la actividad antibacterial del extracto

metanólico propóleo estudiado.
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Conclusiones

El extracto metanólico de propóleo de Cuautitlán Izcalli presenta actividad

antibacteriana mayor en bacterias Gram Positivas y una menor inhibición en Gram

Negativas.

El extracto presenta una cantidad importante de compuestos bioactivos totales

como fenoles y flavonoides.

El compuesto de mayor abundancia fue la galangina.

El extracto tiene una capacidad antioxidante, ligada a la concentración de sus

compuestos bioactivos.
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Apéndices.

Apéndice 1. Zona de Colecta

El propóleo se obtuvo en greña (propóleo en bruto) por personal del apiario de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán en noviembre de 2019, conservándose

en oscuridad y temperatura ambiente previo a su procesamiento.

El apiario donde se realizó la colecta del propóleo de Cuautitlán se encuentra

ubicado en la calle San Sebastian Xhala, código postal 54714, municipio

Cuautitlán Izcalli (Figura 20). Se localiza en el centro del Estado de México, en las

coordenadas 19° 41´ 33.17´´ de latitud Norte, 99° 11´ 23.64´´ de longitud Oeste, a

una altura de 2,270 metros sobre el nivel del mar.

Cuenta con clima tipificado como templado subhúmedo con lluvias en verano, de

humedad media y templado subhúmedo con lluvias en verano de menor humedad.

Tiene una precipitación pluvial anual de 653 milímetros y temperatura promedio de

18.1° C anual. En los alrededores del apiario se encuentran las especies vegetales

dominantes como Eucalyptus globulus Labill., Ricinus communis L. y Callistemon

citrinus. Existe por introducción pirul, aile, jacaranda, álamo plateado, fresno y

colorín (Enciclopedia de los municipios y delegaciones de México, 2010).

Figura 20. Mapa del municipio de Cuautitlán Izcalli, Estado de México.
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Recolección y Elaboración del propóleo por Apis mellifera

Las abejas A. mellifera recolectan el material a través de exudados de diferentes

especies de plantas vasculares, tales como: álamo, sauce, olmo, abedul, castaño

de indias, pino, abeto, roble y algunas herbáceas (Genaro, 2018). El polen es

también un componente habitual en muestras de propóleo; éste proviene de las

anteras de las flores visitadas por las abejas y es un indicador del origen botánico

(Salamanca y Osorio, 2019). El proceso de transformación de estas resinas en

propóleo lo realizan dentro de las mandíbulas a través de un conducto conectado

a las glándulas mandibulares que secretan ácido 10-hidroxidecenoico para

ablandar y compactar las resinas con ayuda de su tercer par de patas traseras

(Farré et al., 2004) y cuya producción anual (10-300 g/colmena) difiere en función

de la variedad de abejas, el clima, la flora y el dispositivo de recogida (Lin et al.,

1999).

Este propóleo es recolectado en la colmena por el apicultor colocando rejillas con

mallas de nylon o de plástico (malla flexible con orificio romboide de 3 x 3 mm)

sobre los paneles de la colmena por los métodos de raspado hasta obtener una

muestra representativa, este procedimiento se puede repetir cada uno a seis

meses dependiendo de la capacidad de la colmena en cubrir los huecos (Martínez

et al., 2012). Posterior a esto el propóleo recolectado debe introducirse en un

congelador a una temperatura de -10 a -20 °C y en ausencia de luz con la finalidad

de que se congele por trozos y sea rígido y frágil para que con una espátula de

acero inoxidable sin mucho filo sea fácilmente desprendible (Genaro, 2018), para

su transporte debe ser colocado en frascos ámbar para protegerlos de luz solar y

almacenarse en lugares frescos y cerrados (Farré et al., 2004).
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Apéndice 2. Técnica de maceración

(Domínguez, 1973)

El propóleo en greña (figura 21) se limpió, pesó y colocó en un matraz Erlenmeyer,

posteriormente se agregó una cantidad de solvente metanólico necesario donde el

propóleo quedó cubierto en su totalidad por este mismo. El recipiente se tapó con

papel aluminio para evitar la evaporación del solvente (figura 22).

Figura 21. Propóleo de Cuautitlán en greña

50



Figura 22. Matraz Erlenmeyer con propóleo y metanol.

El propóleo se dejó reposar en metanol mínimo 1 día y un máximo de 3 días,

teniendo en cuenta la extracción de los compuestos se ve reflejada en la

coloración del líquido, entre tonalidades más oscuras mayor el rendimiento. Por

último, se realizó una destilación a presión reducida en un rotavapor, para obtener

el extracto libre de solvente (figura 23).

Figura 23. Destilación del extracto metanólico por medio de un rotavapor
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Apéndice 3. Método de difusión en agar Kirby-Baüer

(Cole, 1994; Vanden Berghe y Vlietinck, 1991; CLSI 2012)

Esta técnica es utilizada para evaluar la actividad antibacteriana de un extracto

puro o de los compuestos de un extracto, en este estudio en particular el extracto

metanólico, el cual es difundido a través del agar desde el disco de papel. Es el

medio ideal para promover el desarrollo de la mayoría de los aislamientos

bacterianos de interés clínico.

● Medio: Para los ensayos con cepas bacterianas se preparó el medio de

cultivo agar y caldo Müller-Hinton. Es importante que el medio de cultivo

(agar) alcance 4 mm de espesor uniforme, si es más fino, los antibióticos

tienden a difundir más en dirección lateral aumentando el tamaño de las

zonas de inhibición, un agar con más de 4 mm de espesor produce una

mayor disolución del antibiótico hacia abajo con tendencia a estrechar

artificialmente las zonas de inhibición.

● Preparación del inóculo bacteriano: Con un asa de siembra estéril se

tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias. Se sumerge el asa en 10

mL de caldo Müller-Hinton. Hay que enjuagar muy bien el asa para que el

material bacteriano quede perfectamente disuelto en el caldo. Una vez

hecho esto, se retira el asa y el tubo con el cultivo se incuba a 37°C durante

un periodo de 18 a 24 horas o hasta que alcance una turbidez equivalente

al estándar No. 0.5 de MacFarland, el cual equivale a una concentración

aproximada de 1.5x108 UFC/mL.

● Inóculo: Se sumerge un hisopo de poliéster estéril y seco en la suspensión

de la cepa con la que se vaya a trabajar; antes de retirarlo del tubo, se

elimina el exceso de líquido rotando el hisopo contra las paredes internas

del tubo. Posteriormente, se inocula la superficie de la placa con el medio

adecuado (Müller-Hinton en el caso de bacterias), sembrando por medio de

estría por lo menos en tres direcciones, girando 60° al momento de cambiar

de dirección.
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● Preparación de sensidiscos: Se utilizan sensidiscos de 5 mm de diámetro

hechos con papel Whatman del No. 5, en los cuales se aplica la sustancia a

evaluar.

● Extracto o fracción activa: Se preparan las diluciones necesarias

utilizando como vehículo metanol, la cantidad de extracto o fracción debe

ser de 2 mg sobre 10 µL para cada sensidisco.

● Control negativo: Se colocan en los sensidiscos destinados a tal fin 10 µL

del solvente utilizado para las muestras problema.

● Control positivo: Para cepas bacterianas, se utilizan sensidiscos

impregnados con 25 µg de cloranfenicol. Los discos se deben realizar 24

horas antes del ensayo con la finalidad de que se evapore el solvente.

● Prueba de susceptibilidad: Los discos son colocados manualmente en la

superficie del agar utilizando pinzas estériles. Se deben dejar a una

distancia adecuada unos de otros y abarcando la totalidad de la placa. Una

vez preparadas todas las placas para la prueba de susceptibilidad, se

colocan en incubadora a 36°C sin mayor tensión de CO2, esto último, para

evitar la acidificación del medio y la obtención de falsos positivos o

negativos en la prueba.

● Interpretación de resultados: En el caso de existir inhibición, se reporta el

extracto o fracción como activa. Las zonas de inhibición se miden con una

regla de calibración y en milímetros; la prueba debe hacerse mínimamente

por triplicado y se reportan los promedios de los resultados por cepa

utilizada.
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Apéndice 4. Microtécnica de dilución en caldo

(Koneman, 1996; CLSI, 2012)

Esta microtécnica se utiliza para la determinación de la Concentración Mínima

Inhibitoria (CMI) y la Concentración Bactericida Mínima (CBM).

● Medio: Esta técnica sigue el mismo principio que el método de

macrodilución en agar, con la excepción de que la susceptibilidad de los

microorganismos a los antimicrobianos se determina en fase líquida, en una

serie de microtubos moldeados en una caja plástica con 96 cavidades,

denominada placa de ELISA. La placa se prepara colocando 50 µL de caldo

Müller-Hinton (Bioxon 260) con la concentración del extracto a probar en las

concavidades apropiadas: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.312 mg/mL.

● Inóculo: Se prepara una suspensión bacteriana inoculando una asada de

la colonia en estudio en 10 mL de caldo Müller-Hinton (Bioxon 260). El tubo

se incubó por 24 horas a una temperatura de 36°C, obteniendo una

concentración aproximada de 1.5x108 UFC/mL. Posterior a esto, se realiza

una nueva dilución para obtener una concentración de 1x105 UFC/mL. Una

vez realizado lo anterior, se colocan 50 µL de las suspensiones diluidas de

los cultivos bacterianos en cada uno de los pozos de la placa de ELISA.

● Control negativo: Se colocan 50 µL de caldo Müller-Hinton con el solvente

empleado para disolver el extracto a analizar.

● Testigo: Se prepara colocando 50 µL de caldo Müller-Hinton en las

concavidades y se agregan 50 µL de cultivo bacteriano.

● Incubación: Una vez que se tiene la placa con la carga bacteriana, se

cubre con una tapa, se sella con parafilm para evitar el desecamiento y se

incuba a 36°C durante 24 horas.

● Interpretación de los resultados: Después del tiempo de incubación, se

añade a cada concavidad 50 µL de una solución al 0.08% de sal de
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tetrazolio oxidada (TTC), para después incubarla durante 30 minutos. En

las concavidades donde haya habido desarrollo de organismos, el colorante

será reducido a formazán, el cual produce una coloración rojiza-violácea en

el fondo de la concavidad. De no haber desarrollo, la concavidad se

mantendrá clara.

Nota: Es importante tener la placa protegida de la luz para evitar alteraciones en

los resultados.

La concentración Mínima Inhibitoria (CMI) es aquella en la que se presenta una

disminución drástica del crecimiento bacteriano, en tanto que la Concentración

Bactericida Mínima será en la que hay una inhibición completa del desarrollo de la

cepa.

Esta prueba debe hacerse por triplicado a fin de que tenga resultados

estadísticamente significativos.
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Apéndice 5. Método de reducción 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 electrón

desapareado que le da una coloración violeta y que no se dimeriza. Cuando el

DPPH está en contacto con una sustancia que le puede donar un átomo de

hidrógeno, éste se reduce, produciendo un cambio de color de violeta a amarillo,

coloración dada por el grupo picril (Molyneaux, 2004).

Con base en lo anterior, la Capacidad Antioxidante Media (CA50) se evalúa

midiendo el grado de decoloración de una solución metanólica de DPPH, por la

adición del compuesto activo a diferentes concentraciones (1-100 ppm). A partir de

la medición obtenida por medio de espectrofotometría UV-VIS, se determina la

concentración a la cual el radical es reducido al 50 %.

● Solución DPPH: Se prepara en un matraz aforado, colocando 0.00197g

(0.002g) y 50 mL de MeOH grado HPLC.

● Stock del extracto: Se prepara una solución con 5 mg del extracto o

fracción a evaluar y se disuelven en 5 mL de MeOH grado HPLC.

Las concentraciones a evaluar son 1, 2, 4, 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 en frascos viales de vidrio de 1 mL.

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

Del stock (5 mg en 5 mL de MeOH) se toman 20 µL (que llevarán 20 µg) y se

adicionan 180 µL de MeOH para tener un volumen final de 200 µL. De este nuevo

stock se tomarán los siguientes volúmenes:
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[  ] ppm µL stock µL de MeOH

1 10 990

2 20 980

3 30 970

4 40 960

Del stock (5 mg en 5 mL de MeOH) tomar:

[  ] ppm µL stock µL de MeOH

5 5 995

6 6 994

7 7 993

8 8 992

9 9 991

10 10 990

20 20 980

30 30 970

40 40 960

50 50 950

60 60 940

70 70 930

80 80 920

90 90 910

100 100 900

150 150 850

200 200 800
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250 250 750

300 300 700

400 400 600

500 500 500

600 600 400

700 700 300

800 800 200

900 900 100

1000 1000 0

● Aplicación de sustancias: En una placa de ELISA se adicionan 50 µL de

la solución problema a diferentes concentraciones (1-1000 ppm) por

triplicado, para agregar posteriormente 150 µL de la solución metanólica de

DPPH. Inmediatamente se protege de la luz envolviéndola con papel

aluminio y se incuba durante 30 minutos a 37°C. Luego de incubar, se

determina la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA.

● Blanco: Se llenan pozos con 200 µL de metanol.

● Interpretación de resultados: Los resultados se reportan obteniendo el

porcentaje de reducción, que se calcula con la siguiente fórmula:

% Reducción de DPPH= (C-E/C)*100

En donde:

C=Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH

E= Absorbancia experimental (Mezcla de DPPH (150 µL) + solución problema

(50µL).
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Figura 24. Capacidad Antioxidante del extracto metanólico por reducción de
DDPH.
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Apéndice 6. Conteo de fenoles totales (CFT) (Método modificado de
Singleton et al., 1999)

La concentración de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometría con

base a una reacción colorimétrica de óxido-reducción, donde es empleado el

reactivo de Folin-Ciocalteu. El reactivo de coloración amarillo y pH ácido, contiene

molibdato y tungstato sódico que tienen la capacidad de reaccionar con cualquier

tipo de fenol, formando complejos fosfomolíbdico-fosfotúngsticos. La transferencia

de electrones a pH básico reduce los complejos fosfomolíbdico-fosfotúngsticos en

óxidos, cromógenos de color azul intenso de tunsgteno (W8O23), siendo

proporcional este color al número de grupos hidroxilo de las moléculas (Gutiérrez

et al., 2008).

Para la curva de calibración se emplea ácido gálico, que es una pequeña molécula

que, debido a su estabilidad y estructura fenólica, presenta un grupo benceno

unido a tres grupos hidroxilo (Garcia, 2007).

● Curva de calibración: Se utiliza una solución estándar de ácido gálico de

0.2 mg/mL. A partir de esta solución se forman alícuotas correspondientes

para obtener las concentraciones seriadas de ácido gálico (0.00625,

0.0125, 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL); a cada una se le agrega el volumen

correspondiente de agua destilada para obtener las concentraciones

mencionadas en un volumen final de 1 mL.

● Preparación del extracto Se prepara una solución estándar (200 µg/mL)

de la cual se toma una alícuota de 250 µL y se agregan 750 µL de agua

destilada para obtener las concentraciones mencionadas a un volumen final

de 1 mL.
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Se toma 1mL de cada concentración y se transfiere a un tubo de ensayo

con 7 mL de agua destilada; a continuación, se adicionan 500 µL de

reactivo Folin-Ciocalteau. Después de cinco minutos se añaden 1.5 mL de

una solución de Na2CO3 (200 g/L) y agua hasta completar un volumen de

10 mL. La mezcla resultante se deja reposar durante dos horas, tiempo en

el cual todos sus componentes reaccionan a temperatura ambiente, y se lee

la absorbancia a 760 nm. Cada concentración se lee por triplicado.

Tubo Ácido
gálico

(mg/mL)

Patrón
(ácido

gálico µL)

Agua
destilad
a (µL)

Agua
destilada

(mL)

Folin-Cioc
alteau (µL)

Na2CO3
(mL)

Blanco ------ ------- ------- 7 500 1.5

1 0.00625 31.25 968.75 7 500 1.5

2 0.0125 62.5 937.5 7 500 1.5

3 0.0250 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 1.5

Problema ------- 500 500 7 500 1.5
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● Interpretación de resultados: Se grafica la concentración contra la

absorbancia para obtener una curva patrón de ácido gálico. Para conocer la

concentración de fenoles del extracto problema, se utiliza un análisis de

regresión lineal, interpolando la absorbancia de las muestras evaluadas.

Los resultados se reportan como equivalentes de ácido gálico o en

porcentaje.

Figura 25. Cuantificación de Fenoles Totales
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Apéndice 7. Contenido de flavonoides totales Método Dowd (Ramamoorthy y
Bono, 2007)

Este método se basa en el viraje de color de una solución de AlCl3 a color amarillo

por la formación de complejos estables ácidos con el grupo ceto en C-4 y , o bien

el grupo hidroxilo C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles, así como la formación de

complejos lábiles ácidos 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, los cuales se

disuelven en 3 mL de MeOH grado HPLC.

● Curva patrón: Se toman alícuotas necesarias del stock de quercetina para

la preparación de la curva patrón, con las concentraciones de 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 AlCl3 al 2%.

Nota: Para las primeras concentraciones (de 1 a 5 ppm), hacer lo siguiente:

Del stock de quercetina tomar 20 µL y agregar 180 µL de MeOH, teniendo un

volumen final de 200 µL. De este nuevo stock, se toma:

[  ] ppm µL stock de
quercetina

µL de MeOH AlCl3 al 2%

1 10 990 1

2 20 980 1

3 30 970 1

4 40 960 1

5 50 950 1
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Del stock de quercetina (3mg en 3 mL de MeOH) tomar:

[  ] ppm µL stock de
quercetina

µL de MeOH AlCl3 al 2%

6 6 994 1

7 7 993 1

8 8 992 1

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
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● Stock del extracto: Se pesan 3mg del extracto metanólico y se disuelven

en 3 mL de MeOH grado HPLC

● Blanco: Se toma 1 mL del stock del extracto y 1 mL de MeOH grado HPLC.

● Problema: Se toma 1 mL del stock del extracto y se le agrega 1 mL de

AlCl3 al 2%. Se vierten 200 µL de las soluciones preparadas para la curva

patrón, el problema, el blanco y el control negativo en una placa de ELISA,

por triplicado. Después de 10 minutos de reacción a temperatura ambiente

se determina la absorbancia a 450 nm.

● Interpretación de resultados: Se grafica la concentración contra la

absorbancia para obtener la curva patrón de quercetina. Para el problema,

se realiza un análisis de regresión lineal y se interpola el promedio de la

absorbancia de la muestra a evaluar. Los resultados se expresan como

equivalentes de quercetina/g de extracto.

Figura 26. Cuantificación de flavonoides totales.
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Apéndice 8. Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas
(GC-MS)

En la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-EM), la

muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatográfica. La

elución se produce por flujo de una fase móvil de un gas inerte y a diferencia de la

mayoría de los tipos de cromatografía, la fase móvil no interacciona con las

moléculas del analito; su única función es transportar el analito a través de la

columna.

El equipo utilizado es:

a) Cromatógrafo de Gases modelo 6850 y un Espectrómetro de Masas

Modelo 5975 C, marca Agilent Technologies.

b) Columna RTX 30 m de largo por 0.25 mm de diámetro interno y 25 micras

de película.

Condiciones de corrida para las fracciones (método hexánico)

● Temperatura del inyector: 250°C

● Modo de inyección: Split

● Radio: 33.5:1

● Purga de flujo de Split: 29.9 mL/mn

● Flujo de corrida: 35 cm/seg

Horno

● Temperatura inicial: 70°C

● Rampa de calentamiento: 15°C por minuto hasta 290°C, se mantiene 6

minutos.

● Tiempo de corrida total: 26.67 minutos

● Línea de transferencia: 290°C
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Detector del Espectrómetro de Masas:

Método de adquisición de datos: Full Scan

Rango de masas: 35-600 m/z

Temperatura de la fuente del cuádruplo: 150°C

Temperatura de la fuente de ionización: 230°C

Impacto electrónico: energía de 70 eV
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Apéndice 9. Cromatografía líquida acoplada a arreglo de diodos (HPLC-DAD)

La cromatografía líquida de alta resolución con sistema multicanal para solventes

y acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) es una técnica

analítica de mucha utilidad para el desarrollo de métodos de análisis de fármacos,

especialmente de preparaciones de composición compleja. En general, la

modalidad en fase reversa de la HPLC, que utiliza una fase estacionaria de

características no polares y una fase móvil polar, es la forma más versátil y

utilizada en este tipo de situaciones ya que logra separar una gran diversidad de

compuestos polares y no polares variando adecuadamente la composición de la

fase móvil.

La utilización de sistemas de gradiente, generados mediante una variación

temporal de la proporción de los componentes de la fase móvil a temperatura

controlada, permite lograr una gran selectividad, separando compuestos de

polaridades muy diferentes en un tiempo razonable de análisis. La aplicación de

gradientes es, habitualmente, estrictamente necesaria para el desarrollo de

métodos indicativos de estabilidad, los cuales deben ser capaces de detectar

simultáneamente muchos compuestos que tienen diversas afinidades por la fase

estacionaria.

Existen dos tipos; Cromatografía de fase normal que se caracteriza por separar

compuestos con base en su polaridad, donde se utiliza una fase estacionaria polar

y la fase móvil apolar; mientras que la cromatografía de fase reversa se utiliza

como fase estacionaria una columna con características apolares y una fase móvil

polar. Las columnas más utilizadas para este fin son las C8 o C18 que se refiere a

la cantidad de carbonos que cubren la superficie de la molécula de sílice.

El extracto metanólico que se analizó en el HPLC DAD, presentan las siguientes

condiciones:

● Columna Allsphere ODS-1 de 250 x 4.6 mm con un tamaño de película de 5

µm.
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● Extracto metanólico: Se corrió de forma isocrática con una mezcla de

metanol-acetonitrilo-agua (25.25:50)

● Flujo: 1 mL/min

● Detector de arreglo de diodos (DAD)

● Longitud de onda de 260nm, realizando un barrido completo de 200-400nm.
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