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CAPITULO I,
INTRODUCCT ON

En la actualidad, la utitizacion de 1Ins productos apfeonlas se ha
increnentado tomando gran importancis en &l campe médico y en el
alimentario, por sus propiedades partircuwlares. Todos los  preductes de
la colmena son aprovechables y snib: fa miek, & gpofen, o fulvce avad,

o cera, el venena y el propileas.

De aste ultimo: el propéleos, se han realizado d(vef«-.ow ssbitios para
conocer sus propiedades y optimizar su empleo; en México dvebide a 1a
falta de informacién, el propdleos en muchas ocasiones ws desechaoo
por los apicultores, ya que dificulta la recolecaion de loe preoducios
principales y de mayor uso comercial como lo son la miel, polen y
Jalea real. Pero existon reportes acerca de las prepledades del
propdleos, entre las cuales destacan dos que pueden ser de importancia
para la conservacién de los alimentos: la accidn anttmicrobiana y el
efecto antioxidante. De estas propiedadss, la primera ha sido
aprovechada, hasta ahora, sdélo para contrarrestar los afectos de
clertos microorganismos que afectan la salud del ser humano,
utilizando el propélecs como un medicamento natural; en cambio el
efecto aptioxtdante no ha sido explotado.

Este trabajo pretende comprbbar cientificamente las propledades
mencionadas para establecer si es posible el uso del propéleos en el
campo alimentario. Para lograrlo se trabajé con propdleocs, en forma
de extracto alcohédlico, proveniente del Rancho Cuauloxca, de

Agroindustrias Nacionales Cuautoxca, ubicado en Hueylemalca, Pue..

Se evalud la accién antimicrobiana in vitro sobre cinco diferentes

cepas representativas y de importancia en alimentos (Escherichia

coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp.. Yy
Candida albicansd., Y posteriormente, tomando como base estudios
previos sobre su efecto antlioxidante, se evalud su efectividad sobre




un alimento susceptible a la oxidacién.
De obtener resultados satisfactorios, el propédleos serd una hueva

opclén dentro del campo alimentario como conservador natural y

permitird mejorar el aprovechamiento de todos los productos apjcolas. i

1.1.~ OBJETIVOS

# Profundizar los estudios hasta hoy realizados en México sobre las

propiedades del propdleos.

# Determinar la accidn antimicrobiana que tiene el propoleos del
Rancho Cuautoxca, sobre cinco cepas de importancia en alimentos. \

®  Comprobar su efectividad como antioxidante ante un sistema

alimentario.



CAPITULO II
ANTECEDENTES
)

2.1 CONOCIMIENTO DEL PROPOLEOS POR El. HOMBRE.

El conocimiento del propdleos por el hombre, se remonta a varlos‘
milenios antes de nuestra era; lo utilizaron los sacerdotes del Egipto
antiguo y, un poco mas tarde, los griegos que fueron los que le dieron
el nombre de PROPOLEOS, Este término proviene de la palabra griega pro
que significa delante y de polis que significa cludad, ya que los
griegos hablan observado que esta materia se encontraba en la entrada.
de la colmena, es decir, .delante ‘de 1la ciudad, Asl es como
ARISTOTELES lo evoca en su Mistoria de los animales y lo considera
como un remedio para los males de la plel, las llagas y las

" supuraciones.

Durante el siglo uno Ca. J, C.), el t‘amosolsabio latino VARRON lo
menciona en sus trabajos y también lo hace en sus obras el poeta
VIRGILIO. Al principio de nuestro primer milenio, el romano PLINIO el
viejo y el médico griego DIOSCORIDES comienzan con polémicas acerca de
su origen. El. primero escribe por su parte El propdleos quita los
agut jones y lo gue haya entrado en la carne, reduce las inflamaciones
y ablanda los endurecimientos de la piel. Hace disminuir los dolores
nerviosos, cura las tlceras, los abscesos que a menudo no se pueden

curar,

Luego, en el siglo dos, GALENO lo evoca a en sus tratados, Mis tarde,
en el siglo once, el famoso fildsofo y médico iranio AVICENAS reporta
que el propdleos que tiene la cualidad de eliminar puntas de flechas y
espinas, Llimpla y ablanda fuertemente CR7).

Conocido por los Incas que lo utilizaban en el marco de las
infecciones febriles, se encuentra también mencionado el propdleos a
partir del siglo doce, en los libros de medicina de Georgia, en los



que so basaba la preparacién de numerosos remedios.

En Francia, se encuentran algunas referencias de uso en el tratamiento
de las llagas, en los siglo dieciocho y diecinueve, pero, es sobretodo
durante la guerra de los Boers en Afrlca del Sur, hacla el afic mil
novecientos, cuando el uso del propdleos llega a suy auge por sus
propiedades desinfectantes y cicalrizantes y por los excelentes -

resultados que produce (87D, .

Por lo tanto, no fué permanente su uso, pero se mantuvo a lo largo de
los siglos para llegar hasta nuestra época, en la cual se comienza a
estudlar y a experimentar clentificamente sobre las propiledades y
usos empiricos del propdleos, para destacar sus verdaderas propiedades

y aprovecharlo correctamente (23,27).

Entre las propiedades que se han observado son:

% bactericidas: en ciertos estafilococos, ostreptococos .y bacilos;

" funglcldas: en algunas especies de hongos que puaeden provocar
afecclones parasltarlas & micosis;

¥ anestésicas;

¥ anti~inflamatorias;

% clealrizantes;

* antireumiticas: no muy aplicada;

»

antioxidantes,
Siendo las dos Gltimas las menos estudiadas (7,15,21,30,36).

2,2 RECOLECCION DEL PROPOLEOS POR LAS ABEJAS,

2.2.1 LAS ABEJAS

Las abejas son uno de los insectos mis Gliles y actlvos; aparecen
distribuidas por todo el mundo. Su nombre proviene del latin a/n/cula

diminutivo de APIS, abeja C19),



Las abejas viven en colonias socialmente organ{zadas. Cada colonia
estad copstituida por:

# una reina, unica,

% varjos cenlenares de machos o zanganos,

# millares de obreras.

LA REINA:
# Vive entre tres y cuatro afos.
# Es mas larga y pesada que las obreras.
# La reproduceidn es su unica funcién biolédgica y aova uhos 2 000

huevos fecundados al dfa.

LOS MACHOS:

# Viven tres meses por término medio.

# Son. menos largos que la reina pero mis gordos y ma's anchos.

® La fecundacidn de la reina es su unica funciédn bilolégica; no
participan en el trabajo de la colmena, vuelan todo el dia
buscando reinas jévenes para aparearse.

% Incapaces de nutrirse por si mismos, se nulren de la miel
preparada por las obreras en la primavera y en verano; despuss
son oxpulsados de la colmena, en otolo y mueren,

LAS OBRERAS: ‘

% Viven de treinta a cuarenta y cinco dlas,

# Poseen glandulas  particulares, llamadas glandulas faringeas o
salivares frontales que se presentan en forma de rosarios, con
los cuales secretan la jalea real o leche de abejas.

# Ded{can todo su tiempo al trabajo: primero son nodrizas del
conjunto de larvas de la colmena durante unos Ltrece ©
catorce dias, posteriormente cuidan que la colmena se encuentre
limpia y en buenas condiciones y elaboran cera y miel;, y la
Gltima etapa de su vida se dedican a la busqueda y recolecciodn
de: pectar, mand, polen, agua y propolis (24,26,300.



FIO. 4.~ LAS TRES CLASES DK ABEJAS QUE FORMAN LA CGOLONIA.

¥ LA REINA (IZQUIKRDA) ® Kl ZANGANO (CENTRO) * LA ODBRERA (DERECHA)

2.2.2 ACOPIO Y DESCARGA DEL PROPOLEOS.

Como ya se menciond la palabra propdleos significa delante ‘de la
cludad refiriéndose al uso que las abejas le dan para cerrar
parcialmente las vlas de acceso a su comunidad o cludad. El propséleos
rebrasenta un conjuhto de sustanclias resinosas, gomosas y balsamicas
de consistencia viscosa. Las abejas lo recogen de los botones y
corteza de los vegetales, principalmente Aarboles; entre los cuales
podemos meﬁcionar los sigulentes: pino y abeto, picea, varias especies
de 4Alamos, el aliso, el sauce, el castalo de lndias, el abedul,
el ciruelo, el fresno, el roble y el olmo €2,27,30).

Las abejas obtienen este materlal a partir de fas gotas de resina que
se forman por exudacién en la corteza de las ramas y troncos. La abeja

desciende cerca de una de esas gotas y separa un trocito de efla con



sus mandibulas. Por la consistencia propia del producto, se forma un
hilo que finalmente queda separado de la gota original, La abeja toma
estos hilos con las garras del segundo par de patas y los deposita
dentro de los cestillos de polen de las patas traseras. Luego, la
abeja moldea la resina con las caras internas de los metatarsos del
segundo par de patas hasta darle la forma de una pelotita de polen,

Repite la operacidn hasta acumular una cantidad suficiente de resina
en cada uno de los cestillos de polen. Después del tratamiento de cada
hilo de resina, la abeja realiza un breve vuelo, y vuelve a posarse en

el lugar original a los pocos segundos, para continuar su tarea.

Al regresar a la colmena, la.abeJa nunca se desembaraza sola del
propdleos que cargd, Las abejas domésticas arrancan las particulas de
la misma manera que lo hizo la portadora al recogerlas., Existe un gran
esfuerzo tanto de parte de la portadora como de las abejas que deben
aliviarle de su carga, Las abejas se sujetan con firmeza c¢on las
patas a la superficle a la que estAn apoyadas mientras encajan sus
mandibulas en el material (23,30D.

Muy a menudo, las portadoras de propédleos no ingresan a la colmena,
las abejas domésticas le alivian de su carga sobre la plancha de
vuelo, Durante la descarga suelen caer troclitos de distintos tamafos
que quedan ahi donde caen. Por esta razén pueden verse adheridas en
distintos lugares de una colmena algunas gotitas de resina de diversos
colores, -las cuales no parecen estar cumpliendo ningan fin dtil. Una
vez provistas de su trocito de propdleo, las abejas domésticas los
transportan en las mandibulas hasta el lugar donde deben fijarlo. Para
colocar los propdleos también utilizan las mandibulas. La trompa ho
interviene ni para recogerlo ni para aplicarlo (19).



1, - 0JO COMPUESTO
2, - 0JOS SIMPLES
9, - TORAX

4.~ ALA EXTERIOR
5, - ALA INTERIOR
G, -~ ARDOMEN

7.~ AQUIJON

8, - PATA TRASERA
2.~ PATA MEDRIA

10. - PATA DKLANTERA
11. LENQUETAS

12. - MANDIHULA

19, ~ CABEKZA

14, = ANTENA

Fia., 2 CONSTITUCION FISICA DE LA ABEJA ODRERA. RESPONSADLE NDE LA
RECOLECTA DEKL. PROFOLEOS,

2.2,3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA RECOLECCION DEL PROPOLEQS,

La temperatura parece ser un factor muy importante para el acopio de
propédleocs, Ya que las temperaturas elevadas siempre ablandan las
sustancias cerosas y resinosas, dandoles mayor plasticidad con lo cual
se facilita su manejo. Es por ello que la abejas empiezan su labor
alrededor de las 10 de la maffana, y con el correr de las horas y el
aumento de la temperatura se multiplica su numero; y al atardecer su
~acoplo disminuye. Aparentemente el sol ablanda el propél eos
facilitando su remocidn (26.27,30).

Se dice que la recolecclédn del propdleos, tanto en cantidad como en

calldad depende de varios factores como son:



x

Estacién del afo: en primavera y cuando se acerca el invierno

es cuando se recolecta mayor cantidad.

®* Un factor geografico: se recoge mas propdleos en reglones
arbol adas que en llanas.

® Tipo de vegetacidn:

# Clima: generalmente hacen el acoplo en dias calurasos.

® La raza de las abejas: las abejas caucasicas y algunas otras

razas de Asla Menor producen mas propéleos que las demas 1%,

2.3 UTILIZACION DEL PROPOLEQS DENTRO DE LA COLMENA.

Reclén recogido, el propdleos tiene una consistencia blanda, casi
liquida; se puede encontrar en cualquler lugar de la colmena., Dentro
de 1a colmena las abejas lo utilizan como material de reparacién, de
aislamiento y de protecciédn. Por ejemplo para construlr, en caso
necesario, barreras de defensa; para tapar las ranuras y fisuras de
tal modo que la colmena quede herméticamente cerrada para impedir
la entrada de visitantes indeseables y tener el nejor aislamiento
térmico posible; para reducir la apertura del hueco de vuelo si lo
exigen las condiciones climaticas; para arreglar los pahales en mal
estado; para barnizar todas las superficies dentro de la colmena de
modo que las asperezas desaparezcan; recubrir con  una fina pelfcula
los nuevos panales, asi como el interior de todas las celdilias antes
de que la reina llegue a aovar en ellas, logrando asl una deslnfeccidén
eficaz; sirve también para recubrir animalilos e lnseclos matados por

las abejas y que no pueden ser evacuados de la colmena (&2,20,3%).



Fua, 3. UTILIZACION DEL PROFOLEQS DENTRO DE LA COLMENA.
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P ESQUEMA RECAPITULATIVO DE LA RECOLECGCION Y DE

DEl. PROPOLEQR (PROPOLIS) POR LA AHEJA.

Factores de demencadenamionto:
del est{mulo de bdequeda:
* Asopuia
* Dofensa
* Térmico
* Otlros, ..

!

salida y busqueda

Localizacion y

woloccion dol vaegstal

l

RECOLECCION

vuelta a la colmena

con la carga

dewcarga y lranalado

por las obreras
UTILIZACION
e I .
construccion, reparacion y barnizado
ealerilizacidn del panal y celdillas

recubrimiento y embaluamamiento de

caddveres,elc. ., C27)
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LA

UTILIZACION



2. 4 RECOLECCION DEL PROPOLEOS DE LA COLMENA POR EL HOMBRE.

Existen diferentes formas de recoleccidn de este producto apicola, las
cuales han ido evolucionando y mejorando con el paso del tiempo. La
primera técnica y la mas antigua es la de RASPADO, que como su nombre
lo indica consiste en desprender de los cuadros o paredes de la
colmena preferentemente cuando la temperatura es baja de tal modo que
el propédleos esté¢ duro y pueda despegarse mAs fAcilmente de la
colmena y de la herramienta utilizada (8,12,27).

Esta técnica es la mads utilizada, pero tiene un inconveniente, que es
la atraccién de impurezas durante el raspado entre las cuales se
encuentran principalmente pedazos de madera, Castillas propias de la

colmena), tierra y pequefias basuritas.

Para mejorar la pureza del propédleos recolectado se propuso una
segunda técnica de recoleccidn mediante la utilizacién de rejillas;
éstas se han hecho de diferentes materiales como son plastico ¢ fibra
de vidrio, pueden ser de forma tejida y matrizada & simplemente
tejida. Las rejillas son colocadas en la parte interna superior de la
colmena para que las abejas llenen todos los orificios de propéleos;
as{ al reur?r la rejilla se tiene un propdleos mas limpio €10,24).

2.5 PURIFICACION DEL PROPOLEOS,

Dadas las propledades fisicas, la solubilidad que mis adelante se
mencionard en detalle, el procedimiento mis Sencillo y confiable de
purlficacién del propdleos para consumo humano, es el siguiente:
# Obtenciédn del propéleos bruto.
® Llmpieza con agua.
# Secado.
»

Limpieza con pinzas,

12



® Congelacidn para endurecerlo.

® Fragmentacidn del propdleos en pequefjos pedazos.

* Adiciédn de aleohol ‘etilico de 96° Cy cerrado del recipiente).

# Agitacidn y reposo durante un tiempo determinado.

® Filtracidn,

® Sedimentacidn del filtrade para separar los pocos so6lidos
restantes,

# Envasado del extracto alcohslico C2),

Las condiciones de concentracidn de etanol, tiempo de agitacidn y
reposo, dependen bAsicamente de las personas que lo purifiquen, sin
afectar significativamente los principios actives que le dan las
propledades tan lmpértant.es como son las antimicrobianas. Esto se ha
comprobado con estudios realizados en Cuba con distintos tipos de
extraceldn, variando :ia concentracién del etanol asi como la forma de
extraccidn, ya sea con agitacién & sin ella y corroborande que nn
existe diferencia significativa en el comportamiento del
extracto alcohdlico ante las pruebas realizadas €1,10,i2).

Una vez purificado el propdlecs, éste puede seor utilizado en
diferentes presentaciones como son:
' # En forma sélida & pomada
En emulsién
En soluciones acuosas

En soluciones alcohélicas

X X X X

En soluciones lnyectables

% En forma de aceite de propéleos
También puede ser mezclado con otros productos apicolas como lo es
la miel, el polen & la jalea real (2&,3,20,3%).

13



2,6 UTILIZACION DEL PROPOLEOS POR El. HOMBRE,

El uso del propdleos por el hombre es muy antiguo; ha sido un
medicamenento natural principalmente utilizado en tratamientos rle
quemaduras, Ulceras y come anestésico natural; algunos autores
reportan que tiene efectos superiores a los de cocalna y novocaina
C2,R7.

Comercialmente se vende en tiendas naturistas, con diversas
presentaciones como: Jarabe, gotas, mezclado con miel, otros con polen

e inclusu con jalea real (3,27).

En otros paises en donde se ha estudiade un poco mas acerca del
propédlecs, se ha llegado a utilizar en preoductos mas comunes como son:
pasta de dientes, cremas faciales, lapices lablales, chicles, entre
otros, En  Moscu, es utilizado como anestésico, por los
dentistas, principalmente (2,3).

Dadas sus propiedades baclericidas actualmente en México es utilizade
por médicos naturistas como medicamento contra enfermedades e
infecclones de la garganta e igualmente es utiiizado como un buen

cicatrizante. Su princlpal presentacién es mezclade con miel,

14



CAP

ITUL O III.
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
DEL PROPOLEOS.

Las caracteristicas. fisicoquimicas del propéleos se presentan a

continuacién:

o

El color varia de amarillo a castafo rojizo, dependiendo de la

procedenci a,

# Su aroma se asemeja al'de los brotes del baAlsamo de Judea,

® El sabor es algunas veces acido,

® Sy consistencia varia con la temperatura: dura y cristalina a

los 18°C, blanda y maleable a los 30°C y pegajosa y viscosa a
mayores temperaturas.

Es insoluble en agua, parcialmente soluble en alcohol 6"y
soluble en acetona, bencéno. amoniaco, cloroformo y en solucién
al 2% de sosa caustica C27,30). ‘

Es por ello que la purificacién se realiza utilizando alcohol de)l 96",

ya que de todos los disol ;entes c. el Unico que no es téxico para el

hombre, y ast puede ser utliizado sin rlesgos.

1B



CAPITUL O IV.
COMPOSICION DEL PROPOLEOS

La composicién del propéleos varia segin la especie de vegetal
visitada por las abejas; presenta numerosas sustanclas que se
encuentran de manera constante y relativamente estable, lo cual
se ha comprobado por trabajos de analisls instrumental realizados en
numerosas muestras (4,5,11,12,34).

Generalmente, " el propéleos recogldo de la colmena estd constituldo
por:

un 50 a 55% de resinas y balsamos;

un 285 a 35% de cera;

un 10% de aceltes volatiles o esenciales;

X X X x

un 5% de polen (sélo accldentalmete se llega a encontrar
polen en el propéleos);
® un B% de diversas materias organicas y minerales (2, 8).

Con estudios realizados mediante técnicas analfticas nodernas, se ha
descublerto la conposicidan quimica del propéleos; consta

basicamente de flavonoides, que son pigmentos vegetales con esqueleto

Cs-Ca-Ces enlre las cuales se encuentran las flavonas, flavononas y
flavonoles; contiene ademds compuestos fendlicos como sonh  los
derivados del Acido cinAmico conocidos como fenilpropanoides, y
trazas de diversos minerales y entre los cuales podemos distinguir el
aluminlo, barlo, calclo, hlerro, cobre, magnesio, niquel, titanio y
vanadio (6,27). Estos compuestos provienen de diversas especies de
plantas y cada uno de ellos presenta un espectro ampllo de actlvidades
blolégicas entre las que se encuentran:

% antiinflamatlorias
antioxidantes
anleacLerian;xs
antivirales
antifanglcas €16)

X X X X
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A continuaclidn se presentan
encontrados en el propéleocs.
I.- FLAVONOIDES.

a) FLAVONAS.,

los

compuestos quimicos hasta ahora

Estructura Base de las flavonas.

® Apigenina
ey
o 0

€85,7,4 ~trihidroxif!avonad

% Chrysina

uof' ] ¢ _:>
0

OH

(5,7~dihidroyi flavona)

17

* Acacetina

€8, 7-di hidroxi ,4* ~metox -

flavona)

# Teclochrysina

(S-hidroxi ,7-meloxi flavons)



b) FLAVONOLES,

Estructura base de los flavonoles.

# Kaemferol M Quercet.ina

— oY
Mo A D-on o 0 </~§,,u
s SSU

" o . L I OH

€3,5,7,4'~tretahidroxiflavenad €3,8,7,3",4"'~pentahidroxi~

flavonad

# Kaempferide

» Rhamnetina

WsCo 7N

o

oH O
€3,5,7,-trihidroxi ,4' ~metoxt -

€3,5,3",4'-Letrahidroxi ,7-
flavena)

metoxi flavonad

* Rhamnocitrina # Galangina

€3,5,4'~trinidroxi ,7-metoxi -
flavonad

i8



¥ Pinoquercitina ® Rulina

77N
Ho -} ’ _\ wo :>
| |
Hst QH 0.6
S0 Gla-Riy,
oW [»] o 0
€3,5,7.3",4' ~pentahidroxi ,6~- (5,7,3",4'~telrahtidroxi
metil flavona)d ' 3-0~rutinosil r'lavonad

% Pinobanksina (flavononol)

€3,5,7,trihidroxif]avononal

~NALD
0 Cdihidrogalangind

Oq
o]

c) FLAVONONAS,

Estructura base de las flavononas.

# Naringina ® Sakuranetina

HiCO A0 / __}_) ol

OH 0

€8,7,4'-trihidroxiflavononal (5,4 -dihidroxi ,7-matoxi

flavononad

i8



»* Plnocembrina
Ho &

W0

(5,7-dihiroxiflavonona)d

®# Hesperitina

II. FENILPROPANOIDES.

M Acido cinadmico

@CH=C‘J ~coM

% Acido caféico

uo@cuzcu.m“n

Ho

¢3 4-dihtdroxt o namica)

20

* Pi{nostrombina

C(S5~hidroxi ,7-metoxiflavononad

C7,3"'-dihiroxi, 4’ -metoxiflavononal

* Acido coumarico

CA~hidroxicinAmico)

% Acfido ferdlico

Wyt 0:©,cu NI

Ho
C4-hidroxt 3-met oxi ci namico}



III. COMPUESTOS AROMATICOS.

*# Acido benzoico * 4-hidroxibenzoico
¢oo4 /@.-anl
@ Ho
® Vainillina
ot
OC“,
CHO

(5,6,8,13,16,17,18)

Estudios realizados (8,11,12,34) demuestran que de todos los
compuestos antes mencionados, los que se encuentran en el propéleos
en cantidad significativa son principalmente: apigenina, acacetina,
chrysina, kaemferol, quercetina, galangina, pinocenbrina, rutina,
naringenina, A4cido coumirico, 4cido benzdice, Aacido caféico, acido
fertlico y vainillina.

Las actividades bioldgicas atribuidas a estos compuestos, se
resumen en la tabla I.
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TABLA I.- ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL PROPOLEOS.

ACTIVIDAD COMPUESTOS 7

Bactericida Acido benzoico, 4acido ferulico,
galangina, pinocembrina, apigenina,

naringinina, chrysipa, acaetina.

Funglcidas Acido caféico, 4acido ferulico,

rutipa, chrysina.

Antioxidantes Quercetina, Kaemferol.

Entre otras propiedades atribuldas a los flavonoides que se epcuentran
en el propdleos, estdn las anestésicas, anti-inflamatorias,
cicatrizantes, antireumiticas y fitoinhibidoras €10, 13, 27).
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La actividad farmacolégica de los flavonoides estd basada en el
metabolismo de estos compuestos. La actividad antimicrobiana que
tienen los flavonoides so debe basicamente a que actuan a nivel de
sintesies y secrecién de protoinas en la formacidén de células
bacterianas, inhibiendo asf{, la divisién celular y vavit.andn por lo
tanto la separacién de las células hijas. Ademas causan alteraciones
en la membrana citoplasmitica €16,18,32),

En la composicién del propéleos, abundan los flavonoides y por eso es
una sustancia muy utilizada, como ya se menciond anteriormente, en
la medicina naturista.

El efecto antioxidante de los flavonoldes es atribuido a la quelacioén
de los iones metAlicos y la aceptacién de radicales libres, un ejemplo
es la quercetina, que es un antioxidante efectivo, pero que no ha sido
a la fecha utilizado. Los compuestos flavonoides con un minimo de dos
grupos hidroxilo en la posicién orto 6 en la posicién para son buenos
antioxidantes (8,17,22,31,29),

Esta habilidad de atrapar radicales libres que tienen los flavonoides
ha sido comprobada en el propédleos, mediante el seguimiento de la
reaccién de oxidacién del perédxido de hidrdgeno sobre luminol por
medio de técnicas avanzadas de quimiluminiscencia. De los flavoholides
encontrados en el propéleos los que presentan mayor habilidad para
atrapar radicales libres son la quercetina y el kaemferol (22,29,31).
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CAPITULO V,
CARACTERIZACION DEL PROPOLEOS
ESTUDI ADO.

5.1.~ ORIGEN DE LA MUESTRA.

La muestra de propédleos estudiada proviene del Rancho Cuautoxca,

de Agroindustrias Nacionales Cuautoxca, ubicado en Hueytemalco, Pue.

Ef tipo de floracidn encontrada en la zona y airededores del Rancho es
mixta; existe gran diversidad de flora silvestre y en su mayoria se

cuenta con vegetacidn de citricos como los naranjos.

El método de recolecciédn utilizado es por raspado principaimente de la
superficie de la tapa y de los bastidores. No quitan por completo todo
el propdieos de los bastidores, debido a que interfiere directamente
con el rendimiento de miel, ya que las abejas dejan de producir la

miel para volver a recubrir la colmena de propoleds y asi protegerla.
5.2. - ANALISIS DEL PRbPOl.BOS CRUDO DEL RANCHO CUAUTOXCA.
Ei propéieos recolectado de las colmenas contiene:
u B.70% de cenizas (Método oficial AOAC ©20.181).
* 55.61% de grasa C(Método oficial AOAC 820.885).
# 0.04% de humedad (Método oficial AOAC 984.20).
5.3.= PURIFICACION DEL PROPOLEOS EMPLEADO EN EL RANCHO CUAUTOXCA.
El método de purificacién utilizado fué el siguiente:
* Por cada kilogramo de propélecs se agregan dos litros de ‘et.ancl

potable llevado al GOX con agua destilada Cvovd.

* Se deja reposar por tres meses.
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# Posteriormente se filtra. El residuo se somete a una segunda
extraccién y el filtrado, por otro lado se mezcla con miel en
una proporcién de dos litros de extracto alcohdlico en 18
litros de miel.

# Por Ultimo se envasa y se utiliza como antiséptico local para

la garganta y para clcatrizar heridas,

% Para este trabajo se uLiliz_o el extracto alcohélico del

propéleos sin miel,

S.4.~  DETERMINACION DE FLAVONOIDES EN EL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLEOS.

METODOL.OGI A,

Al extracto alcohélico de propéleos se le determind el porcentaje
total de flavonoides expresado como quercetina, mediante un mélodo
colorimétrico contra una curva patrén del estandar de quercelina C37),

El procedimlento utilizado fué el siguiente:

A 10 ml de etilenglicol al 90% en agua Cv/V) se le adicionan 0.2 ml
del extracto etandlico de propsleos C(diluido 1:85) y se agita
vigorosamente, Enseguida se afaden 0.2 ml de una solucién de NaOH
AN y se agita nuevamente. Se deja en reposo a temperatura ambiente
durante 10 min. y se leé la absorbancia a 420 nm en un

espectrofotémetro Spectronic 20, Baush and Lomb,
La cantidad de flavonoides totales se calculd a partir de una curva

patron de 100ug a 1000ug de quercetina utilizando un blanco con 0.2 ml

de etanol.
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RESULTADOS.

A continuacién se presenta la curva patrén ulilizada.

CURVA PATRON DE QUERCETINA
b e o o o e 0 1 e 2 S e 0 e 0 A o 1 0 S 100 S S . o G 20 o o B i S+ A i o S e e o -
Hg quercelina/ml Abs C420 nmd
_______________________________________________________________________ ~
) 0
100 0.02
200 0. 087
400 0.138
600 0. 265
800 , 0.303
1000 0.473

Dando una regresién lineal de:
Ord. = -0,0168720
pend. = 0,000485326
r = 0,898730101

La muestra dié una absorbancia de 0.188 nm lo cual equivale a
486.6 pg de  flavonoldes tolales expresados como quercetinasml de

exlracto etandlico de propdleos.

Tomando en cuenta la dilucién realizada a la muesitra nos da un total
de: 2483.2 pg de flavonoides totales expresados como quercetina/ml

de extracto etandlico.

Considerando que un mililitre de extracto etandlice de propsleos
contiene aproximadamente 0.047 g de propdleos seco, se tendria en la
muestra un total de 8.3 g de flavonoides por cada 100 g de
propdleos, con lo que se corrobora lo reportado en estudios realizados
a propdleos de diferentes regiones dando un rango de 3.00 g a 6.67 g
de flavonoides por cada 100 g de propéleos seco (8).
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CAPITULO VI,
EVALUACION DE LA ACCION
ANTIMICROBI ANA,

6.1, -~ MICROORGANISMOS UTILIZADOS.
Para evaluar la efectividad inhibitoria in wvwitro del extracto
alcohdlico de propbdleos se trabajé con B cepas provenientes del
cepario de la Facultad de Quimica.

- Staphylococcus aureus

- Escherichia coli

- Bacillus subtilis

- Streptococcus sp,

- Candida albicans

Se utilizaron cultivos de 24 h. para las bacterias y de 48 h. para C.
albicans. Las cepas se resembraron dos veces en los medios respectivos
indicados en la tabla II con inéculo fuerte y se sometieron a las

condiciones mencionadas en la misma, para obtener un inéculo abundante.

TABLA Il.- MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE INCUBACION DE LAS
CEPAS UTTLIZADAS,

MI CROORGANI SMO MEDIO DE CULTIVO INCUBACION
TEMP. €%C€) TIEMPO Ch)
© S, aureus caldo nutritivo 35 24
E. coli caldo nutritivo 35 24
B. subtilis caldo nutritivo 35 24
Streptococcus caldo infusién
cerebro corazén 35 24
C. aldbicans caldo Sabouraud 28 48
# Para los ensayos de actividad antimicrobiana se usaron los
respectivos medlos sdélidos. )
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6.2, -~ CUANTIFICACION DE LOS CULTIVOS MICROBIANOS UTILIZADOS.

Una vez que se obtuvo el indéculo, la poblacidédn microbiana fué
cuantificada turbidimétricamente con un espectrofotémetro Spectronic
20 Bausch and Lomb a una longlitud de onda de 600 nm e interpolando
los resultados contra la Escala de Mc Farland (establecida en el
Manual de Microbiologia General de la Facultad de Quimicad,

ESCALA DE Mc FARLAND

TUBO BaCl 1% H2SO¢ 1%  NUM. APROX. DE MICRO-  ABS C600nm)
NUM. Cmld ¢mld ORGANISMOS % 106./ml.

B Blanco , [o} 0.0
i 0.1 . 8.8 300 ' 0.14
2 o.2 ' e.8 600 0.32
3 0.3 ‘ 8.7 200 0. 44
4 0.4 8.6 1200 0.686
5 0.5 8.5 1500 0.70
6 o.s 8.4 1800 0.82
7 0.7 8.3 , 2100 0.80
8 o.8 s.2 2400 £.10
8 0.8 8.1 2700 1.15
10 1.25

1.0 8.0 3000

Dando una regresidén lineal de:

ord. = 0,0568181
pend, = 4,15464 x 10-4
r = 0,00321231

a9



FI1a. 4.~ ESCALA DE MG. FARLAND
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6.3.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE PROPOLEOS.

METODOLOGT A,

Una vez cuantificada la suspensién microbiana se prosiguis  a
determinar la  accién  antimicrobiana del extracto alcohdlico de

propélecs empleando el método de difusidn  radial Cfigura 5.

Se utlilizaron los medios‘ solidificados con agar y las condiciones de
incubacidén ya citadas en la tabla II. En los cuales se inoculd Q.1iml
de suspencidn micrebiana jobre la superficie del medio s#lido y se
extendid con una varilla estéril; posteriormente se cnlocaron los
discos de papel filtrao esteriles con 6 mm de di&metro impregnados con
las respectivas sustancias, Por dGltimo, despu¢s de incubar los

cultivos se midid el dlametro de los halos de inhibicidn €9,10,258,25).

Se realizaron diez \pr--.xebas vira ceada mleroorganisma;  utilizanda
suspenslones microbianas con dilerentes densidades de poblacidan
deturmivadas mediante la escala de Mc Farland; cinco pruehas se
realizaron con péblacion&s par arriba  de 70 indllones de
microorganismos por g\llilihro y cim:oi pruebas con peblaciones de & a
10 millones de microorganismos por mililitro.

A continuacién se presenta el diagrama de trabajo:
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RESULTADOS.

A continuacién se presentan las tabtas de resultadon obhltenfdos v Tax
poblaciones microblanas mas altas y  posteriorments oo bae

concentraciones mas bajas de microorganismos,

TABLA III.- HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Candida albveane MK
Bl EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEQS, EL ETANOL Y FL PRofolloes an
ETANOL.

DI AMETRO DEL HALG DIz L HAFE GO Cugind
NUM, DE MICROOR- Extracto etandélico dn Flanen Progpuleen al
GANISMOS ® 106 /m} propéleos CEEF) CELOIL Ltard
79 7.0 [A04 L
= B.S (7 sl
70 16.0 () YAl
7o 10.85 [V v ;
67 8.0 fon ' |
I
MEQLA 8.0 £ 5 ne
El\“.S\“IACICN CMUESTRA L. 233 1404 7 434
COCBLACION L2247 R fatin




TABLA IV.~ HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Candida alblicans ANTE
EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLEOS SIN
ETANOL.

NUMERO DE MICROORGANISMOS : © # 10Suos/ml

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmm)

Extracto etandlico de Etanol Propéleocs sin
propdleos CEEP) CELOHD Etanol P
12 8 7
16 11 8
i8 10 8
18 8 10
14 g 10
MEDIA 14.4 a.2 8.6
DESVIACION CMUESTRAY 1.5168 1.3038 1,3416
¢ POBLACIONALD 1. 3566 1.1681 \ 1.2




C. albicans

(EP

F10.0. - ZONAS DE INMIBICION QUE PRESENTA C. alblicans FRENTE AL
EXTRAGTO KETANOLICO DK PROPOLKOS (EKP), AL KETANOL (ELGID ¥ AL FPROPOLEOS

SIN  ETANOL P,
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TABLA V.~ HALOS DE INRIBICION PRESENTADOS POR Bactillus subtilis CON
EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLEOS SIN
ETANOL.

DI AMETRO DEL. HALO DE INHIBICION {mmd

NUM, DE MICROOR- Extracto etandlico de Etanol Propoleos sin
GANIS&OS ® 106/m} probél eos, CEEP) CELOH) Etanol., (P
103 8.8 7.6 7.0

1233 9,0 6.5 7.0

70 © 100 7.0 8.0

70 12.0 9.0 9.0

67 9.0 8.0 6.8
MEDI A 9.7 7.62 7.5
DESVIACION CMUESTRA) 1,3964 0.8802 1.0
£ POBLACI OND 1.2489 0. 8588 0. 8944
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) TABLA VI, ~ HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Bacillus subtilis CON

EL. EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL. Y FEL PROPOLEOCS SIN
ETANOL..

NUMERO DE MICROORGANISMOS : 4 ¥ 106uos/ml

DI AMETRO DEL. HALO DE INHIBICION (mmd
Extracto etandlico de Etanol - Propdleos sin
propdleons (EEP) CELOHD Etanol (P)
30 17 ) 15
24 18 14
36 16 i3
a8 16 18
30 . i8 10
MEDI A 29.6 16.8 14.0
DESVI ACION CMUESTRA) 4.3358 1,3039 2. 0154
CPOBLACIONALD 3.8781 1.16861 2. 6076
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. subtilis

FIO. 7.~ ZONAS DE INHIBICION QUE PRESENTA B. subltilis FRENTE AL
EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS (EEF), AL ETANOL (KELOH) ¥ AL PROPOLKOS

SIN ETANOL (P,
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TABLA VI1. - HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Streptococcus sp. CON
EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPQLEOS, EL ETANOL. Y EL PROPOLEOS SIN
ETANOL.

DI AMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmmd

NUM, DE MICROOR- Extracto etanélico de Etanol Prop&leos sin
GANISMOS # 106/ml propéleos. CEEP) ' CELOH) Etanol. (P2
874 ‘ B o] 7.0 7.8
874 ’ 10.8 ‘ 7.0 8.0
850 10.0 7.0 B.0
77 8.8 8.0 7.0
728 9.0 10.0 neg.
MEDIA 0.2 7.8 7.875
IDESVIACION CMUESTRA). 1.0368 1.3038 0. 8539
IC POBLACION) ) 0.9273 1.1662 0. 7388




TABLA VIII.- HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Streptococcus sp. CON
EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLEOS SIN
ETANOL..

NUMERO DE MICROORGANISMOS : 7 % 10Suos/ml

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmmd

Extracto etanédlico de Etanol Propéleos sin
propéleos CEEP) CELOH) Etanol (P2
11 ) 8 .10
11 ' 13 B
10 9 9
10 11 o
14 ' 12 10
MEDIA i1.2 10.6 ) . e.e
DESVIACION (MUESTRAY 1.6431 2.0736 0. 8366
~ CPOBLACIONAL) 1. 4696 1.8547 0.7483
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re 10CCUs sp.

F10. 8. - ZONAS DE INHINICION QUE PRESENTA Streptococcus S0P, FRENYE AL
EXTRACTO KTANOLICO DK PROPOLEOS EKP), AL ETANOL, {EtOWY Y AL

PROPOLEOS SIN KTANOL (P,
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TABLA IX.- HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Staphylococcus aureus
CON EL.  EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLEOS
SIN ETANOL.

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmm)

NUM., DE MICROOR- Extracto etandlico de Etanol Propdleos sin
GANISMOS # 106./ml propéleos. CEEP) CELOH) Etanol. CP)
904 11.0 .0 8.0
22, 13.0 10.0 8.0
a2 8.0 7.0 6.8
608 7.6 7.0 7.0
874 8.8 7.0 7.0
MEDI A 8.8 B.O 7.36
DESVIACION CMUESTRA) 2. 3201 1.4142 0. 65889
CPOBLACION) 2.0832 1.2649 0, 65276
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TABLA X.- HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Staphylococcus aureus
CON EL  EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLECS

SIN ETANOL.

NUMERO DE MICROORGANISMOS : 2 % 108uos/ml

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmm)

Eixtract»o etandlico de Etanol Propéleos sin
propéleos CEEP) CELOH) Etanol (P2
20 ’ 16 13
22 18 20
20 12 18
21 B ¥ 14
24 L 16 13
MEDIA 21.4 14.0 16.8
DESVIACION CMUESTRA) 1.8733 11,8708 3. 2093
CPOBLACIONALY 1.4966 *1.6733 2. 8705
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TABLA X, - HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Staphylococcus aureus
CON EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOCS, EL ETANOL Y El. PROPOLEOS
SIN ETANOL.

NUMERO DE MICROORGANISMOS : 2 » 108uos/ml

DIAMETRO DE(L. HALO DE INHIBICION Cmmd
Extracto etandlico de Etanol Propédleos sin
propséleos CEEP) CELOHD Etanol (P
20 ) 15 13
22 18 20
20 12 Y
a1 e 14
24 . i8 13
MEDIA 21.4 14.0 18.6
DESVIACION CMUESTRA) 1,8733 1.8708 3.2003
CPOBLACIONALY 1., 4086 '1.6733 2. 8708
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>, aureus

FI10. 9. - ZONAS DE INHIBICION QUE PRESENTA 5. Qureus FRENTE AL EXTRACTO
ETANOLICO DE  PROPOLEOS {EEM), AL ETANOL (ELOM) Y AL PROPFOLEOS SIN

ETANOL P
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TABLA XI. - HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Eschertchia coli CON
EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLEOS SIN

ETANOL.

NUM. DE MICROOR~

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmmd

Extracto otandlico de Etanol Propéleos sin

GANISMOS - 106./ml propéleos. CEEP) CELOH) Etanol. CP)
874 neg. 6.1 neg.
v ~heg. 6.2 . 6.2
708 neg. - negq. neg.
609 8.1 neg. neg.
6089 6.02 6.4 neg.
IMEEDT A 6.15 6.R233 neg.
IDESVIACION C(MUESTRAY 0,0707 0.1627 neg.
K POBLACI ON) 0.08 0.1247 neg.
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TABLA XII.~ HALOS DE INHIBICION PRESENTADOS POR Escherichia coli CON
EL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS, EL ETANOL Y EL PROPOLEOS SIN
ETANOL.,

NUMERO DE MICROORGANISMOS : 10 ® 106uos/ml

DI AMETRO DEL HALO DE INHIBICION Cmmd

Extracto etanélico de Etanol Propdleos sin
propéleos CEEP) CELOHD Etanol CPD
12 ' 11 8
12 10 neg.
13 13 nog.
11 10 neg. -
- 11 10 '8
MEDI A . 11.8 10.8 nog.
DESVI ACION C(MUESTRA) 0. 8366 1,3038, neg.
CPOBLACIONAL) 0.7483 1.1861 neg.
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¥10. 10, - ZONAS DE INIIBICION QUE PRESENTA E. coll.
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6.4.~ DETERMINACION DE LA ACCION ANTIMICROBIAMA DEL PROPOLEOS SIN
ETANOL.

METODOLOGI A,

Mediante el método de difusidn radial se demostrdé el efecto inhibidor
del propéleos sobre algunas de las cepas en estudio, pero también se
hizo eovidonte un efecto sinérgico con ol etanol utilizado para

purificar el propédleos y formar el extracto.

Por ello se realizdé una prueba semicuantitativa, la cual consistio
on evaporar a sequedad el extracto etandlico de propdleos. El
propélecs seco se resuspendid en agua destilada estéril llevada a un
pi-l de B.8 con NHeOH para ayudar a la disolucién del propéleos y
posteriormente se adiclond el medio de cultivo aJﬁsLando el pH a 7.1,
Una vez solidificade el medio, los microorganismos se Sembraron por
estria y se compard el creclmlénto obtenido en el medlio libre de
inhibldores contra medios con diferentes concentracicnes de propédleos.

Tode se realizé con materjal estéril, bajo campana de flujo
laminar y en zona aséptica,

El diagrama de trabajo se muestra a continuacidn:
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DIAGRAMA DE TRABAJO

[1—1] L—n} EJ] EXTRACTO ETANOLICO

DE PROPOLEOCS.
°

°

°
e
8

| I— | | So—
1.23 ml 2.5 m!

|
!

EVAPORAR A SEQUEDAD

I 1 .
3.73 ml

RESUSPENSION DEL PROPOLEQS
4 m| DE AGY lﬁ DEST. ESTERIL

EN
3 ! | !
O O O O
SIN PROPOLEOS ,

10 PE CULTIVO EN
CAJAS PETRI

HOMOGENEIZAR ¥ SOLIDIFICAR EL HEDIO
SEMBRAR - LAS CEPAS POR ESTRIA
INCUBAR A 37°C POR 29 HORAS

D D D

COMPARAR CRECIMIENTO DE LOS
MICROORGANISMOS EN ESTUDIO

REGISTRO DE. DATOS OBTENI DOS

Fig, 11.- Diagrama de trabajo para determinar la accidn anhmcrobuana
del propdlens sin etanol.



RESULTADOS,

Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

TABLA XIII.- EFECTO DEL PROPOLEOS SIN ETANOL
SOBRE El, CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

EXTRACTO ETANOLICO
DE PROPOLEQOS (ml) 0.0 1.28 2. 80 3.75

PESO DEL PROPOLEOS
SECO €gd ' 0.0 0. 0587 0.1184  0.2197

CONC. DEL PROPOLEOS
EN EL MEDIO C¥O 0.0 0.8 0.6 1.1

CRECIMIENTO DE:

C. albicans ++4 B - -
B. subtilis 44 + - -
Streplococcus sp, 4 + - -
S. aureus o 4 + -
E. coli bt i b BN

+4+ : ereacimiento masivo.
+ 1 poco crecimienta,

~ : no hubo creclmleﬁto.
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EN UN MEDIO LIBRE DE
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FIG. 13.~ MUESTRA El CRECIMIENTO DE LAS CEPFAS EN UN MEDIO CON 0.3% DhE

PROPOLEOS SIN ETANOL, DANDO UNA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN EL

CRECIMIENTO BE B. subtilis, Streptococcus sp. y C. albicans. E. coli y

S. aureus MANTIENEN UN CRECIMIENTO MASIVO,



fa, 14. - MUESTRA EIL. COMPORTAMIENTO
DI CON Q.a% DE PROPOLEOS, DONDE

IESENTAN RESISTENCIA AL INHINIDOR.
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Fla, 13. - MUESTRA QuUE £, colt ks LA  BACTERIA MAS RESISTENTE,
MANTENIENDO UN  CRECIMIENTO MASIVO A  UNA  CONCENTRACION DE  i.i% DE

FROPOLEOS,



CAPITULO VII. .
EYALUACION DEL EFECTO
ANTIOXIDANTE DEL PROPOLEOS

METODOLOGI A.

Para evaluar el efecto antioxidante del propdleos, se utilizd aceite
de soya recién oblenido, al cual se le agregd el propdleos en
concentraciones de 0:03% y 0.1% y se evalud bajo cuatro diferentes

condiciones.

Se trabajé también con acelte de soya sin antioxidante como testigo,y

con aceite de soya comerclial, del mismo productor.

Las condiciones a las que se sometieron los 'acel tes fueron las
siguientes:
I.- Temperatura amblente y oscuridad.
II. - Expuesto a la luz, a temperatura ambiente.
III.~ En refrigeracién,
IV, - Sometido a oxi'genacidn utilizando una bomba de oxigeno y

expuesto a la luz,

Se did seguimiento a los diferentes aceites durante 20 dias, durante
los cuales se observaron los cambios que presentahan y se determinéd el
grado de oxidacidén, determinando su {ndice de acidez nediante el
método 41.1.21 del AOAC; el cual define el fndice de acidez como el
numero de miligramos de KOH necesarlos para neutralizar 1g de acelte,
Para su determinaciédn se utilizéd una solucidédn de KOH 0,08N y se
calculd de la siguiente forma:
ml gastados * N % 0.0282 * 100
% Acldo 0lelco & —rremm e e e e

g de nuestra

Indice de aclidez = % 4cido oleico % 1.93



RESULTADOS.

A continuaclién se presentan los cuadros de resultades con  =sus
respectivas graficas; mostrando la varifaciédn del indice de acidez con

respecto al tiempo de cada uno de los aceites sometidos a diferentes

condiciones.
TABLA XIV .- CONDICIONES: A TEMPERATURA AMBIENTE Y OSCURIDAD.
INDICEVDE.ACI.DEZ
DIA TESTIGO 0.03% PROPOLEOS 0.1% PROPOLEOS COMERCT AL
(o] —--—O. 010;_—“ —0‘0104 ooos ;~(;(;;;——
5] 0.0140 0.9151 . 0.0204 0. 0058
10 0.0113 0.0114 0. 0208 0. 0095
13 0. 0084 0.0134 0.0264 0.0094
16 0. 0265 0. 0263 . 0.0324 . 0.0131
20 0. 0268 - 0.0241 0. 0418 0.0165

® TESTIGO: Aceite sin antioxidante.
% COMERCIAL: Aceite con antioxidantes BHA y BHT



VARIACION DEL INDICE DE ACIDEZ DEL
ACEITE DE SOYA CON RESPECTO AL TIEMPO

inCica de acidez

o8

CONDICION 1: TEMPERATURA AMSBIENTE ¥ OSCURIDAD




TABLA XV.- CONDICIONES: EXPUESTO A LA LUZ Y A TEMPERATURA AMBIENTE,

INDICE DE

ACIDEZ2

DIA TESTIGO
—~0 0.0104
8 0.0113
13 0. 0147
16 0.0187
20 0. 0207

0. 03% PROPOLEOS

0. 0188

0.1% PROPOLEOS

0. 0447

0. 0479

0. 0487

COMERCI AL

0. 0150

0.0168

® TESTIGO: Aceite sin antioxidante.
# COMERCIAL: Aceite con antjoxidantes BHA y BHT
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VARIACION DEL INDICE DE ACIDEZ DEL
ACEITE DE SOYA CON RESPECTO AL TIEMPO

Indice de acidax
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TABLA XVI.- CONDICION: EN REFRIGERACION

I NDICE DE ACIDEZ

DIA TESTIGO 0.03% PROPOLEQS 0.1% PROPOLEOS COMERCI AL
Do e e e o et e e P B 2 e e o B e B P B e 0
0 0,0104 0.0104 0.0104 0. 0087
8 0.0133 0.0130 0.0176 0. 0057
10 0.0111 0.0132 0. 0308 0. 0092
13 0.0185 0.0169 0. 0381 0. 0151
16 0.0170 0. 0208 0.0283 0.0169

20 0.0187 0.0217 . 0.0304 0.0178

» TESTIGO: Acelte sin antloxidante.
¥+ COMERCIAL: Aceite con antioxidantes BHA y BHT
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VARIACION DEL INDICE DE ACIDEZ DEL
ACEITE DE SOYA CON RESPECTO AL TIEMPO

Indice de acider
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TABLA XVII.- CONDICIONES: SOMETIDO A OXIGENACION Y EXPUESTO A LUZ.

INDICE DE ACIDEZ2

DIA TESTIGO 0. 05% PROPOLEOS 0.1% PROPOLEOS COMERCI AL

e s o e e 2 e 4 v o B e s e i B B 4 %% B e g S e e Y P A o B S5 B S e 4 S A e o B e o o o e P e S e e S e s e e )
0 0. 0104 0.0104 0. 0104 0, 0057
5 0.0122 0. 0084 0. 0163 0. 0062

10 0. 0094 o.0112 0.0128 0. 0096 -
13 0.0122 0.0084 ' 0.01683 | 0.0062
18 0.0352 : 0. 0361 0.0301 0.0096
20 0. 0387 . 0.0817 0.0325 0.0087

# TESTIGO: Aceite sin antioxidante.
# COMERCIAL: Aceite con antloxidantes BHA y BHT
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VARIACION DEL INDICE DE ACIDEZ DEL
ACEITE DE SOYA CON RESPECTO AL TIEMPO
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CAPITULO VIII.
DISCUSION DE RESULTADOS.

a) ACCION ANTIMICROBI ANA.

Con los diametros de los halos de inhibileidn se determinaron las
medias aritméticas y sus respectivas desviaclones, para el extracto
alcohélico de propdleos, el ELOH y el propdleos sin etancl. Como se
puede apreciar, se presenta inhibicién en las bacterias Gram
positivas: B, subtilis, S. aureus y Streptococcus sp. y en la
levadura: €. albicans; en todos los casos la acclédn antimicrobiana
del extracto alcohédlico de propdleos es mayor que la acciédn del etanol
y del propéleos por separado. El extracto alcohédlico de propoleos
tiene efecto inhibidor simllar sobre .las cuatro cepas antes
mencionadas, como se observa en los resultados.

Caomo era de esperarse el efecto inhibidor del propéleos sobre estos
microorganismos es menos evidente en mayores concentraciones de
microorganismos, aunqueé no se presenta una relacidédn proporcional entre
la densidad de poblacién y el diametro del halo de inhibicidn como se
observa en las repeticiones para cada microorganismo.

De cualquier manera, las concentraciones de microorganismos estudiadas
son muy altas en comparacién con las que pueden esperarse en
alimentos.

En cuanto al efecto del etanol y el propéleos por separada, se observa
que ambos producen una inhibicién semejante. En comparacién con ésta
el extracto etandlico de propdleos, tiene un efecto inhibidor 30%
mayor al etanol 'y propéleos sin etanol cuando se utilizan poblaciones
microblanas elevadas y del 80% al B80% mas cuande Se aplica sobre
poblaciones mehores de microorganismos,

65



La bacteria Gram negativa, E. colt es resistente al propdleos, como Se
puede observar en la tabla de resultades correspondiente; sdélo el
etanol produce una ligera inhibicién ya que el propdleos sin etanol no
produce ningun efecto., En los experimentos con menor poblaci¢n, el
extracto etandédlico de propdleos presenta una zona de inhiblcién que se
debe bisicamente al efecto del etanocl, ya que como se puede apreciar
la i{nhiblcién causada por el etanol es muy similar a la producida por
el extracto etandlico de propdleos. El propdlecs presenta séleo en
dos casos una zona muy pequeffa de inhibicién que no es representativa.

- Todo ello nos indica que el propdleos por si s6lo si tiene accidn
antimicrobiana notable, perc se presenta un efecto sinérgico con el
etancl, por lo que el extracto etandlico del propdleos es mis eficaz,

Esto se corrobora con los resultados del experimento con diferentes

concentraciones de propéleos libre de etanol.

Se puede observar la resistencia que presenté E. colt a upa
concentracién de propédlecs de 1.1 % y la eficacia del propdleos a
concentraciones tan bajas como 0.3 %, 0.6 % y 1.1 %, contra las
bacterias gram positivas y €. albicans., Cver figuras 10, 11,12 y 13

Como se puedae cbaervar, §, aurous @8 Un poco mas resistente -ya que se
inhibiéd sélo con una concentracién de 1.1 % de propdlecs a diferencia
de B, subtilis, Streptococcus sp. y C albicans que presentaron poco
crecimiento con 0.3% de propéleos y se inhibieron por completo a una
concentracion de 0.6% de propélecs..

Dado que el propdleos estudiado tiene un contenido significativo de
flavonoides, 5.3 g de flavonoides expresado como quercetina por 100 g
de propdleos, parte del efecto antimicrobiano mostrado por el
propéleos puede provenir éstos; ya que existen reportes de la accidn
bactericida que tienen los flavonoides sobre diversos microorganismos
€8,16,18,32). '



b) EFECTO ANTIOXIDANTE,

De acuerdo con a los resultados obtenidos, se observa que el aceite
con 0,03% de propdleos presenta un comportamiento similar al testigo:
aceite de soya sin antioxidante; aunque con un indice de acidez
ligeramente mayor en el que contiene propdleos que en el testigo, En
cambio este efecto estd mucho mas marcado en el aceite que contiene
0.1% de propéleos, cuyo indice de acidez es bastante mayor que el del
toestigo, lo que nos indica que no estd evitando la hidrolisis de los
dcidos grasos del aceite, sino que tal vez la estad favoreciendo.
En especial en las condiciones de: temperatura ambiente y oscuridad,
expuesto a la luz y refrigeracidén se observa un efeclo adverso,
incrementAndose el indice de acidez; probablemente el propdleos esta
actuando como un catalizador, o al menoé iniciador de la rancidez
hidrolitica del aceite. Caso contrario es el presentado por el acelte
comercial que contiene BHT Y BHA y que en todas las condiciones
prosénta menores indices de acldez.

Cabe mencionar que las caracteristicas sensoriales que presentaron las
muestras de aceite con propdleos no eran muy agradables, ya que
presentaron un color mis oscﬁro que el del aceite comercial. Eliolor
rancio se percibid en un tiempo mas corto en el aceite expuesto a la
luz y a temperatura ambiente, siguiendo el aceite sometido a
oxigenacién, Los aceltes en refrigeracién y a temperatura ambiente
en oscuridad no presentaron olor rancio sino después de 16 dias.

Por todo lo anterlor podemos decir que el propdlecs en el aceite
vegetal no muestra el efecto antioxidante, a pesar de los flavonoldes

presentes en el propdleos bajo estudio.

'Aunque el efecto antioxidante del propéleos ha sido demostrade en las
reaccliones de oxidacién del permanganato de potasio y en la reaccidn
del agua oxigenada con el luminol €8,22), no es aplicable a aceltes
comestibles.
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CAPITULO IX.
CONCLUSIONES

% E]l propdleos producido en el Rancho Cuautoxca en Hueylemalco,
Pue. tiene 8.3 g de flavonoides por cada 100 g de propdleos,
cantidad altamente significativa como principio activo.

# El propdleos por sl sélo tiene acciédn antimicroblana eficiente
contra bacterias gram posilivas importantes en alimentos como
son: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Streptococcus
sp. y contra la levadura Candida albicans, presentando un
efecto sinérgico con el etanol, lo que hace ain mas efectivo el
extracto etansdlico de propéleos.

# Es un inhibidor efectivo contra dichas bacterias adn en
pobl aciones muy grandes.

% La bacteria gram negativa, Escherichia coltl, es resistente:
no es sensible al efvcto inhibidor del propéleos.

® El propdleos no presenta efecto antioxidante en el aceite de
soya, por el contrario tiene efecto pro - oxidante, a una
concentracion de 0,03% y mayor atn a una cohcentracliédn de O.1%.
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CAPITULO X
RECOMENDACI ONES,

Para completar el estudio sobre el propéleos se recomienda:

¥ Probar el propdleos como un antimicrobiano en un sistema
alimenticio,

# Hacer un estudio profundo sobre la composicién del propéleos,
cuantificando cada componente, para poder predecir y aprovechar

major sus propiedades,

# Optimizar el proceso de recoleccidn y purificacién del

propsleos hasta ahora empleado para mejorar los rendimientos.

# Verificar si en la composicidén del propédleos determinada
exper {mentalmente, contiene los flavonoides o© compuestos
fendlicos que contribuyen al efecto antioxidante.

# En el caso de contener cantidades signiﬂcau vas de
compuestos que puedan darle el efecto antioxidante,
experimentar con concentracliones menores de propdleos a las
utilizadas en el presente estudio y probar en diferentes
sistemas alimentarios susceptibles a la oxidacién,

¥ Profundizar el estudio sobre la accidn antimicrobiana que
presenta el propdleos sobre las bacterias Gram positivas,
mediante = estudios de microcalorimetria y' microscopia

electrénica,
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