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1. INTRODUCCION

El propodleo es un producto resinoso natural de la colmena, altamente adhesivo, que es
colectado, transformado y usado por las abejas para fijar los panales de miel, pulir las
paredes interiores, proteger la entrada contra los intrusos, rellenar las grietas y hendiduras
dentro de la colmena (Palomino, 2009; Burdock, 1988). Esta resina es el arma quimica
mas importante que poseen las abejas para combatir a los microorganismos patégenos,
de hecho los propodleos son considerados responsables de la baja incidencia de bacterias
dentro de las colmenas, por tal motivo, el propdleo ha sido utilizado por los seres
humanos como remedio por sus propiedades farmacoldgicas desde tiempos ancestrales
(Bankova et al., 2000; Ghisalberti, 1978).

Este producto posee efectos benéficos en la salud por lo que se ha usado ampliamente,
especialmente en la medicina tradicional para tratar diversas enfermedades. Su
composicién depende de la zona de recoleccion, el método de recoleccion, la época, la

flora, entre otros factores.

En la actualidad se permiten detectar un nimero cada vez mayor de compuestos del
propdleo, comprobandose que la variabilidad en la composicion es muy elevada, por lo
gue se considera necesario persistir con los estudios para un mejor conocimiento de sus
componentes (Murat et al., 2002), los cuales pueden ser determinados por una gran
variedad de métodos, dentro de los que destacan: reacciones colorimétricas,
cromatografia de gases, cromatografia en capa fina, cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas y HPLC, donde se pueden encontrar flavonoides, acidos
fendlicos y sus ésteres, asi como nuevos componentes que ratifican sus funciones

biol6gicas (Hsiang et al., 2005).

En otros estudios se ha investigado su efecto contra las caries y como enjuague en la
inhibicion de la formacion de placa (Koo et al., 2003). La actividad antibacteriana se
atribuye principalmente a la presencia de flavonoides y derivados del acido caféico (Bosio
et al., 2000). Por otra parte, se ha encontrado que propoleos brasilefios y bulgaros tienen
actividad antibacteriana por la accion de algunos de sus componentes como son
flavonoides, terpenoides y derivados de acidos grasos.

~1~
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Por dltimo, es importante mencionar que el propdleo, a partir de sus compuestos, inhibe a
las glucosiltransferasas, enzimas producidas por Streptococcus mutans, microorganismo

asociado a la aparicion de las caries (Koo et al., 2003).

En el presente trabajo, se muestra la importancia que tiene el método de recoleccion, y
extraccion para obtener mayor cantidad de algun componente del propdleo, ya sea cera,

balsamo o resina que se necesite para extraer de ahi algdn compuesto de interés.

Por lo tanto, se analizan tres propoleos recolectados en épocas decembrinas de
diferentes zonas de la Delegacion Milpa Alta (Apiario de Valentin, Apiario las Trojes y
Apiario de Bonilla) por el método de la malla y se cuantificaron la cantidad de cera,
balsamo y resina observando la variedad en la composicion de este producto aun estando

en zonas no muy lejanas entre si.

Asi como también se muestran los resultados de porcentajes de rendimiento al obtener
extractos etandlicos de los mismos propoleos secos a partir de tres métodos de extraccion
diferentes: maceracion, sonicacion y soxhlet, con diferentes concentraciones de etanol-

agua: 96% etanol, 50% etanol y 70% etanol.

Por la diversidad de su composicidon, los extractos a partir del propéleo se realizan
generalmente con disolventes como etanol, acetona, tolueno, éter, tricloroetileno y
cloroformo; los cuales permiten la disolucion de muchos constituyentes presentes en el

propoleo (Papotti et al., 2012; Ortega y Téllez, 2010).

Con los resultados obtenidos de los extractos etandlicos, se realizé6 una comparacion
entre los rendimientos obtenidos, variando factores como concentracion de disolvente,

método de extraccion y zona geogréfica de recoleccién de los propdleos.

A partir de dichos extractos etandlicos se evalué el efecto sobre el crecimiento de
bacterias patdégenas de la cavidad oral y algunas veces causantes de ECV, las bacterias

con las que se realizé el andlisis son: Streptococcus mutans.

Por otra parte también se determinaron algunos flavonoides presentes en cada extracto a
partir de un método analitico de separacion que es HPLC, los flavonoides determinados

fueron: acacetina, pinocembrina, 4’ 7-dimetilnaringenina y 4’,7-dimetilapigenina.
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2. ANTECEDENTES
2.1. GENERALIDADES

2.1.1. DEFINICION
La palabra propéleo se deriva del griego “pro” (defensa de) y “polis” (ciudad o colmena),

significa en defensa de la colmena (Salatino et al.,, 2011; Bankova et al., 2000). Es un
producto natural de la colmena, producido por las abejas, las cuales recolectan resinas
balsamicas secretadas por distintos arboles y plantas para después mezclarlas con cera y

secreciones salivales propias (Kuropatnicki et al., 2013; Vecchi, 2007).

2.1.2. CARACTERISTICAS
El propdleo es de caracter lipofilico, maleable y viscoso con un leve calentamiento, a

bajas temperaturas se torna duro y quebradizo, su coloracién varia del amarillo-verdoso a
marrén oscuro, lo cual se debe basicamente a su habitat y a su antigiiedad (Burdok,
1998). Por lo general, posee un sabor acre aunque a veces es amargo y tiene un aroma
semejante al de la miel debido a los aceites aromaticos presentes en el mismo. Su punto
de fusion oscila entre 60-70°C aunque en algunos casos puede llegar hasta 100°C
(Niraldo, 2005; Marcucci, 1995).

2.1.3. COMPOSICION
Este producto es una mezcla compleja compuesta aproximadamente de 50% de resina y

balsamo, 30% de cera, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de
desechos organicos, estas proporciones dependen en gran medida de la época del afio
cuando se hizo la recolecta del material vegetal. Ademas, se han identificado como los
principales componentes de propdleo: fenoles, acidos grasos, aldehidos, flavonoides,
esteroides, aminoacidos, lignanos, acidos aromaticos, polisacaridos, ésteres aromaticos,
cetonas, vitaminas, minerales, entre otros compuestos. Estos componentes dependen
principalmente de la fuente natural donde las abejas realizaron la recolecta del material
vegetal (Toreti et al., 2013; Pappoti et al., 2012; Cirasino et al., 1987).

Las ceras y restos organicos que no ofrecen acciones terapéuticas o biologicas de gran
relevancia, son removidos usualmente durante el proceso de extraccion etandlica ya que
el etanol no tiene la capacidad de extraer ceras, sin embargo, el balsamo y resina se

extraen facilmente con este disolvente.
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El balsamo y la resina obtenidos contienen la mayor parte de los componentes bioactivos
del propdleo. Hasta la fecha se han identificado mas de 300 componentes, entre ellos
polifenoles (flavonoides, é&cidos fendlicos, esteres, aldehidos fendlicos, alcoholes y
cetonas), terpenos (principalmente sesquiterpenos), esteroides, azlcares y aminoacidos,
siendo los compuestos fendlicos los mas abundantes. Entre los acidos aromaticos
identificados se encuentran el caféico, ferudlico, isoferulico, benzoico y sinapico (Viuda et
al., 2008).

Los compuestos anteriores son los que le confieren la variedad de actividades
farmacoldgicas observadas (Granados, 2014) y su abundancia se ve influenciada por
factores como la fuente botanica y geogréfica asi como la temporada de recoleccién
(Falgao, 2010; Ahn et al., 2007; Bankova et al., 2000; Kujumgiev et al., 1999).

En el Cuadro 1. Se muestran algunos de los compuestos aislados a partir del propdleo.

Cuadro 1. Compuestos aislados a partir del propéleo (Koru et al., 2007).

COMPUESTO ESTRUCTURA

COMPUESTOS FENOLICOS

Acido benzoico OH
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Cuadro 1. Compuestos aislados a partir del propdleo (continuacion).

COMPUESTO ESTRUCTURA
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Cuadro 1. Compuestos aislados a partir del propdleo (continuacion).

COMPUESTO ESTRUCTURA
ESTERES

O

. O/\
Benzoato de etilo
O
Cafeato de cinamilo
HO

Cafeato de fenilo

Timol

Mentol

. ()
HO
QA\* o
HO
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CH,
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Cuadro 1. Compuestos aislados a partir del propdleo (continuacion).

COMPUESTO ESTRUCTURA
AZUCARES

HOH,C o CH,OH

HO
D-fructuosa
OH
OH
OH
(0]
HO O o HO
Sacarosa OH OH
HO OH
HO
OH O
OH
Sorbosa HO
OH OH

De los compuestos anteriores, a los flavonoides se les atribuye la mayor actividad
terapéutica y bioldgica, principalmente a: la galangina, pinocembrina y quercetina
(Coneac et al., 2008).

Se les llama flavonoides ya que los primeros que se aislaron tenian un color amarillo (del
latin flavus que significa “amarillo”), aunque en la actualidad se han encontrado
flavonoides de colores rojos, violetas y azules (Niraldo, 2005). Los flavonoides proceden
del metabolismo secundario de los vegetales, a través de la ruta del acido siquimico y la
ruta de los policétidos. Se pueden realizar diversos ensayos de identificacion para
flavonoides como los siguientes: La reaccion de la cianidina (magnesio en medio
clorhidrico) permite distinguir algunos tipos de flavonoides de acuerdo a su coloracion:
naranja con las flavonas, rojo con los Flavonoles y violeta con las Flavanonas; Las
técnicas cromatograficas son muy utilizadas para la caracterizacion de flavonoides; Los

espectros UV de los flavonoides son muy caracteristicos y precisos para su identificacion;
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actualmente se utilizan otras técnicas espectroscépicas como resonancia magnética
nuclear de protones (*H-RMN), resonancia magnética nuclear de carbono 13 (**C-RMN) y
la espectrometria de masas (MS); La cuantificacién por HPLC se lleva a cabo por medio

de una curva de calibracion con patron externo (Villar del Fresno, 1999).

2.2. APIARIOS ESTUDIADOS
Los apiarios estudiados se encuentran en la Delegacion Milpa Alta, en dicho lugar el clima

se torna mas frio y humedo a medida que asciende la altitud. La mayor parte de su
territorio, es decir, en las laderas de la sierra, el clima es semifrio y subhimedo, con
abundantes lluvias en verano. Otra fraccion de casi el 30% del total del territorio que
corresponde al Valle de Milpa Alta y las laderas bajas de la serrania presenta un clima
templado, con lluvias en verano. El Valle de Milpa Alta es ligeramente mas seco que las
laderas serranas, con una temperatura promedio de 14°C. La region mas humeda y fria
de Milpa Alta es la cumbre del Volcan Chichinauhtzin y el Volcan Tlaloc, donde las lluvias

son muy abundantes y la temperatura promedio es de 8°C (INEGI, 2002).

2.2.1. UBICACION

WELLA, MELPA AL TR

L=

TLALPAMN

MEXHCO

Figura 1. Ubicacidn geografica de los Apiarios estudiados en la Delegacidon Milpa Alta. Fuente inegi.org.mx
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Cuadro 2. Ubicacion de los Apiarios estudiados.

APIARIO UBICACION m.s.n.m

Bonilla Delegacion Milpa Alta, Ciudad de México. Poblado de 2240
San Pablo Oztotepec.

Trojes Delegacion Milpa Alta, Ciudad de México. Poblado de 2420

San Antonio Tecomitl.

Valentin Delegacion Milpa Alta, Ciudad de México. Poblado de 2410

San Pedro Atocpan.

2.2.2. FLORA CERCANA
Pocas personas imaginarian que al interior de la ciudad, en una de sus Delegaciones,

existe un sitio con mas de 16 mil 500 hectareas de bosque, principalmente de los

elegantes oyameles, pinos y encinos.

San Pablo Oztotepec (Apiario de Bonilla), es un lugar situado en la cordillera del sur de la
Ciudad de México, y esta rodeado por grandes arboles; de pino, de oyamel, ocote, encino
y una amplia vegetacion donde se siembra maiz, haba, chicharo, nopal, y arboles frutales,

como la pera, el durazno, el tejocote y los nogales.

En san Antonio Tecomitl (Apiario de Trojes), el clima del lugar es templado semi-himedo
con precipitacion pluvial media, lo que hace que sea un terreno propicio para el cultivo.
Cerca del poblado se puede encontrar gran variedad de vegetacion, entre los cuales
abundan principalmente las nopaleras, cedros, oyamel, madrofios, encino, pinos, palo

loco y yuca.

San Pedro Atocpan (Apiario de Valentin), uno de los pueblos originarios de Milpa Alta, el
cual cuenta con una amplia vegetacion, dentro de ésta se encuentran magueyes de la

especie Agave ferox, encinos, pinos, oyameles y el ocote. (SEDUVI, 2010).
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2.3. ASPECTOS HISTORICOS
El propoleo es conocido ya desde la mas remota antigiiedad y ha sido utilizado por

diferentes culturas con finalidades distintas.

Con el posterior desarrollo de la quimica farmacéutica, y al igual que ocurrié con los
tratamientos fitoterapicos, el propdleo dejo practicamente de utilizarse. Actualmente ha
resurgido el uso de este producto y se investigan sus acciones, efectos y usos en distintos

campos (Farré et al., 2004).

La referencia mas lejana del propdéleo data del antiguo Egipto, donde era bien conocido
por los sacerdotes, quienes tenian el poder de embalsamar cadaveres, dentro de ésta
disciplina, el propodleo era una de las sustancias mas utilizadas, de hecho las momias se
han conservado hasta nuestros dias gracias entre otras cosas, a los propoleos
(Dominguez, 2009).

Figura 2. Representacion del embalsamamiento de un cadaver en el antiguo Egipto. Obtenida de
dranaturaleza.wordpress.com

Otro dato interesante es la actividad apicola que se practicaba en la Peninsula Ibérica,
mostrada en las pinturas rupestres encontradas en las “Cuevas de Las Arafas”, en Bicorp
(Valencia-Espafa). Los expertos que han estudiado las mencionadas pinturas, mencionan
una antigiedad aproximadamente de unos 10,000 afios, ya desde entonces el ser
humano buscaba la forma de obtener el denominado “oro dulce” pues en aquella época,
ademas de ser el Unico edulcorante que se usaba, también era utilizado como ungiento

para curar heridas e incluso también en la economia del trueque. (Correa et al., 2004)
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Figura 3. Pintura rupestre en "la cueva de las arafias" donde se muestra a un individuo recolectando miel de
un panal. Obtenida de laorzaiberica.files.wordpress.com

Los incas, lo utilizaban en el periodo precolombino para tratar los procesos inflamatorios
febriles y las heridas infectadas. Pensadores y médicos de culturas griegas y romanas
como Aristoteles, Galeno y Dioscorides, observaron que poseia propiedades
antiinflamatorias, por lo cual fue utilizado para el tratamiento de heridas, Ulceras y
abscesos (Castaldo et al., 2007).

3

Los hebreos lo mencionan como bélsamo de Galaad o simplemente “tzori”, al igual que la
miel, el trigo y el aceite, era un producto de gran importancia en el comercio de los

antiguos reinos de Juda e Israel (Kuropatnicky et al., 2013)

Se empleaban los propoleos también en los procesos de trepanaciones de craneo que se
practicaban en la Edad de Bronce, también lo usaban como remedio contra quemaduras,

y malestares por infecciones (Wollenweber et al., 1990).

De la Edad Media, se cuenta con pocos manuscritos entre ellos se relata el uso de
propbéleo como parte de preparados para tratar infecciones orales, faringeas y caries
dentales. El conocimiento del uso del propdleo sobrevivido esta época a través de la

medicina tradicional (Kuropatnicky et al., 2013).

El uso del propdleo se retomod con la llegada del Renacimiento. En el libro “Historia de las
plantas”, Gerard hace referencia al uso de la resina o sustancia pegajosa proveniente de
los brotes de los arboles del género Populus como parte de ungientos: Ademas
menciona que este unglento sirve para cualquier inflamacion y moretones, entre otros

usos (Fearnley, 2001).
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Famosos artesanos italianos de los siglos XVII y XVIII, trataban y barnizaban con aceites
de propdleos la madera de los instrumentos musicales (Crane, 1999). También durante el
siglo XVII, la farmacopea Inglesa incluy6é el propdleo en el listado de medicamentos

oficiales (Castaldo y Capasso, 2002).

Durante la guerra anglo-boer (1899-1902) en Africa del Sur, se usaba “propdleo
vasdgeno” que era propoleo con vaselina con lo que impregnaban vendas para curar

heridas e impedir gangrenas (Martinez, 2008).

2.4. PRODUCCION DE PROPOLEO POR Apis mellifera.
La forma en que las abejas (Apis mellifera) recolectan resina para producir propdleo

puede parecer sencilla pero en realidad es un proceso complicado y requiere una gran

disciplina y trabajo duro.

Principalmente se recolecta durante las horas mas célidas del dia y en épocas de otofio-
invierno cuando se acercan los primeros frios (Martinez, 2010). Cuando la abeja
encuentra particulas resinosas en una yema de arbol, la desprende valiéndose de sus
mandibulas y sus patas delanteras, ésta labor es bastante dura, pero la secrecion de las
glandulas mandibulares tiene sustancias que permiten el ablandamiento de la resina,
luego de esto, la abeja tritura con sus mandibulas el pedazo arrancado vy, utilizando una
de las patas traseras lo transfiere a la cestilla de la segunda pata trasera, ésta operacion
se puede llevar a cabo estando aun sobre la yema del arbol o bien en pleno vuelo. A
continuacion llena la cestilla de la otra pata. Para llenar los dos cestillos, la abeja emplea
de 30 a 60 minutos, dependiendo de la temperatura del ambiente, si éste es calido la
abeja manipula mucho mas rapido la recoleccion del propéleo. Cuando la abeja completa
su carga vuelve a la colmena y espera a que otras abejas la ayuden a descargar,
entonces las abejas obreras van tomando la resina de los cestos de la abeja pecoreadora,
lo amasan con cera y secreciones salivales propias para obtener el propdleo y
posteriormente lo colocan en algun lugar ya destinado (Martinez, 2008; Pefa, 2008; Farré
et al., 2004; Kumazawa et al., 2003; Gonzalez y Bernal, 2002; Lin et al., 1999).
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Figura 4. Abeja pecoreadora llevando en sus canastillas de las patas traseras resina recolectada, a la
colmena para ser transformada a prop6leo por abejas obreras (Angel LOpez Ramirez).

Una colonia de abejas puede recoger anualmente entre 100 y 400 g. de propdleo,
dependiendo de sus necesidades, de la raza de abejas y de las condiciones climéaticas del

afio. Lo recolectan principalmente de los pinos, alamos, castafos, abedules, enebros,

robles, avellanos, encinos, etc. (Lesser 1997).

Figura 5. Apis mellifera colectando resina de arboles y plantas para producir propdleo en la colmena
(Daugsch et al., 2008).
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2.5. METODOS DE COSECHA
El propdleo se recoge mediante métodos como: raspado, rejillas, placas plasticas y

mallas.

2.5.1. METODO DE RASPADO
El propdleo se recoge en bruto de la colmena raspando las paredes con una espatula.

También se utilizan rejillas especiales que al introducirse en la colmena, las abejas
obreras propolizan. Posteriormente, se extraen y se retira el propdleo. Es un método que
resulta bastante engorroso e inconveniente, pues las valiosas propiedades de este
producto pueden ser disminuidas (Reyna, 2013), ademas de que el propoleo puede
contaminarse con astillas (Correa et al., 2004).

Figura 6. Cosecha de propdleo por método de raspado (Angel Lopez Ramirez).

2.5.2. METODO DE REJILLAS
Consiste en laminas con ranuras que las abejas se apresuran a rellenar con propoleo, lo

gue permitira su facil recoleccion. Se colocan debajo de la tapa de la colmena y una vez
cubierta de propdleo, estas rejillas deben ser congeladas en la nevera para facilitar su
extraccion con una simple presion y desprender el propoéleo de las ranuras (Gonzéalez y
Bernal, 2002).
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Figura 7. Uso de rejillas para la recoleccion de propoleo (Angel Lopez Ramirez).

2.5.3. METODO DE PLACAS PLASTICAS
Son del tamafio y apariencia de un excluidor de reinas, pero con agujeros mas pequefios

para impedir el paso de abejas. Se sitlan en la parte de la colmena en sustitucion de la
entretapa; al percibir la pérdida de calor que se produce en esa area, las abejas
propolizan rapidamente los agujeros. Para cosechar el propéleo, se colocan las placas en
el congelador de tres a cuatro horas y luego se flexionan para desprender el producto
(Reyna, 2013).

Figura 8. Recoleccion de propdleo por el método de placas plasticas (Angel Lopez Ramirez).
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2.5.4. METODO DE LA MALLA
Este dispositivo puede ser de plastico o metal. El método consiste en cortar secciones de

éste material del tamafio de la superficie de la colmena y colocarlos sobre la Ultima alza,
retirandolas y congelandolas. Muchos consideran que es mas econémica y también mas
duradera, pues no se quiebra por los sucesivos cambios de temperatura y manipulacion, y
gue las superficies son mayores, por lo que se recolecta mas propoéleo en cada extraccion
(Gonzélez y Bernal, 2002).

Figura 9. Obtencion de propéleo por el método de la malla (Angel Lopez Ramirez).
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2.6. USOS
El propdleo se utiliza principalmente como suplemento natural y en medicina

complementaria. En tabletas puede ser combinado con gran variedad de ingredientes
como polen y jalea real; también se utiliza como aditivo en lociones para la piel,
cosmeéticos, jabones, champus, goma de mascar, cremas dentales y enjuagues bucales
(Lopez-Ramirez, 2004).

Figura 10. Se muestran algunos de los productos que se elaboran a partir del propoleo (Alejandra Lépez).

2.7. PROPIEDADES TERAPEUTICAS

Se ha comprobado la actividad terapéutica de los propdleos en diversos estudios, tales
como su propiedad antibacteriana, que ha sido probablemente la mas estudiada,
habiéndose comprobado su doble version, bactericida y bacteriostatica, también se ha

demostrado su actividad antioxidante, antiviral, antimicética y cardioprotectora.

También se han reportado actividades antiulcerosas, citostatica, hepatoprotectora,
inmunomoduladora, espasmolitica, antihipertensiva, regeneradora del tejido cartilaginoso
y tejido 0seo, ademas de tener accion desintoxicante en el higado (Basim et al., 2006;
Niraldo, 2005; Burdok, 1998; Marcucci, 1996).

Ademas, el propoleo es de especial importancia para el estudio de nuevos tratamientos
contra enfermedades dentales pues éste inhibe las glucosiltransferasas, enzimas
producidas por Streptococcus mutans, microorganismo que con mayor frecuencia es

causante de enfermedades como las caries (Koo et al., 2003).
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2.7.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Quimicamente, un antioxidante es un compuesto quimico que previene la oxidacion de

otra especie quimica, o bien biologicamente, es aquella sustancia que cuando se
encuentra presente a concentraciones mucho menores que las de un sustrato oxidable,
disminuye, o inhibe significativamente la oxidacion de dicho sustrato, por lo que los
antioxidantes desempefian un papel fundamental en la proteccion de estructuras celulares
gue pudiesen ser dafiadas en reacciones que involucren radicales libres (Atoui AK et al.,
2005).

El propdleo es una fuente natural de antioxidantes, que protegen a los aceites y
lipoproteinas séricas de la oxidacion. Sus propiedades antioxidantes se deben a su
actividad antiradicalaria y al efecto inhibidor sobre el i6bn cuproso, iniciador de la oxidacion

de las lipoproteinas de baja densidad (Farré et al., 2004).

En estudios previos, el propoleo ha demostrado ser capaz de estabilizar o desactivar los
radicales libres antes de que produzcan algun dafio a un 6rgano blanco, al parecer
también son capaces de regular la sintesis de glutation, importante antioxidante celular

endogeno (Moskaug et al., 2005).

De forma particular, se atribuye la actividad antioxidante principalmente al contenido de
compuestos fendlicos (Palomino, 2009?), algunos compuestos antioxidantes identificados

incluyen acido ferulico, quercetina y acido caféico (Pefia, 2008).

2.7.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Se han realizado muchas investigaciones sobre la actividad antibacteriana del propdleo y

de sus extractos contra cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas, con estas
investigaciones se ha observado que el propdleo tiene una actividad antibacteriana de
amplio espectro contra bacterias Gram positivas y una actividad antibacteriana limitada
contra bacilos Gram negativos (Lotfy, 2006). Se ha descrito que diferentes
concentraciones de extracto etanolico de propdleo inhibieron el crecimiento de bacterias
Gram-positivas como: Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus brevis, B.
cereus, B. megatherium, B. pumilus, B. subtilis, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus
lysodeikticus (Marcucci, 1996); bacterias Gram-negativas como: Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa (Castaldo et al., 2007,
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Burdock, 1988), Aerobacter aerogenes, Alcaligenes spp., Bordetella bronchiseptica y

Serratia marcescens (Marcucci, 1996).

La actividad antibacteriana de propdleos se atribuye a sus contenidos en ésteres, acidos
aromaticos y flavonoides ya que alteran la estructura membranal y la motilidad de las
bacterias. Entre estos Ultimos compuestos, los que han sido reconocidos como los mas

eficaces contra las bacterias son la galangina, pinocembrina y pinostrobina.

También el acido ferulico y caféico contribuyen a la accion bactericida del propéleo (Farré
et al., 2004; Marucci, 1995).

El propdoleo es también inhibidor del biofilm, un agregado de microorganismos y
polisacéaridos llamado glicocalix, que es producido por los mismos microorganismos para
adherirse a superficies soélidas (Dunne, 2002). En la cavidad oral, el biofiim es llamado
placa dental y es factor importante para la causa de caries, éste biofilm se forma por
varios factores dentro de la cavidad oral, como pH, cantidad de sustrato para las bacterias
y cantidad de glucoproteinas acidas que estan presentes en la saliva. Las bacterias con
mayor capacidad de adherencia dental son Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis y Streptococcus oralis, que se adhieren al esmalte debido a la produccion de
polisacaridos extracelulares insolubles (Moreno et al., 2007; Basualdo, 2006).

Figura 11. Efecto antimicrobiano In vitro de propdleos argentinos, colombianos y cubanos sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 (Moreno et al., 2007).
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Streptococcus mutans. Son bacterias participantes de lesion de caries inicial en diente.
Juegan un papel muy importante en algunas enfermedades por su capacidad de formar
biofilm y adherirse a una superficie sdélida para colonizar. Es lider superior para crear una
de las enfermedades mas comunes de la cavidad oral, conocida como caries dental. Las
propiedades que permiten que S. mutans colonice la cavidad oral incluyen la capacidad
de sobrevivir en ambientes acidos y la interaccion especifica con otros microorganismos

gue colonizan éste ecosistema (Krzysciak et al., 2013).

Esta bacteria produce glucosiltransferasas (GTFs), las cuales le dan la capacidad de
sintetizar glucanos a partir de sacarosa. Estos glucanos permiten que mediante
adherencia S. mutans y otras bacterias de la flora de la superficie de los dientes formen la

placa dentobacteriana (Pimenta et al., 2004)

Streptococcus oralis. Es un patdégeno oportunista numéricamente importante de la
microbiota oral, aislado a partir de cualquier parte de la cavidad oral, es un
microorganismo pionero en la colonizacion primaria de la denticion. Suele presentarse con

multiples genotipos en la misma persona (Thuy et al., 2009).

Streptococcus sanguinis. Es reconocido no solo por su asociacion histérica con la
endocarditis bacteriana, sino también debido a su papel antagénico con la caries dental y
las enfermedades periodontales. Debido a que el potencial cariogénico de S. sanguinis se
considera bajo con respecto al de Streptococcus mutans, varios investigadores han
sugerido que la relacion entre S. mutans y S. sanguinis puede servir como un indicador de
riesgo, es decir, cuanto menor sea la relacion entre éstas bacterias, menor es el riesgo de

caries (Page et al., 2000).

2.7.3. ACTIVIDAD ANTIVIRAL
El propdleo ejerce efectos inhibidores frente al virus de la influenza, la viruela, el herpes,

reovirus y el virus de la gripe Hong Kong (Hegazi y Abd el Hady, 2002). Esta actividad
como los otros biocidas que tiene el propoleo se atribuye a su contenido en compuestos
fendlicos. Otros estudios relacionados donde se compara la accion del propéleo contra el
aciclovir en herpes genital demostraron que el aplicado topicamente redujo la inflamacién

y los sintomas locales de una manera mas eficiente (Vynograd et al., 2000).

~21 ~



G ANTECEDENTES Facultad de Quimica UNAM
—_—

2.7.4. ACTIVIDAD INMUNOESTIMULANTE
Determinando los niveles de citocinas antes y después de administrar propéleo por via

oral, se ha comprobado la eficacia inmunoestimulante del propoleo, observandose un

incremento significativo de la capacidad de secrecion de las citocinas (Farré et al., 2004).

Otros estudios con ratones muestran que tras la administracion de propdéleo a un raton
inoculado con células de carcinoma mamario, producian cambios en su sistema
inmunolégico, como un aumento de la produccién del factor de activacién de linfocitos,
por macrofagos peritoneales y se observo que la eficacia de dichos macréfagos frente a
las células cancerigenas era mayor, quedando aumentados también los mediadores

inmunoldgicos (Orsolid y Basid, 2003).

2.7.5. ACTIVIDAD CARDIOPROTECTORA
Bajo condiciones patoldgicas, una alta concentracibn de ERO provoca disfuncion

endotelial, aumento de la contractilidad, lipoperoxidacion, inflamacion y aumento de
deposicion de proteinas extracelulares, los cuales contribuyen al dafio vascular (Touyz y
Schiffrin, 2004).

Varios investigadores han hablado de las propiedades vasorrelajantes de un gran nimero
de flavonoides debido a diferentes mecanismos (que aln no se aclaran por completo), por
ejemplo, Duarte y cols. (1993) encontraron una tendencia de relajacién inducida por
diferentes flavonoides, siendo mas potentes los Flavonoles (Quercetina, campferol),
seguidos de las flavonas (luteolina, apigenina), y Flavonoles (catequina, epicatequina),
teniendo como principal mecanismo de la relajacion la inhibicién de la proteina cinasa C.
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3. JUSTIFICACION

En nuestro pais existe la necesidad de encontrar nuevas formas para tratar o prevenir
diversas enfermedades que agobian a la humanidad, por ejemplo, enfermedades
cardiovasculares (ECV) o de la cavidad oral, asi como implementar el uso de productos
naturales en diferentes industrias como la farmacéutica, alimentaria y cosmética, ya que
con esto se asegura la disminucién de las reacciones adversas que pueden causar los
productos quimicos. Sin embargo, en México no se cuenta con informacion suficiente
sobre la composicién quimica ni actividad biolégica de los prop6leos mexicanos, o alguna
especificacion que indique algin método por el que deba extraerse el propdleo para un
buen rendimiento, ni una forma estandar por la cual se extraiga mayor cantidad de
balsamo, que es la parte del propoleo que contiene mayor cantidad de compuestos
terapéuticos, lo cual es necesario para establecer regulaciones y parametros de calidad
gue sirvan para que las instituciones regulatorias realicen un control de calidad de dichos

productos.

Por ésta razon y debido a que las autoridades sanitarias han prestado poca atencion al
desarrollo de remedios y medicamentos herbolarios de calidad y a que las caracteristicas
guimicas del propdleo son altamente variables, pues dependen de multiples factores
ambientales y de extraccion, es necesario implementar normas de estandarizacion para
las técnicas de extraccion de los extractos de propodleo, ya que por sus propiedades los
productos elaborados con propdleo son usados ampliamente por la sociedad, con esto se
para podra garantizar la actividad biol6gica y/o terapéutica de los mismos, que

posteriormente seran usados en industrias cosméticas, farmacéuticas y alimentarias.

Por lo mencionado anteriormente y debido a que el propdleo mexicano ha recibido poca
atencion y existen muy pocos estudios sobre éstos productos, el presente proyecto se
enfoca principalmente al enriqguecimiento de la informacion de los propdleos inclinada
hacia la investigacion de la composicion quimica de propoéleos recolectados y la
determinacién de un método de extraccion por el cual se optimicen los porcentajes de

rendimiento.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GENERALES
> Establecer las mejores condiciones de extraccién de propéleos recolectados en la

Delegacion Milpa Alta por el método de la malla.
» Caracterizar quimicamente propoleos de la Delegacion Milpa Alta mediante la

obtencién de sus ceras, balsamos y resinas.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES
» Preparar los extractos etanodlicos de los propoleos por diferentes métodos de

extraccion y concentraciones de disolvente.

» Realizar modelos factoriales para determinar las mejores condiciones con las que
se obtiene un mayor porcentaje de rendimiento de cada propéleo.

» Caracterizar y cuantificar el contenido de cera, balsamo y resina de los propdleos
recolectados en la Delegacion Milpa Alta.

» Evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro de los extractos etandlicos de los
propdleos, utilizando como microorganismo de prueba a las bacterias
Streptococcus mutans.

» Determinar flavonoides presentes en los extractos por el método de HPLC.

~ 24 ~



GMATERIAL Y METODOS Facultad de Quimica UNAM
- —

5. MATERIAL Y METODOS

5.1. COSECHA DEL MATERIAL VEGETAL
Las muestras de propdleo utilizadas fueron recolectadas por personal de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia durante épocas decembrinas por el método de la malla,
en los apiarios de Valentin, Las Trojes y Bonilla, ubicados en la Delegacién Milpa Alta.
Una vez obtenido el material vegetal, se dejé secar, se pulverizé y posteriormente, se

refrigeré a -4°C.

5.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS
5.2.1. EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO POR MACERACION
Se pesaron en balanza analitica 2 g. de propdleo seco y pulverizado en tres matraces
erlenmeyer diferentes (cada muestra se realizé por triplicado) con las siguientes

concentraciones de EtOH:

Matraz 1: 96% EtOH (50 mL)

Matraz 2: 70/30 EtOH/agua (35 mL etanol, 15 mL agua)
Matraz 3: 50/50 EtOH/agua (25 mL etanol, 25 mL agua)

Todas las muestras se dejaron macerando ocho dias. Transcurridos esos dias, se filtro el
extracto al vacio con ayuda de un embudo Bichner, matraz Kitasato y papel filtro,
posteriormente se concentrd a presion reducida en rotavaporador hasta sequedad y se
resuspendid con metanol, este producto se transfiri6 a un vial previamente pesado. Se
dejé evaporar el disolvente y luego se pesd nuevamente el vial mas el extracto para

calcular el porcentaje de rendimiento.
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5.2.2. EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO POR SONICACION
Se pesaron en balanza analitica 2 g. de propdleo seco y pulverizado en tres matraces

erlenmeyer diferentes (cada muestra se realiz6 por triplicado) con las siguientes

concentraciones de EtOH:

Matraz 1: 96% EtOH (50 mL)

Matraz 2: 70/30 EtOH/agua (105 mL etanol, 45 mL agua)
Matraz 3: 50/50 EtOH/agua (75 mL etanol, 75 mL agua)

Cada muestra se extrajo en un bafio ultrasonico con el equipo de sonicacion por diez
minutos, luego se filtré el extracto al vacio con la ayuda de un embudo Bichner, matraz
Kitasato y papel filtro, posteriormente se concentrd a presion reducida en rotavaporador
hasta sequedad y se resuspendid con metanol, éste producto se transfiri6 a un vial
previamente pesado. Se dejo evaporar el disolvente y luego se volvio a pesar el vial mas

el extracto para calcular el porcentaje de rendimiento.

5.2.3. EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO POR SOXHLET
Se pesaron en balanza analitica 2 g. de propdleo seco y pulverizado en tres sobres de

papel filtro diferentes (cada muestra se realizé por triplicado). Y en el matraz de bola se

agregaron las siguientes concentraciones de disolvente:
Matraz 1. 96% EtOH (150 mL)

Matraz 2: 70/30 EtOH/agua (35 mL etanol, 15 mL agua)
Matraz 3: 50/50 EtOH/agua (25 mL etanol, 25 mL agua)

Cada muestra se extrajo con un equipo de soxhlet por dos horas, después de esto se filtrd
el extracto al vacio con ayuda de un embudo Bichner, matraz Kitasato y papel filtro,
posteriormente se concentrd a presion reducida en rotavaporador hasta sequedad y se
resuspendiéo con metanol, este producto se transfirid a un vial previamente pesado. Se
dej6 evaporar el disolvente y se volvio a pesar el vial mas el extracto para luego calcular

el porcentaje de rendimiento.
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5.3. DISENO FACTORIAL 2°
Para comprobar las mejores condiciones para obtener los extractos de propdleo se

realizaron disefios factoriales 2° en los cuales los niveles y factores seleccionados para

cada modelo del disefio factorial se muestran en los Cuadros 3y 4.

Cuadro 3. Niveles y factores utilizados en disefio factorial para modelo 1.

FACTOR NIVEL BAJO (-) NIVEL ALTO (+)
A. Tipo de propoleo Trojes Valentin

B. Método de extraccion Maceracion Soxhlet

C. % de disolvente. 50% 96%

Cuadro 4. Niveles y factores utilizados en disefio factorial para modelo 2.

FACTOR NIVEL BAJO (-) NIVEL ALTO (+)
A. Tipo de propéleo Bonilla Valentin

B. Método de extraccion Sonicacion Soxhlet

C. % de disolvente. 70% 96%

5.4. OBTENCION DE CERA (realizado por triplicado)
Se pesaron en balanza analitica 3 g. de propéleo seco y pulverizado y se colocaron en un

sobre de papel filtro, enseguida se sometié la muestra a un proceso de extraccion
continua en un equipo Soxhlet tratandolo con 120 mL de hexano para la extraccion, por
un tiempo de seis horas. Pasado éste tiempo, se transfirid el extracto hexanico a un
matraz evaporador previamente pesado y se concentr6 a presion reducida,
posteriormente se resuspendié el remanente con 120 mL de EtOH al 70%. Una vez
teniendo la suspension, se sometié a un proceso de reflujo hasta obtener una solucién
clara y entonces enfriar a 0°C durante una hora para promover la separacién de las ceras.
Terminado éste tiempo se filtré al vacié con papel filtro W. no. 41 previamente pesado y
se dejo secar éste junto con el matraz evaporador. Por ultimo se pesaron el papel filtro y
el matraz evaporador. La suma de los residuos remanentes corresponde a la cantidad de
cera en el propdleo. Procedimiento realizado con base en la metodologia de Papotti y

colaboradores (2012) con algunas modificaciones.
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5.5. OBTENCION DE BALSAMO (realizado por triplicado)
El filtrado etandlico al 70% que se obtuvo durante la extraccién de ceras se concentro a

presion reducida y el residuo acuoso se utilizé para obtener el balsamo, transfiriéndolo a
un embudo de separacion y agregandole 50 mL de CH,Cl,, se agitd y colectd la fase

organica (este proceso se repitidé dos veces mas y se juntaron las fases organicas).

La fase organica final colectada se sec6 con 30 g. de Na,SO,4 anhidro y consecutivamente
se filtro al vacio y se transfirié a un matraz evaporador previamente pesado, se concentro
a presion reducida a 60°C hasta sequedad. Los residuos del matraz es la cantidad de
balsamo. Procedimiento realizado con base en la metodologia de Papotti y colaboradores
(2012) con algunas modificaciones.

5.6. OBTENCION DE RESINA (realizado por triplicado)
El residuo de propdleo que se tratd con hexano en la extraccion de cera, se extrae por

segunda vez durante seis horas en un equipo de Soxhlet tratandolo con una mezcla de
etanol-cloroformo (1:1). El extracto obtenido se transfiri6 a un matraz de evaporacion
previamente pesado y se concentré a presion reducida a 70°C hasta sequedad. Los
residuos del matraz corresponden a las resinas. Procedimiento realizado con base en la

metodologia de Papotti y colaboradores (2012) con algunas modificaciones.

5.7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

5.7.1. MICROORGANISMO DE PRUEBA
Para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos, se utilizd la

bacteria cariogénica Streptococcus mutans (ATCC 10499) como microorganismo de

prueba.

5.7.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
Para reactivar las bacterias, de una suspension de bacterias conservadas en glicerol se

inocularon 50 puL en 5 mL de medio BHI y se incubaron los tubos por un lapso de 24 h, a
37°C.

Se prepararon soluciones stock de cada extracto pesando 11 mg de cada uno y se

llevaron a 2 mL de DMSO-agua (concentracion inicial 5.5 mg/mL).

El ensayo se realizé por el método de microdilucion en placas de 96 pozos, en todos los

anteriores se colocaron 100 pL de medio de cultivo infusion cerebro corazén (BHI),
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posteriormente a la columna nimero uno se adiciono en las filas desde la A hasta la H
100 pL de cada extracto de propodleo, con el multicanal se mezclaron los pozos y se
tomaron 100 uL pasandolos a la segunda columna, mezclar, tomar 100 pL de la segunda
columna y pasarlos a la tercera columna, y asi hasta llegar a la columna 10, se
desecharon los ultimos 100 pL. En la columna 11 se afiadieron 100 yL de BHI. En la
columna 12 se colocaron 80 uL de gluconato de clorhexidina (CHX al 0.12%). En seguida
se agregaron de la columna 1 a la 10, 80 pL de medio BHI y finalmente se adicionaron 20
uL de la solucién 1x10° UFC/mL de Streptococcus mutans a todas las columnas excepto

a la namero 11. Las placas se incubaron durante 24 h, a 37°C.
Columna 11 control negativo (medio BHI)

Columna 12 control positivo (medio BHI, bacteria y antibidtico)

pajeas O

msO O|®m®™ P

=g

Figura 12. Mapa de la placa de 96 pozos utilizada en el ensayo antimicrobiano.
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5.8. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA

EFICIENCIA (HPLC)
El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se realiz6 en un

cromatografo de liqguidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring Instruments
Division, Kyoto, Japon) equipado con un detector UV-visible dual SPD-10A; un inyector
automatico SIL-10AD (VP); una bomba LC-10AT (VP); un horno para columna CTO-10A;
un desgasificador DGU14A y un sistema de control SCL-10A (VP) acoplado a un equipo
de computo. El control del equipo, el procesamiento y la manipulacion de los datos se

realizé utilizando el software LabSolution/LCsolution.

Se utilizaron estandares de los flavonoides pinocembrina, acacetina, 4',7-
dimetilnaringenina y 4’,7-dimetilapigenina para determinar éstos mismos en los EEP. El
andalisis se realiz6 en una columna XBridge C;g marca Waters, con un tamafio de particula

de 5 um, 4.6 mm de didmetro interno y 50 mm de longitud.

El volumen de inyeccion fue de 10 pl. La elucion se realizd con sistema isocratico que
consistio en una mezcla binaria constituida por MeOH-Agua con TFA al 0.1% en una
proporcion 55:45. El flujo utilizado fue de 1 ml/min y la temperatura empleada para dicho
analisis fue de 25°C. La longitud de onda empleada para la deteccion de pinocembrina,
4’ 7-dimetilnaringenina y 4’,7-dimetilapigenina fue de 290 nm, mientras que para la

acacetina fue de 340 nm.

5.8.1. PREPARACION DE LOS ESTANDARES
La identificacién de los flavonoides en los extractos se realiz6 mediante la comparacion de

los tiempos de retencion y las absorbancias que presentaron cada uno de los estandares
con las sefales presentes en el cromatograma obtenido con el extracto. Estos estandares
se prepararon a una concentracion de 1 mg/ml. Todas las muestras se prepararon

utilizando como disolvente una mezcla de etanol-acetonitrilo 1:1.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido al incremento en el uso del propéleo en los ultimos tiempos es necesario
implementar un método por el cual se obtengan buenos porcentajes de rendimiento de
extractos de propdleo, por lo cual en el presente trabajo se exploraron diferentes formas
de extraccion y proporcion de etanol para preparar extractos de propéleo. Las muestras
de propdleo de tres apiarios ubicados en la Delegacion Milpa Alta se extrajeron utilizando
tres métodos diferentes (Soxhlet, sonicacion y maceracion) y diferentes porcentajes de
disolvente (96% etanol, 70% etanol y 50% etanol) con el fin de determinar las mejores

condiciones de extraccion para obtener extractos activos o en mejores rendimientos.

Como ya se menciond en la seccidon de antecedentes, los extractos del propdleo tienen
una composicion variable debido a factores ambientales y a los tipos de extraccion
utilizados en su produccion. De acuerdo a Papotti y cols. (2012) el propdleo se caracteriza
por contener 50% de balsamo y resina, 30% de ceras, 10% de aceites esenciales, 5%
polen y 5% de otros compuestos organicos. Otros estudios describen la composicion
guimica de los propdleos brasilefios, argentinos y chinos. Sin embargo, para los propoleos

mexicanos no existen estudios que hayan determinado la composicion quimica.

6.1. PROPOLEO DE VALENTIN
El primer parametro que se determiné en este estudio fue el rendimiento de los extractos.

Los rendimientos obtenidos para el propdleo de Valentin se muestran en la Gréfica 1y se
calcularon al realizar un cociente entre la cantidad de extracto seco obtenido en los
diferentes tratamientos y la cantidad de propoleo crudo extraido. En la grafica se puede
observar que el método de Soxhlet permite obtener los mejores porcentajes de
rendimiento, seguido de los métodos de sonicacién y maceracion. También se puede
determinar la importancia que tiene la proporcién de disolvente utilizada al realizar los
extractos, siendo el porcentaje mas alto de etanol (96%) con el que se logran mejores
rendimientos en los tres métodos de extraccion. Por el contrario, la proporcion de
disolvente con la que se obtienen los rendimientos mas bajos de extracto de propdleo en

los tres métodos de extraccidon es con etanol al 50%.
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Extraccién de propoéleo de Valentin

100=-
) 95% etanol

80~ _ J 70% etanol
- = 50% etanol
60=
40=
o-

Tratamientos

% de rendimiento (g)

Gréfica 1. Porcentajes de rendimiento de extractos etandlicos del propdleo de Valentin.

La composicion quimica del propéleo de Valentin se muestra en la Gréfica 2, en la cual
se observa que éste propéleo contiene mayoritariamente ceras y resinas. Estos
resultados son congruentes con los descritos por Papotti y cols. (2012). En los propdéleos
italianos donde estudiaron que la composicién de ceras, balsamos y resinas era de 30 y

50 % (entre balsamos y resinas), respectivamente.

HCera %
H Balsamo%
i Resina %

H Otros componentes%

Gréfica 2. Caracterizacion quimica del propoleo de Valentin.
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6.2. PROPOLEO LAS TROJES

La comparacion de los porcentajes de rendimiento obtenidos al realizar extracciones con
diferentes concentraciones de disolvente y diferentes métodos de extraccion del propdleo
las Trojes se muestra en la Gréfica 3, en la cual de igual manera que con el propéleo de
Valentin, se logré determinar que las mejores condiciones de extraccion para obtener

buenos porcentajes de rendimiento son el método de Soxhlet y etanol al 96% como

disolvente.

Por otra parte, los porcentajes de rendimiento mas bajos se obtienen al extraer el
propdleo con el método de maceracion y con una proporcion de etanol al 50%, estas

condiciones también concuerdan con las condiciones menos recomendables para extraer

el propdleo de Valentin.

Extracciéon de propéleo de Trojes
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Grafica 3. Porcentajes de rendimiento de extractos etandlicos del propdleo de las Trojes.
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En la Grafica 4 se muestra la composicibn quimica del propoleo de las Trojes,
observando de aqui una mayor concentracion de ceras con respecto a los otros
componentes de éste propoleo. La abundancia de ceras obtenida para este propdéleo es
mayor a la obtrenida para el propéleo de Valentin y a la descrita por Papotti y cols (2012).
Por otra parte, la cantidad de resina es menor a la obtenida para el propéleo Valentin y las

cantidades de balsamo de mantuvieron constantes.

H Cera %
H Balsamo %
M Resina %

H Otros componentes

Grafica 4. Caracterizacion quimica del propdleo de las Trojes.
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6.3. PROPOLEO DE BONILLA
La comparacion de los porcentajes de rendimiento del extracto etandlico obtenidos al

realizar extracciones con diferentes concentraciones de disolvente y diferentes métodos

de extraccion del propdleo de Bonilla se observan en la Gréafica 5. En este propéleo las

mejores condiciones de extraccion fueron utilizando el método Soxhlet y etanol al 96%.

Extraccién de propdleo de Bonilla
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80=

60+

404
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% de rendimiento (Q)
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E 95% etanol
] 70% etanol
3 50% etanol

Gréfica 5. Porcentajes de rendimiento de extractos etandlicos del propdleo de Bonilla.

La composicién quimica del propdleo de Bonilla se representa en la Grafica 6. La

composicién de éste propoleo se asemeja a la del propdleo de las Trojes en el que la

mayor parte son ceras y los balsamos y resinas se encuentran en menor cantidad. Sin

embargo, existen marcadas diferencias con lo reportado en la literatura por Papotti y cols.

(2012) para los propoleos de las regiones templadas y con el propoleo de Valentin.
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Gréfica 6. Caracterizacion quimica del propoleo de Bonilla.

Las tres muestras de propdleo estudiadas fueron recolectadas en la Delegacion Milpa
Alta, sin embargo, los propoleos de las Trojes y Bonilla presentan diferencias en su
composicién de ceras, balsamos y resinas con respecto al propdleo de Valentin. Esta
variacion en la composicién puede atribuirse a las diferentes fuentes botanicas de donde
las abejas recolectaron las resinas.

Por otra parte, se observa que el principal componente de estos propéleos es la cera, esto
se atribuye a la época del afio en que fue recolectado el propéleo (épocas decembrinas)
ya que la temperatura es mas baja que en otras épocas del afio y segun lo descrito por
Papotti y cols. (2012), por ésta razon hay menos variedad de vegetacion y las resinas de
arboles y plantas que hay son mas duras por lo tanto son mas dificiles de extraer, lo que
provoca que las abejas al no tener suficiente material resinoso, sustituyan éste, en su
mayoria, por sustancias cerosas.

Los resultados para porcentajes de rendimiento y cantidad de cera, balsamo y resina, se

encuentran desglosados para cada propoleo en los cuadros del anexo 1.
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6.4. OPTIMIZACION PARA PROCESO DE EXTRACCION MEDIANTE

DISENO FACTORIAL 2°
En muchos experimentos interviene el estudio de los efectos de varios factores, en

general los disefios factoriales son los mas eficientes para este tipo de experimentos
donde se requiere estudiar el efecto conjunto de los factores sobre una respuesta. Estos
disefios tienen grandes ventajas como son: mejorar el desempefio, mejorar el
rendimiento, variabilidades reducidas, tiempos de desarrollo cortos y disminucion de

costos (Montgomery, 2011).

Por ésta razon se realizaron modelos experimentales centrados en lograr la optimizacion
de los porcentajes de rendimiento obtenidos a partir de extractos etandlicos de propdleos
pertenecientes a diferentes apiarios de la Delegacion Milpa Alta, los cuales se obtuvieron

con diferentes métodos de extraccion y diferentes porcentajes de disolvente.

Para determinar las condiciones Optimas de extraccion del propdleo, es decir, encontrar el
mejor método de extraccion y el mejor porcentaje de disolvente, a las cuales se obtienen
los mejores rendimientos, se utilizaron disefios experimentales 2° , en los que se variaron

conjuntamente los factores: porcentaje de disolvente, método de extraccion y los apiarios.

6.4.1. MODELO 1
Para la optimizacion del porcentaje de rendimiento de los EEP para el modelo 1 se

tomaron los factores con los valores mas altos y mas bajos y se compararon como se

muestra a continuacion:

1.- Propdleo de Valentin vs. Propdleo las Trojes;
2.- EtOH 96% vs. EtOH 50%;

3.- Método de Soxhlet vs. Método de maceracion.

Los factores y niveles seleccionados para el modelo 1 se muestran en el Cuadro 3.
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En la Figura 13 se muestra el diagrama de Pareto para el modelo 1 donde se observa
gue los factores significativos y que influyen para la extraccién de buenos porcentajes de
rendimiento son el método de extraccion, el porcentaje de disolvente, y el tipo de
propdleo. Este dltimo factor influye negativamente para la obtencion de buenos
rendimientos, por otra parte modificar el porcentaje de disolvente y el método de
extraccion principalmente influye positivamente para obtener buenos porcentajes de

rendimiento.

Diagrama de Pareto Estandarizada para % rendimiento

B: método de extraccion ]+

C: % disolvente

A: tipo de propoleo -

AB

BC
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I

0 3 6 9 12 15 18
Efecto estandarizado

Figura 13. Diagrama de Pareto Estandarizada para la ponderacién del % de rendimiento. Modelo 1.
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En la Figura 14 se muestran los efectos principales para obtener buenos porcentajes de
rendimiento, donde se observa que de los factores: tipo de propéleo, método de
extraccion y porcentaje de disolvente, el que tiene un efecto principal mas acentuado es el
método de extraccion, en éste se observa que con el método de Soxhlet se obtiene un
mejor rendimiento que con el método de maceracion.

El porcentaje de disolvente también afecta los rendimientos, ya que con etanol al 96% se
observa que se obtiene un mejor rendimiento que realizando el extracto con etanol al
50%. El tipo de propdleo tiene un menor efecto principal en la obtencion de porcentajes de
rendimiento, en el que se observa que con el propdleo de Valentin se obtienen mejores

resultados que con el propdleo de las Trojes.

Gréfica de Efectos Principales para % rendimiento
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Figura 14. Gréfica de Efectos Principales para porcentajes de rendimiento. Modelo 1.
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En la Figura 15 se observa que la mayoria de los datos se encuentran ubicados sobre la
recta, esto indica que éstos siguen una distribucion normal. Con estos resultados se
concluye que hay concordancia con lo observado en la Figura 13, es decir, se observa
gue el método de extraccion, el porcentaje de disolvente y en menor cantidad el tipo de

propoleo son significativos, ya que se encuentran alejados de la linea recta.

Grafico de Probabilidad Normal para % rendimiento
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Figura 15. Gréafica de Probabilidad Normal para porcentajes de rendimiento. Modelo 1.

En la Figura 16 se representa una superficie de respuesta que muestra el
comportamiento del porcentaje de rendimiento al ser modificados el método de extraccion
y el porcentaje de disolvente, manteniendo constante uno de los propdleos. De aqui se
observa a partir de extrapolaciones, que el método por el que se obtienen mejores
rendimientos es con el que corresponde al nivel alto, en éste caso es el método de
Soxhlet, y el porcentaje de disolvente mas adecuado para la extraccion es el de etanol al
96%, notese que con el método de Soxhlet y etanol al 96%, se obtienen rendimientos por
arriba del 80%, mientras que si se realizan las extracciones con el método de maceracion

y con etanol al 50% los rendimientos son bajos, de aproximadamente el 20%.
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Figura 16. Gréafica de Superficie de respuesta para porcentajes de rendimiento. Modelo 1.

La localizacién con exactitud de las coordenadas del punto de la respuesta deseada
puede identificarse en la Figura 17. De aqui se observa que el mayor porcentaje de
rendimiento se obtiene al realizar los extractos con el método de Soxhlet y con etanol al
96%. En contraste, el menor rendimiento se obtiene al extraer por el método de

maceracion con etanol al 50%.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 17. Gréafica de Contornos de la Superficie de Respuesta para porcentajes de rendimiento. Modelo 1.
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En la Figura 18 se muestra la grafica de residuos en la cual no se observa ningun patron
ni forma de embudo que en el caso de estar presente indicaria que el modelo no es
adecuado, pero al no ser éste el caso se puede considerar que los datos satisfacen la

linealidad.

Grafica de Residuos para % rendimiento
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Figura 18. Gréafica de Residuos para porcentaje de rendimiento. Modelo 1.

6.4.2. MODELO 2
En el modelo 2 se descartaron el método de maceracion, el nivel bajo de disolvente y el

propoleo de las Trojes, esto para hacer un segundo modelo en donde se comparan los
mejores factores obtenidos en el modelo 1 (propdéleo de Valentin, método de Soxhlet y

etanol al 96%) pero esta vez contra los factores que se mencionan a continuacion:

1.- Propdleo de Valentin vs. Propdleo de Bonilla;
2.- EtOH 96% vs. EtOH 70%;

3.- Método de Soxhlet vs. Método de sonicacion

Los factores y niveles seleccionados para el modelo 2 se muestran en el Cuadro 4.
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El diagrama de Pareto para el modelo 2 se muestra en la Figura 19, donde se observa
gue los factores significativos y que influyen positivamente para la extraccion de buenos
porcentajes de rendimiento son el método de extraccion, el porcentaje de disolvente, y el
tipo de propoleo. De los cuales, el método de extraccion es el factor principal que debe
tomarse en cuenta al modificarlo pues tiene un gran impacto al momento de obtenerse los
rendimientos. Las interacciones que deben evitarse principalmente son el nivel bajo de
propdleo (propdleo de Bonilla) con el nivel bajo de método de extraccion (sonicacion),
pues en el diagrama se observa que al combinar estos factores se obtienen efectos

negativos significativos en la obtencion de porcentajes de rendimiento.

Diagrama de Pareto Estandarizada para % rendimiento
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Figura 19. Diagrama de Pareto Estandarizada para la ponderacion del % de rendimiento. Modelo 2.

En la Figura 20 se muestran los efectos principales para obtener porcentajes de
rendimiento, donde se observa que de los tres factores, el que tiene un efecto principal
mas marcado es el B (método de extraccion), en éste se observa que con el método de
Soxhlet nuevamente se obtiene un mejor rendimiento en comparacion con el método de
sonicacion. El porcentaje de disolvente también afecta el rendimiento, ya que con etanol
al 96% se observa que se obtiene un mejor rendimiento que realizando el extracto con

etanol al 70%.
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El tipo de propodleo tiene un menor efecto principal en la obtencion de porcentajes de
rendimiento, sin embargo se observa que con el propéleo de Valentin se obtienen mejores
resultados que con el propoleo de Bonilla.

Los tres efectos son positivos, y al considerar estos efectos principales, los tres factores
se deben correr en el nivel alto (propéleo de Valentin extraido por el método de Soxhlet

con etanol al 96%) a fin de maximizar el porcentaje de rendimiento.

Gréfica de Efectos Principales para % rendimiento
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Figura 20. Gréfica de Efectos Principales para porcentajes de rendimiento. Modelo 2.

En la Figura 21 se observa que la mayoria de los datos se encuentran ubicados sobre la
recta, esto indica que éstos siguen una distribucibn normal, concordando con lo
observado en la Figura 19, es decir, se observa que el método de extraccion, el
porcentaje de disolvente, la combinacion de tipo de propdleo con método de extraccion y
en menor cantidad el tipo de propdéleo, son significativos, ya que se encuentran alejados
de la linea recta.

En otras palabras, todos los efectos que caen sobre la recta son insignificantes, mientras

gue los efectos grandes estan apartados de ella.
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Por lo tanto, los efectos importantes a tomar en cuenta que surgen de este analisis son

método de extraccion, el porcentaje de disolvente y el tipo de propodleo.

Grafico de Probabilidad Normal para % rendimiento
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Figura 21. Gréfico de Probabilidad Normal para porcentajes de rendimiento. Modelo 2.

La Figura 22 representa una superficie de respuesta que muestra el comportamiento del
porcentaje de rendimiento al ser modificados los factores método de extraccion y
porcentaje de disolvente, manteniendo constante uno de los propdleos. De aqui se infiere
a partir de extrapolaciones que, el método por el que se obtienen mejores rendimientos es
con el que corresponde al nivel alto, que es el método de Soxhlet y el porcentaje de
disolvente adecuado para la extraccion es el de etanol al 96%. Con las condiciones
anteriores se logran obtener porcentajes de rendimiento mayores al 70%, mientras que el
método de extraccion con el que se obtienen menores rendimientos es sonicacion con

etanol al 70%, obteniendo de aqui porcentajes de rendimiento de aproximadamente 50%.
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Figura 22. Gréfico de Superficie de Respuesta para porcentajes de rendimiento. Modelo 2.

En la Figura 23 se pueden localizar con exactitud las coordenadas del punto de la
respuesta deseada. En ésta grafica se observa que el mayor porcentaje de rendimiento se
observa al realizar los extractos con el método de Soxhlet y con etanol al 96% obteniendo
casi el 80% de rendimiento, mientras que el menor rendimiento se obtiene al extraer por el

método de sonicacidon con etanol al 70% obteniendo rendimientos del 55%.
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Figura 23. Grafica de Contornos de Superficie de Respuesta para porcentajes de rendimiento. Modelo 2.
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En la Figura 24 se muestra la grafica de residuos en la cual no se observa ningun patron

ni forma de embudo que indicaria que el modelo no es adecuado, por lo tanto se puede

considerar que los datos satisfacen la linealidad.
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Figura 24. Gréfica de Residuos para porcentajes de rendimiento. Modelo 2.
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6.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Para la determinaciéon de la actividad biol6gica de los extractos etandlicos se utilizé a la

bacteria Streptococcus mutans como microorganismo de prueba. Este microorganismo se
considera como uno de los principales agentes de la formacién de caries, debido a su
capacidad de producir glucosiltransferasas, las cuales le ayudan a sinterizar glucanos a
partir de sacarosa, éstos glucanos permiten la formacion de la placa dentobacteriana
mediante adherencia de Streptococcus mutans y otras bacterias de la flora de la

superficie de los dientes (Pimenta et al., 2004).

El valor de CMI esta definido como la minima concentracion del compuesto de prueba que
no permite el desarrollo de la bacteria en estudio, visualmente se interpreta como la
ausencia de turbidez en el medio. Es importante destacar que un extracto preparado a
partir de materiales vegetales es considerado activo si presenta un CMI menor a 1000
pg/mL (Rosas-Pifion, 2012).

Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran en el Cuadro 5. donde se indica
gue los extractos con mejores CMIs fueron los extractos de Valentin obtenidos por
maceracion al 96%, 70% y 50%, Valentin obtenido por sonicacién al 96% y Valentin
obtenido por Soxhlet al 70%; los extractos del propdleo las Trojes obtenido por
maceracion al 96%, 70% y al 50%; y los extractos del propéleo de Bonilla obtenidos por
maceracion al 96%, 70%, 50% y por sonicacion al 50%, es decir, los extractos que tienen
una mejor accién inhibitoria son principalmente los extraidos por maceracion y en algunos
casos los de sonicacion, los de méas extractos presentan CMIs mayores a la concentracion
limite de 1000 pg/mL.

Los extractos obtenidos por el método de soxhlet no presentan una buena actividad
inhibidora del microorganismo, esta falta de actividad se le atribuye a las condiciones que
requiere el método para la extraccion, ya que al utilizar calor, esto promueve la disoluciéon
de ceras pasando al extracto, y debido a que las ceras no tienen actividad bioldgica o
terapéutica y en la determinacion de ceras, balsamos y resinas se observo una gran
cantidad de cera en la composicion de estos propdleos, este material ceroso le resta
actividad inhibidora al extracto etandlico.
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Cuadro 5. CMiIs de extractos de propéleos de la Delegacion Milpa Alta en la evaluacion
de la actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans.

Extracto etandlico de propdleo CMis de extractos etandélicos (mg/ml)

para S. mutans

Valentin. Maceracién 96% 0.73
Valentin. Maceracién 70% 0.088
Valentin. Maceracién 50% 0.73
Valentin. Sonicacién 96% 0.74
Valentin. Sonicacion 70% 2.95
Valentin. Sonicacion 50% 2.88
Valentin. Soxhlet 96% 1.41
Valentin. Soxhlet 70% 0.74
Valentin. Soxhlet 50% 2.75
Trojes. Maceracion 96% 0.19
Trojes. Maceracion 70% 0.74
Trojes. Maceracion 50% 0.69
Trojes. Sonicacion 96% 1.39
Trojes. Sonicacion 70% 1.37
Trojes. Sonicacion 50% 1.39
Trojes. Soxhlet 96% 1.9

Trojes. Soxhlet 70% 1.98
Trojes. Soxhlet 50% 1.7

Bonilla. Maceracion 96% 0.18
Bonilla. Maceracion 70% 0.35
Bonilla. Maceracion 50% 0.35
Bonilla. Sonicacion 96% 2.9

Bonilla. Sonicacion 70% 2.95
Bonilla. Sonicacion 50% 0.74
Bonilla. Soxhlet 96% NI

Bonilla. Soxhlet 70% NI

Bonilla. Soxhlet 50% NI

NI= no inhibié (>4mg/ml)
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6.6. DETERMINACION DE FLAVONOIDES EN EXTRACTOS
ETANOLICOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTO
RENDIMIENTO (HPLC).

La identificacion de los flavonoides presentes en los EEP se realiz6 mediante la
comparacion de los tiempos de retencion y los picos que presentaron cada uno de los
estandares contra los picos presentes en los cromatogramas obtenidos para cada uno de

los extractos.

También se realiz6 la co-elucion de los estandares con la matriz de trabajo utilizada para
validar el método. Los tiempos de retencion obtenidos para cada flavonoide estandar se

muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Tiempos de retencion para estandares de flavonoides.

FLAVONOIDE tr(min) Figura 25.
Pinocembrina (1) 5.8 a)
Acacetina (2) 7.8 b)
4’,7-dimetilnaringenina (3) 16.2 c)
4’ 7-dimetilapigenina (4) 25.1 d)
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Figura 25. Cromatogramas de los flavonoides estandar. a) Cromatograma de pinocembrina. b)
Cromatograma de acacetina. c) Cromatograma de 4',7-dimetilnaringenina. d) Cromatograma de 4',7-
dimetilapigenina.
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El estudio que se realizd para conocer los flavonoides presentes en los propoéleos
analizados se llevo a cabo mediante un analisis cualitativo por medio de una comparacién
entre los picos de los cromatogramas de los flavonoides estandar contra los picos de los
cromatogramas de los extractos de las muestras de propéleo estudiadas, donde para los
cromatogramas correspondientes a los extractos del propdleo de Valentin que se
muestran en las Figuras 26, 27 y 28 se observa que el porcentaje de disolvente no tiene
gran impacto en la concentracion de cada flavonoide presente en las muestras como lo
tiene el método de extraccion, sin embargo, al comparar los picos de los extractos de las
muestras de propoéleo obtenidos con diferentes proporciones de etanol, se observa que

presentan mayor concentracion de cada flavonoide los EEP obtenidos con etanol al 50%.

Al comparar los picos de los mismos extractos de propodleo, variando el método de
extraccion, se muestra que el método de Soxhlet es un método no recomendable para la
extraccion de propdleo si se quieren obtener buenas concentraciones de compuestos de
interés, ya que por éste método, los picos de los flavonoides son menores con respecto a
los métodos de maceraciéon y sonicacion. Por otro lado, realizando los extractos con el

método de maceracién es como los picos de los flavonoides se ven aumentados.

Se buscé identificar algunos flavonoides en el propdleo de Valentin determinandolos por
comparacion con estandares identificados que se muestran en la Figura 25, de los
cuales, los que estan presentes son la pinocembrina y la acacetina, con tr de 5.8 'y 7.8
respectivamente, cabe mencionar que de los flavonoides identificados en los extractos de

éste propdleo, la pinocembrina es el que se encuentra en mayor proporcion.
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Figura 26. Cromatogramas de los EEP del apiario de Valentin, obtenidos con etanol al 96%. a) Por método
de Soxhlet. b) Por método de sonicacion. ¢) Por método de maceracion.
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Figura 27. Cromatogramas de los EEP del propdleo de Valentin, obtenidos con etanol al 70%. a) Por el
método de Soxhlet. b) Por el método de sonicacién. c) Por el método de maceracion.
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Figura 28. Cromatogramas de los EEP del apiario de Valentin, obtenidos con etanol al 50%. a) Por el
método de Soxhlet. b) Por el método de sonicacién. c) Por el método de maceracion.
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Con respecto al propoleo de las Trojes, se determinaron los flavonoides presentes de la
misma manera que se hizo para el propoleo de Valentin. En éste se encontraron los
flavonoides pinocembrina (en mayor concentracion), acacetina (en muy poca

concentracion) y también 4’,7-dimetilnaringenina y 4’,7-dimetilapigenina.

En este propdleo se observa un comportamiento similar al propéleo de Valentin en cuanto
a extraccion por diferentes métodos y porcentajes de disolvente, es decir, se obtienen
cromatogramas que se muestran en las Figuras 29, 30 y 31 con picos de mayor
intensidad para pinocembrina y acacetina en las muestras extraidas con etanol al 50% y
con el método de maceracion, y los picos de menor intensidad se observan en las
muestras extraidas por el método de Soxhlet al 96%. Para el flavonoide 4',7-
dimetilnaringenina se observa se obtiene mayoritariamente por el método de maceracion
principalmente con un porcentaje de etanol al 96%. La 4’,7-dimetilapigenina sélo se
obtiene en tres de las muestras de éste propoleo, por lo tanto, no se puede concluir algun
método por el cual se pueda extraer mayor o menor cantidad de éste compuesto. Sin
embargo, dos de las muestras obtenidas, se lograron con el método de Soxhlet, y una se
obtiene por sonicacion, por ésta razén se podria pensar que para extraer mayor cantidad
de 4’,7-dimetilapigenina, se logra mejor aplicando calor o energia como la del bafio

ultrasénico a la muestra.
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Figura 29. Cromatogramas de los EEP del apiario de las Trojes, obtenido con etanol al 96%. a) Por el
método de Soxhlet. b) Por el método de sonicacién. ¢) Por el método de maceracion.
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Figura 30. Cromatogramas de los EEP del apiario de las Trojes, obtenidos con etanol al 70%. a) Por el
método de Soxhlet. b) Por el método de sonicacion. c) Por el método de maceracion.
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Figura 31. Cromatogramas de los EEP del apiario de las Trojes, obtenidos con etanol al 50%. a) Por el
método de Soxhlet. b) Por el método de sonicacién. c) Por el método de maceracion.
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En cuanto al propoleo de Bonilla, al realizar el analisis se obtuvieron los cromatogramas
gue se muestran en las Figuras 32, 33 y 34 en los cuales se observa que los flavonoides
presentes en los extractos etandlicos de este propdleo son la pinocembrina y acacetina,
siendo la pinocembrina de igual manera que en los extractos de los propdlleos anteriores,
el flavonoide que se encuentra en mayor proporcion. Los picos con mayor intensidad de
los flavonoides aparecen en las muestras extraidas por el método de maceracion y etanol
al 50%, mientras que, las muestras extraidas con el método de Soxhlet muestran picos

gue corresponden a los flavonoides identificados para éste propéleo con intensidad baja.
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Figura 32. Cromatogramas de los EEP del apiario de Bonilla, obtenidos con etanol al 96%. a) Por el método
de Soxhlet. b) Por el método de sonicacion. c) por el método de maceracion.
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Figura 33. Cromatogramas de los EEP del apiario de Bonilla, obtenidos con etanol al 70%. a) Por el método
de Soxhlet. b) Por el método de sonicacion. c) Por el método de maceracion.
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Los flavonoides determinados (acacetina, pinocembrina, 4’,7-dimetilnaringenina y 4’,7-
dimetilapigenina), se obtienen de fuentes naturales por mencionar algunas se refieren las

siguientes:

Acacetina: obtenida principalmente de las plantas de la familia Asteracea, dentro de las

especies mas abundantes son Eupatorium, Senecio y Helichrysum.

Pinocembrina: obtenida de la corteza de los pinos, jengibre chino, orégano y otras fuentes

naturales.

4’ 7-dimetilnaringenina: presente en la cascara de algunos citricos, esta presente también

en la pulpa de los frutos, hojas, flores y semillas de la planta.
4’ 7-dimetilapigenina: obtenida de la salvia blanca (Romo De Vivar., 2006).

Para los tres propoéleos analizados, la pinocembrina es el principal flavonoide presente en
los extractos etandlicos, siendo el propdleo de las Trojes el que contiene en mayor
proporcion este compuesto. Estos resultados son similares a los obtenidos por Gardana et
al. (2007), quienes demostraron que la pinocembrina era uno de los flavonoides mas

abundantes en las muestras de propdleos de varios paises.

Con estos resultados se demuestra porque en la evaluacion de la actividad antibacteriana
los extractos etandlicos que resultaron ser activos son en su mayoria los extraidos con el
método de maceracion, ahora se puede atribuir este comportamiento al hecho de que los
compuestos activos para la inhibicibn bacteriana, especificamente de la bacteria
analizada Streptococcus mutans, se encuentran en su mayoria en las muestras extraidas
con el método de maceracion, siendo la pinocembrina el flavonoide que se encuentran en

mayor concentracion en los EEP.

Los resultados anteriores son congruentes con estudios previos realizados en el
laboratorio del doctor José Fausto Rivero, donde se aislaron compuestos de tipo
flavonoide como responsables de la actividad antibacteriana a partir de propdleos
recolectados en el Altiplano mexicano, dentro de los compuestos con actividad
antibacteriana se encuentran la pinocembrina, la acacetina y otros (Medina, 2011; Ortega
y Téllez, 2010).
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/. CONCLUSIONES

En México, no se cuenta con informacion suficiente sobre la composicion quimica y
la actividad bioldgica de los propodleos, siendo esta necesaria debido a la amplia
utilizacién y complejidad del propdleo, por esto se debe centrar la atencién en la
estandarizacion de las técnicas de extraccion y de los extractos del mismo para asi
poder garantizar la actividad bioldgica de dichos extractos, que posteriormente
pueden ser utilizados en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que para obtener
porcentajes de rendimiento altos de los propoleos de Valentin, las Trojes y de
Bonilla, pertenecientes a la Delegacion Milpa Alta, se deben realizar los extractos
etandlicos por el método de extraccion continua (Soxhlet) ya que de acuerdo a los
resultados experimentales, es el método por el cual se obtienen los mayores
rendimientos. Por otra parte, la mejor concentracion de etanol para preparar el
extracto etandlico para obtener buenos rendimientos con cualquiera de los tres
meétodos de extraccion estudiados, es con etanol al 96%.

Sin embargo, para obtener los mejores resultados sobre la inhibicion del
crecimiento de las bacterias S. mutans, el método de Soxhlet no es el mas
adecuado ya que la mayoria de los extractos etandlicos de los propdéleos obtenidos
por éste método no inhibieron con concentraciones limite de 1000 pg/mL. Por otro
lado, al realizar la cuantificacion de la actividad antibacteriana para los extractos
obtenidos por el método de maceracion se encontré que los MICs eran de Valentin
obtenidos por maceracion al 96%, 70% y 50%, los extractos del propodleo las
Trojes obtenido por maceracion al 96%, 70% y al 50%; y los extractos del propdleo
de Bonilla obtenidos por maceracion al 96%, 70%, 50%, por lo cual los extractos se
consideran activos.

La actividad de inhibicion bacteriana en extractos de propdéleo obtenidos por el
método de maceracién, se atribuye principalmente a los resultados obtenidos al
realizar el andlisis de las muestras en HPLC, donde se observa en los
cromatogramas obtenidos para los tres métodos de extraccion que los extractos de

propdleo obtenidos por maceracion contienen mayor concentracion de sus
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flavonoides presentes, siendo la pinocembrina la que se encuentra en mayor
cantidad en los propéleos estudiados de la Delegacion Milpa Alta.

e En cuanto a la caracterizacion quimica de los propoleos estudiados, se observa
una diferencia notable de estos con respecto a lo descrito por Papotti y cols.
(2012), siendo los extractos del propdleo de Valentin los que se asemejan mas a la
composicién descrita por los autores. Con respecto al propéleo de las Trojes y al
de Bonilla, se puede observar que la mayor composicion de estos es cera
presentando mas del 50% de este componente, difiriendo de lo descrito por Papotti
y cols (2012) y del propéleo de Valentin.
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8. PERSPECTIVAS.

e Aplicar los métodos utilizados en éste trabajo para evaluar la calidad de los
productos farmacéuticos y alimenticios preparados con propdéleo como principio
activo.

e Desarrollar un método por HPLC para determinar cuantitativamente los flavonoides
pinocembrina, acacetina, 4,7-dimetilapigenina y 4,7-dimetilnaringenina.

e Aislar y determinar los compuestos mayoritarios presentes en las resinas y
bélsamos de los propdleos con la mejor actividad biol6gica

e Determinar el efecto de los extractos etandlicos sobre un nimero mas amplio de

microorganismos.
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Cuadro A. Rendimientos en porcentajes de la extraccion etanodlica del propdleo de

Valentin.

Numeros 1.- corresponden a 96% de etanol; nimeros 2.- corresponden a 70% etanol;
50% de etanol.

PROPOLEO DE VALENTIN

MACERACION SONICACION SOXHLET
Peso peso Peso peso Peso peso
inicial final %R inicial final %R inicial final %R

1 | 2.0047g | 1.1888g | 59.3 2.0025g | 1.2451g | 62.18 | 2.0001g | 1.6171g | 80.9

1" | 2.0013g | 1.2457g | 62.24 | 2.0014g | 1.2987g | 64.89 | 2.0029g | 1.6360g | 81.7

17| 2.0016g | 1.2800g | 64.02 | 2.0006g | 1.3271g | 66.34 | 2.0039g | 1.5923g | 79.5

2 | 2.0006g | 0.9979g | 49.88 | 2.0024g | 0.9838g | 49.13 | 2.0024g | 1.5288¢g | 76.4

2" | 2.0018g |0.9952g | 49.72 | 2.0042g | 1.0189g | 50.84 | 2.0022g | 1.5078g | 75.3

2”7 | 2.0020g | 0.9150g | 45.7 2.0068¢g | 0.9968¢g | 49.67 | 1.9800g | 1.4907g | 75.3

3 2.0015g | 0.5454¢g | 27.25 | 2.0025g | 0.6500g | 32.46 | 1.9880g | 1.3042g | 65.6

3" | 2.0012g | 0.5815g | 29.06 | 2.0008g | 0.6764g | 33.81 | 2.0013g | 1.3401g | 67

3”7 | 2.0007g | 0.6058¢g | 30.28 | 2.0027g | 0.6902g | 34.46 | 2.0014g | 1.3619g | 68.1
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Cuadro B. Rendimientos en porcentajes de la extraccion etandlica del propodleo las

Trojes.

PROPOLEO LAS TROJES

MACERACION SONICACION SOXHLET

Peso inicial | peso final | %R | Pesoinicial | peso final | %R | Peso inicial | peso final | %R

1 [2.0013gr |0.8921g |44.58|2.0018g |1.0101g |50.46|2.0010g |[1.7257g | 86.2

1" |2.0000gr |0.9133g | 45.66|2.0010¢g 1.0057g |50.26/2.0012 g 1.7179g | 85.8

17|2.0001gr |0.8785g |43.92(2.0018¢g 0.9996g |49.94|2.0015¢g 1.7199g | 85.9

2 |2.0011gr |0.6841g |34.19/2.0018g |0.7970g |39.81|2.0012g |1.5414g | 77

2" |2.0000gr |0.6665g | 33.33]|2.0010¢g 0.8086¢g | 40.28|2.0016 g 1.5751g | 78.7

2°712.0010gr |0.6815g |34.06|2.0012¢g 0.8191g |40.93|2.0015¢g 1.5374g | 76.8

3 |2.0006gr |0.4561g | 22.8(/2.0008g |0.7488g |37.43|2.0015g |1.0808g | 54

37 12.0003gr |0.4636g |23.18|2.0011g 0.7739g | 38.67|2.0016 g 1.1167g | 55.8

3712.0003gr |0.4798g | 23.98|2.0010g 0.7644 g 38.2(2.0017 g 1.1039g | 55.2
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Cuadro C. Rendimientos en porcentajes de la extraccion etanodlica del propéleo de

Bonilla.

PROPOLEO DE BONILLA

MACERACION SONICACION SOXHLET

Peso inicial | pesofinal | %R | Pesoinicial | pesofinal | %R | Pesoinicial | pesofinal | %R

1 |2.0016¢g 0.8420 g 42.07|2.0008 g 0.8036 g 40.16|2.0010 g 1.8784 ¢ 93.87

1" |2.0014 g 0.8438 g 42.16|2.0009 g 0.8082 g 40.39(2.0011¢g 1.8921¢g 94.55

17 |2.0009 g 0.8403 g 42.02|2.0008 g 0.8112¢g 40.54 | 2.0006 g 1.8879 g 94.37

2 (2.0014g |06352g | 31.74|2.0004g |0.4469g | 22.34|2.0011g |1.5353g | 76.72

2" [2.0015g |0.6307g | 31.51|2.0001g |0.4487g | 22.43|2.0010g |1.5440g | 77.16

27°|2.0013g |0.6311g | 31.53|/2.0001g |0.4496g | 22.48(2.0008g |1.5541g | 77.67

3 12.0014¢g 0.4261g 21.29|2.0009 g 0.2698 g 13.48]2.0007 g 1.0113 g 50.55

3" (2.0015¢g 0.4201¢g 20.99|2.0009 g 0.2637 g 13.18|2.0011 g 1.0358 g 51.76

37/2.0016 g 0.4193 g 20.95|2.0009 g 0.2771¢g 13.85]/2.0011 g 1.0191¢g 50.93

~71 ~



GANEXO |
-

Facultad de Quimica

UNAM

Cuadro D. Se muestra la cuantificacion y extraccién en gramos y porcentajes de cera,
balsamo y resina del propdleo de Valentin.

Cuadro D. Cantidad de cera, balsamo y resina del propodleo de Valentin.

balsamo (g)/ resina (g) / resina
peso inicial g cera (g) / cera (%) balsamo (%) (%) total (g) / total (%)
ler réplica 2.9998 1.2829g 42.73% | 0.1943g 6.48% | 1.1963g [39.88%| 2.6725 | 87.57%
2da réplica 3 1.2806g 42.69% | 0.1915g 6.38% | 1.1970g [39.90%| 2.6691 | 88.97%
3er réplica 3 1.2638g 42.13% 0.1887g 6.29% | 1.1848g |39.49%| 2.6373 87.91%
Promedio 2.9999 1.2754g 42.52% 0.1915 6.38% | 1.1927 |[39.76%| 2.6596 | 88.15%

En el cuadro E. Se muestra la cuantificacién y extraccion en gramos y porcentajes de
cera, balsamo y resina del propodleo las Trojes.

Cuadro E. Cantidad de cera, balsamo y resina del propdleo las Trojes.

eso
i:icial g cera (g) / cera (%) | balsamo(g) / balsamo (%) | resina (g) / resina (%) | total (g) / total (%)
ler réplica 3.0010 1.8047 63.80 0.1752 5.5 0.3508 11.69 2.3307 80.99
2da réplica 3.0014 1.8891 62.94 0.1775 5.91 0.3556 11.85 2.4222 80.7
3er réplica 3.0009 1.8675 62.23 0.1807 6.02 0.3567 11.87 2.4049 80.12
Promedio 3.0011 1.8538 62.99 0.1778 5.81 0.3544 11.80 2.3859 80.60

En el cuadro F. Se muestra la cuantificacion y extraccion en gramos y porcentajes de
cera, balsamo y resina del propdleo de Bonilla.

Cuadro F. Cantidad de cera, balsamo y resina del propdleo de Bonilla.

:aneics:ic;l g cera (g) / cera (%) | balsamo(g) / balsamo (%) | resina (g) / resina (%) | total (g) / total (%)
ler réplica 3.0010 1.9282 64.25 | 0.4267 14.22 0.2839 9.46 2.6388 87.93
2da réplica 3.001 1.9539 65.11 | 0.4492 14.96 0.2738 9.12 2.6769 89.19
3er réplica 3.0011 1.9559 65.17 | 0.4357 14.52 0.2803 9.34 2.6719 89.03
Promedio 3.0010 1.9460 64.84 | 0.4372 14.57 0.2793 9.31 2.6625 88.72
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