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RESUMEN 
Se sabe que el propóleo está constituido por una gran variedad de compuestos 

químicos y su composición es variable. Varía, según la fuente de procedencia, en 

su color, de amarillo claro a marrón o incluso negro. A temperaturas bajas es rígido  

y quebradizo, mientras que a temperaturas altas es suave y pegajoso. Sus 

propiedades medicinales son conocidas desde épocas antiguas y se le ha empleado 

en tratamiento de enfermedades como resfriados, infecciones, tos, úlceras, así 

como antiséptico y cicatrizante, ya que posee actividades como: antibacteriano, 

antifúngico, antiviral, antiparasitario, anticancerígeno, antiinflamatorio, antioxidante, 

hepatoprotector e incluso citostático. 

Es importante resaltar que no se han realizado estudios previos sobre la actividad 

antimicrobiana del propóleo de Chihuahua siendo este el objetivo principal. Se 

obtuvo el extracto metanólico del propóleo, se evaluó cualitativamente la actividad 

antimicrobiana, se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la 

Concentración Bactericida Mínima (CBM) se evaluó la sensibilidad de las cepas 

sobre la curva de crecimiento bacteriano, se determinó la concentración fungicida 

media (CF50), se determinó la actividad antioxidante, se cuantificó la cantidad de 

fenoles y flavonoides totales, se determinó la toxicidad general, se realizó la 

caracterización química del extracto por medio de una cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas (CG-EM), una cromatografía líquida de alta 

presión (HPLC) y una cromatografía líquida de alta presión acoplada a 

espectrometría de masas (HPLC-EM). 

Como resultados se obtuvo que el extracto metanólico del propóleo mostró actividad 

inhibitoria en bacterias Gram positivas y Gram negativas con halos de inhibición de 

hasta 17 mm. Las cepas más susceptibles fueron Staphylococcus aureus y 

Pseudomonas aeruginosa  (CMI= 1.25 mg/mL, 1.25 mg/mL y CBM= 5.0 mg/mL, 

10.0 mg/mL respectivamente). La cinética bacteriana demostró que el extracto 
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presentó actividad bactericida para ambas especies. De la misma forma se evaluó 

la actividad antifúngica con pruebas cualitativas y cuantitativas sobre tres hongos 

filamentosos los cuales fueron sensibles al propóleo presentando una inhibición del 

crecimiento mayor al 50% desde las primeras concentraciones ensayadas. La 

capacidad antioxidante media (CA50) mostrada en el ensayo de reducción de DPPH 

fue de 412µg/mL, la cual se correlaciona con el contenido de fenoles totales y 

flavonoides (2580 mg (AG)/g y 135,412 mg (eQ)/g).  La prueba de toxicidad general 

demostró que presenta toxicidad moderada para larva nauplio II de Artemia salina. 

La caracterización química del extracto de propóleo por medio de diferentes 

cromatografías nos mostró que los compuestos detectados en mayor abundancia 

en la CG-EM son ácido benzoico, Crisina y Pinocembrina mientras que en HPLC 

son fenoles, Pinocembrina, Naringenina, Crisina y flavonol, el HPLC-EM nos mostró 

que el extracto del propóleo posee muchos compuestos, pero los que se pudieron 

identificar fueron  Pinocembrina y Naringenina. El compuesto detectado en mayor 

abundancia en la GC-MS fue Pinocembrina. 

Dados los resultados obtenidos, es evidente el potencial para posibles 

investigaciones basadas en las propiedades del extracto metanólico del propóleo 

de Chihuahua,  frente a otros microorganismos o agentes patógenos, en el 

tratamiento contra enfermedades crónico degenerativas, así como en futuras 

investigaciones. 

 

Palabras clave: propóleo, actividad bacteriana, actividad fúngica 
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INTRODUCCIÓN 
 

La Organización Mundial de la Salud menciona que las infecciones por 

microorganismos patógenos (bacterias, hongos, parásitos y virus) son la principal 

causa de mortalidad en el mundo (OMS, 2010). 

Desde el descubrimiento de la penicilina hasta su posterior comercialización, los 

antibióticos han sido el tratamiento esencial contra las enfermedades infecciosas. 

Su aplicación, en ocasiones no es efectiva, ya que su uso inapropiado, la 

automedicación, la dispensación de antibióticos no regulados y la interrupción del 

tratamiento contra las infecciones incrementa las bacterias patógenas resistentes a 

los mismos, como un mecanismo de defensa y estrategia de supervivencia de ellas 

mediante el empleo de su maquinaria genética y su adaptación al medio ambiente 

(Gibbons, 2004; Simões et al., 2009). 

A pesar de que la penicilina era la mejor solución para las infecciones 

estafilocócicas, con el tiempo dichas bacterias han generado resistencia a este 

antibiótico en particular, en la actualidad son tratadas con penicilinas semisintéticas, 

como la meticilina, sin embargo, también han surgido cepas de estafilococos 

resistentes a la meticilina (Ingraham e Ingraham, 1998).  

Esto llevó a la disminución rápida de la utilidad de la penicilina en infecciones por 

estafilococos, especialmente en pacientes hospitalizados, donde las cepas 

frecuentemente se encuentran antes que se diseminen a la comunidad (Gold y 

Moelleringi,1996) y como este, existen varios ejemplos de antimicrobianos de los 

que ya se ha reportado resistencia, como se muestra en el cuadro 1. 
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Cuadro 1. Año de descubrimiento de los agentes antimicrobianos más importantes 

y año de comunicación de la existencia de cepas resistentes de los mismos 

(Errecalde, 2004). 

 

Por otro lado, cabe señalar que los mecanismos de resistencia que presentan las 

bacterias pueden ser de naturaleza intrínseca (es decir, lo poseen todas las 

bacterias de la misma especie o grupo bacteriano) o bien de manera adquirida (sólo 

lo poseen ciertas bacterias de la especie) (Torres, 2012). 

Las estrategias que utilizan las bacterias para hacerse resistentes o adquirir nuevos 

mecanismos de resistencia son: 

Mutaciones: desde el punto de vista evolutivo, las mutaciones supondrían no sólo 

un error útil, sino una estrategia evolutiva de adaptación (Amoroso et al., 2006 y 

Gómez, 2011). Hoy en día se sabe que los antibióticos no se limitan a favorecer la 

selección de bacterias resistentes a los mismos, sino que también son capaces de 

incrementar la tasa de mutación de las bacterias (Baquero et al., 2001). 

Adquisición y movilización de genes de resistencia exógenos mediante 

determinadas plataformas genéticas: por lo general, la resistencia farmacológica se  

Droga Descubrimiento Uso clínico Resistencia 

clínica 

Penicilina 1928 1943 1954 

Estreptomicina 1944 1947 1956 

Tetraciclina 1946 1942 1956 

Eritromicina 1952 1955 1956 

Vancomicina 1956 1972 1994 

Gentamicina 1963 1967 1968 

Fluoroquinolonas 1978 1982 1985 
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adquiere  por  transferencia  horizontal  de  una  célula  donadora  por  uno  de 

conjugación, transducción y transformación (Chambers, 2006). 

La conjugación es la transferencia de genes por contacto entre dos células a través 

de  un  puente  sexual  (pilus).  Este  mecanismo  es  muy  importante  puesto  que  

es posible  transferir  varios  genes  de  resistencia  en  un  sólo  evento  a  través  

de  un plásmido conjugativo (Chambers, 2007). 

En la transducción, el ADN de la célula donadora penetra en la célula receptora por 

infección viral. Cuando el ADN posee un gen de resistencia farmacológica, la célula 

bacteriana recién infectada adquiere la resistencia (Passerini de Rossi, 2007). 

El proceso de transformación involucra la captación e incorporación en el genoma 

de la bacteria receptora del ADN desnudo liberado en el ambiente por otras células 

bacterianas (Passerini de Rossi, 2007). 

Con lo mencionado anteriormente, se sabe que la resistencia bacteriana a los 

antibióticos es un hecho conocido desde hace más de 50 años. Respecto a los 

hongos, este fenómeno era poco frecuente (Hudson, 2001). De tal manera que el 

desarrollo de los fármacos antifúngicos se inició más tardíamente y de manera lenta 

en comparación con la de los antibacterianos. Esto se dio debido a la poca 

relevancia que tenían las enfermedades fungosas y a la dificultad que 

representaban y que aún se tiene para lograr un fármaco con efectividad frente a 

células fúngicas (Sheehan et al., 1999). 

Durante  muchos  años,  los  compuestos  antimicóticos  fueron  escasos  y  poco 

efectivos. Para el tratamiento de las micosis superficiales se contaba únicamente 

con griseofulvina  y  nistatina.  A  partir  de  mediados  del  siglo  pasado,  la 

comercialización de anfotericina B, aunque tóxica, ayudó de manera importante en 

el tratamiento de micosis sistémicas (Chapman, 2003). 
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El creciente interés hacia los antifúngicos, se debe al aumento de las enfermedades 

fungosas  que están  estrechamente vinculadas  a cambios producidos en la práctica 

médica como son: uso de fármacos que producen inmunosupresión (quimioterapia  

contra  el  cáncer,  tratamiento  con  esteroides,  tratamiento  con inmunosupresores  

en  pacientes  con  trasplantes  de  órganos),  uso  frecuente  y  a veces 

indiscriminado de antibióticos de amplio espectro que elimina la flora normal y el 

uso de catéteres intravenosos (Sevilla et al.,  1998 ;  Marr et al.,  2002). 

Aunado  a  esto,  el  uso  profiláctico  de  antimicóticos  durante  largos  periodos  en 

pacientes con inmunosupresión,  ha manifestado  el riesgo de aparición  de cepas 

resistentes en hongos  causantes de micosis sistémicas, y también en agentes de 

micosis superficiales como  las onicomicosis  (Evans, 1998).  La resistencia  clínica 

que  han creado  estos  organismos  puede  definirse  como  crecimiento  o  falta  

de inhibición de un microorganismo en el foco de infección  (Mellado et al., 2002). 

Los mecanismos identificados hasta ahora, por los que una célula inicialmente 

sensible se hace refractaria a agentes citotóxicos son: 

A) Incapacidad del fármaco para alcanzar la diana dentro de una célula, que 

puede ser debida a la existencia de barreras de permeabilidad o a sistemas de 

bombeo activo del compuesto al exterior. 

B) Cambios en la interacción fármaco-diana (aumento del número de copias de 

la diana o modificaciones debido a mutaciones). 

C) Modificaciones en las enzimas de las vías metabólicas 

D) Alteraciones en el procesamiento intracelular (degradación o modificación) 

del fármaco. 
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A pesar de que son pocas las observaciones que se han registrado, una cepa podría 

presentar más de uno de estos mecanismos, lo que explicaría la multiresistencia 

desarrollada en algunos hongos (Carrillo-Muñoz et al., 1997). 

Es por ello que la búsqueda de nuevas alternativas de tratamiento contra estas 

bacterias y hongos está enfocada básicamente en las plantas medicinales. 

En México, el uso de las plantas medicinales data de épocas anteriores a la 

conquista. Los indígenas, en consecuencia de su íntimo contacto con la naturaleza, 

adquirieron amplios conocimientos sobre las virtudes curativas de las plantas 

(Martínez, 1967). 

Muchas de las civilizaciones usaron la naturaleza como fuente de remedios 

curativos. Los registros más antiguos de medicina datan de hace 3500 años, pero 

los paleontólogos han encontrado manojos de hierbas medicinales entre los restos 

fosilizados de nuestros ancestros neandertales (Polunin y Robbins, 1992). 

Años más tarde, con el auge de la medicina occidental y el inicio de la revolución 

industrial, se encontró que muchos de los compuestos responsables de las 

propiedades medicinales de las plantas (metabolitos secundarios), podían ser 

sintetizados a partir de reactivos químicos en el laboratorio, aminorando el interés 

por la medicina herbolaria y facilitando la producción de medicamentos para cubrir 

la demanda médica. Sin embargo, la sociedad médica no estaba conforme pues 

encontró que diversas sustancias usadas para tratamientos médicos, tenían efectos 

drásticos en el organismo provocando en ocasiones hasta la muerte del paciente 

(Peña, 1976). 

Por otro lado, se sabe que las infecciones de la piel pueden ser producidas por 

bacterias, virus, hongos y artrópodos. Generalmente la mayoría de las infecciones 

bacterianas de la piel son infecciones localizadas, aunque algunas pueden 

extenderse y originar enfermedades sistémicas potencialmente mortales (Ingraham 

e Ingraham, 1998). 
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De entre los microorganismos capaces de ocasionar enfermedades sistémicas se 

encuentran los estafilococos tales como Staphylococcus epidermidis que se 

encuentra en la piel y mucosa nasal de casi todas las personas, muchas personas 

sanas también albergan cepas virulentas de S. aureus en sus conductos nasales. 

Los estafilococos suelen infectar la piel y los tejidos blandos subyacentes, aunque 

está documentada la existencia de infecciones estafilocócicas que afectan a 

cualquier órgano del cuerpo, como los huesos, las articulaciones, pulmones y el 

corazón principalmente (Ingraham e Ingraham, 1998). 

Así mismo y como parte de la protección química, otra estrategia utilizada por las 

plantas es la producción de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, 

en contra de herbívoros o con actividad antioxidante (Croteau et al., 2000). La 

síntesis  activa de metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son 

expuestas a condiciones adversas tales como: a) el consumo de herbívoros 

(artrópodos y vertebrados), b) el ataque por microorganismos: virus, bacterias y 

hongos, c) la competencia por el espacio de suelo, luz y los nutrientes entre las 

diferentes especies de plantas y d) la exposición a la luz solar u otros tipos de estrés 

abiótico (Sepúlveda et al., 2004). 

Debido a esto se ha volteado la vista al mundo botánico, del cual se sabe que las 

plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de 

estrés biótico y abiótico. Para defenderse del daño ocasionado por la herida y el 

ataque por insectos o microorganismos patógenos, las plantas sintetizan enzimas 

que degradan la pared celular de microorganismos o que tienen la capacidad de 

inactivar tóxicos de origen microbiano (Sepúlveda et al., 2004). 

 

Productos naturales 

Los productos naturales han constituido materias primas valiosas para la industria 

farmacéutica de fuentes potenciales para fabricar productos con actividad 
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antimicrobiana  (Clardy et al., 2006). Eloff (1998) reporta que entre el 14-28% de las 

especies de plantas superiores, se utilizan medicinalmente y que el 74% de los 

componentes farmacológicamente activos derivan de las plantas superiores, que 

fueron descubiertos después de una evaluación etnomédica. 

Los tratamientos tanto clásicos como alternativos tienen como fin maximizar los 

efectos positivos (tales como la inactivación de las bacterias o su muerte) durante 

el periodo en el cual los niveles de los compuestos activos están presentes, y 

minimizar los efectos negativos (crecimiento, inducción de la resistencia, 

citotoxicidad, interacción con microorganismos que no son su blanco y efectos 

adversos sobre el medio ambiente) cuando se encuentran los efectos activos en 

concentraciones sub-inhibitorias (Simões et al., 2009). 

 

Funciones generales de los productos naturales 

Los productos naturales con reconocida actividad antibacteriana pertenecen 

principalmente a las siguientes clases estructurales: fenoles, terpenoides, 

alcaloides, lectinas, polipéptidos y poliacetilenos (Cowan, 1999; Gibbons, 2004; 

Copping y Duke, 2007; Stavri et al., 2007). Se considera que cada clase de 

productos, además de su función potencial contra patógenos invasores, posee otras 

funciones en la fisiología y funcionalidad de la planta. 

 

Actividad antibacteriana de compuestos derivados de las plantas 

En este marco de referencia, los compuestos derivados de las plantas pueden 

inhibir el crecimiento de las bacterias mediante mecanismos diferentes a los que 

presentan los antibióticos utilizados comúnmente en la terapéutica. 

Actualmente, en la literatura se encuentran numerosos reportes sobre la actividad 

antibacteriana de plantas (Mendoza et al., 1997; Griffin et al., 1999), sobre algunas 
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cepas, tales como Staphylococcus aureus (Khan et al., 2006), Helycobacter pylori 

(Lin et al., 2005), de E. coli (Plaper et al., 2003), entre otras. Estos estudios indican 

que los compuestos aislados pueden poseer diversos sitios blancos y muchos de 

los mecanismos de acción no están completamente elucidados. 

Un ejemplo de estos productos naturales es el propóleo, el cual ha causado interés 

en los investigadores de las últimas décadas debido a varias propiedades biológicas 

y farmacológicas, como inmunomodulador, antitumoral, antibiótico, antiinflamatorio, 

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

 

Propóleo 

Definición: El propóleo es una resina cérea, de composición compleja y consistencia 

viscosa, que las abejas elaboran a partir de partículas resinosas de diferentes 

vegetales y que utilizan en la construcción, reparación y protección de la colmena 

(Farré et al., 2004). Es también el responsable de la sanidad de los panales en 

especial contra microorganismos (Marcucci et al., 2001). 

Su recolección responde a un patrón de forrajeo, donde las abejas pecoreadoras 

extraen las resinas y demás componentes de las yemas de las plantas valiéndose 

de sus mandíbulas y de un primer par de patas, durante este proceso la secreción 

del ácido 10-hidroxidecenoico por las glándulas mandibulares permite el 

ablandamiento y trituración del propóleo para facilitar su transporte en los cestillos 

de polen de las patas traseras. Al ingresar a la colmena, se dirigen inmediatamente 

al lugar donde éste es requerido y permanecen quietas, dejando que las abejas 

propolizadoras, tomen algunas partículas de la sustancia, para comprimirla, 

agregarle cera y proceder al propolizado (Farré et al., 2004). 

Al propóleo se le considera una de las medicinas más antiguas, la cual es conocida 

y usada en tratamientos hasta el día de hoy, ya que se le confieren diferentes 
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propiedades como son: antibacteriana, antifúngica, antiviral, antiparasitaria, 

anticancerígena, antiinflamatoria (Armutcu et al., 2015) antitumoral, anestésica, 

antioxidante, (Bankova et al., 2000). 

Hoy en día el propóleo es un remedio no oficial en los preparados farmacéuticos 

que no posee lineamientos de calidad y se apoya únicamente en la experiencia. Sus 

propiedades ya eran conocidas por los egipcios, los griegos y los romanos 

(Ghisalberti, 1979). 

 

Composición química del propóleo 

Su composición química es muy compleja y depende en gran medida de la flora 

correspondiente a las zonas donde es recolectado. Más de 300 compuestos han 

sido identificados en muestras de propóleo crudo de diferentes orígenes (Salatino 

et al., 2005), incluyendo polifenoles, terpenos, esteroides, azúcares y aminoácidos 

(Kumazawa et al., 2004, Kalogeropoulos et al., 2009).  

La composición básica del propóleo consta de 50% a 70% de resinas y bálsamos 

(formada principalmente por compuestos polifenólicos), 30 % de ceras, 10% de 

aceites esenciales, 5% de polen y 5% de otros constituyentes como ácidos grasos, 

minerales, vitamina A y algunas del complejo B (Burdock, 1998; Ataç et al., 2005). 

La localización geográfica y la flora presente determina la composición del propóleo, 

por ejemplo, el propóleo de Europa predominantemente contiene flavonoides y 

ésteres de ácido fenólico (Popova et al., 2001). 

El propóleo al ser uno de los materiales más heterogéneos de la naturaleza además 

de contener flavonoides contiene ácidos fenol-carboxílicos modificados bioactivos 

en contra de patógenos humanos, además estos compuestos también tienen 

actividad antiulcerosa, antiinflamatoria y antitumoral. En la estructura del propóleo 
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de diferentes regiones del planeta se han caracterizado más de 4000 tipos de 

flavonoides con actividades biológicas (Adelmann, 2005). 

Los flavonoides (flavonas, flavonoles y flavanonas) son el grupo de compuestos 

mayoritariamente aislados del propóleo. Son químicamente clasificados de acuerdo 

a la presencia o no del anillo C, la doble ligadura entre los carbonos C-2 y C-3 en el 

anillo y de un grupo hidroxilo en C-3.  

En el Cuadro 2 se muestran las estructuras de algunos de los flavonoides y 

compuestos con importancia terapéutica aislados a la fecha a partir de muestras de 

propóleos de diferentes orígenes. 

 

 

Cuadro 2. Principales componentes aislados en el propóleo 

Nombre del 
Compuesto 

Estructura Procedencia Referencia 

Quercetina 

 

Corea Yang et al., 

2015. 

Sakuranetina 

 

Corea Yang et al., 

2015. 

 ÁCIDOS FENÓLICOS Y ÉSTERES   
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Ácido 

Cinámico 

 

China Yang et al., 

2015. 

Ácido ferúlico 

 

China 

Corea 

Chile 

Yang et al., 

2015. 

 

Ácido 

Benzoico 

 

Turquía Koru et al., 

2007 

CAPE 

(Feniletil éster 

del ácido 

caféico). 
 

China 

Chile 

Yang et al., 

2015. 

Castro et al., 

2002. 

Ácido caféico 

 

Chile Koru et al., 

2007 

Ácido gálico 

 

Canadá 

Australia 

Cottica et al., 

2015. 
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ANTECEDENTES 
Autor Título del trabajo Resultados Año 

Zulma Moreno et al. Efecto antimicrobiano in vitro 
de propóleos argentinos, 
colombianos y cubano sobre 
Streptococcus mutans ATCC 
25175. 

Evaluaron la actividad 
antimicrobiana de cuatro extractos 
de propóleos argentinos, cinco 
colombianos y uno cubano frente 
a Streptococcus mutans. En 
donde muestran que los propóleos 
colombianos tuvieron una mayor 
actividad. 

2007 

Antonio J. Manrique Actividad antimicrobiana de 
propóleos provenientes de dos 
zonas climáticas del estado 
Miranda, Venezuela. Efecto de 
la variación estacional, 

Colectaron muestras de propóleos 
provenientes de dos apiarios del 
estado Miranda, Venezuela, 
ubicados en diferentes zonas de 
vida. En donde todos  los 
extractos estudiados mostraron 
actividad antimicrobiana. 

2006 

Kujumgiev et al. Antibacterial, antifungal and 
antiviral activity of propolis of 
different geographic origin. 

Estudiaron muestras de propóleo 
de diferentes orígenes 
geográficos, los evaluaron frente a 
Staphylococcus aureus y 
Escherichia coli, antifúngicos  
(Candida albicans) y antivirales 
contra la gripe aviar. Todas las 
muestras fueron activas contra el 
hongo y cepas de bacterias Gram- 
positivas. 

1999 

Quintero et al. Efecto de extractos de 
propóleos mexicanos de Apis 
mellifera sobre el crecimiento 
in vitro de Candida albicans 

Evaluaron la actividad antifúngica 
de cuatro extractos etanólicos de 
propóleos de tres diferentes 
estados de la República Mexicana 
y de cuatro extractos comerciales 
sobre el crecimiento de Candida 
albicans. 
 

2008 

Tolosa, L., Cañizares, E. Obtención, caracterización y 
evaluación de la actividad 
antimicrobiana de extractos de 
propóleos de Campeche 

Evaluaron la actividad 
antimicrobiana de Staphylococcus 
aureus, Salmonella typhi, 
Pseudomonas aeruginosa y 
Streptococcus pyogenes.  En 
donde la cepa bacteriana más 
sensible fue P.aeruginosa y S. 
typhi la más resistente. 

2002 
 
 
 

 

Rivera Yañez N. Comparación de las 
propiedades biológicas del 
propóleo de diferentes 
Estados de la República 
Mexicana 

Evaluó las propiedades biológicas 
así como la composición química 
del propóleo, y  también  evaluó 
cualitativamente la actividad 
antibacteriana y antifúngica. 

2013 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Con el paso de los años y con el posterior desarrollo de la química farmacéutica, 

decayó el uso de la apiterapia y del propóleo, pero es a partir de los últimos veinte 

años que los científicos se han dedicado a estudiarlo y han demostrado las 

propiedades y actividades del mismo, coincidiendo con lo que pensaban y obtenían 

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

algunas investigaciones han sido dirigidas hacia el estudio de la actividad 

antioxidante (Wang et al., 2004; Ahn et al., 2004; Trusheva et al., 2006) 

obteniéndose resultados altamente prometedores. 

Es por este motivo que en el presente estudio se pretende ampliar el conocimiento 

sobre este producto natural, a partir de su extracto metanólico, al determinar su 

actividad antibacteriana frente a algunas cepas de bacterias, ya sean Gram 

positivas o Gram negativas, su citotoxicidad, su capacidad antioxidante, la 

cuantificación de sus compuestos fenólicos y flavonoides, además de la 

caracterización de algunos de sus compuestos químicos. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 
 Determinar la actividad antimicrobiana y establecer el perfil químico del 

extracto metanólico del propóleo de Chihuahua. 

Objetivos particulares 
 Cuantificar el rendimiento del extracto metanólico del propóleo por diferencia 

de peso 

 Evaluar cualitativamente la actividad antimicrobiana (bacterias, hongos y 

levaduras) del extracto metanólico del propóleo mediante el método de 

difusión en agar y método de inhibición del crecimiento radial. 

 Determinar la concentración mínima  inhibitoria (CMI) y la concentración 

bactericida mínima (CBM) de las cepas sensibles al  extracto metanólico del 

propóleo mediante el método de difusión en caldo 

 Determinar la actividad bacteriostática o bactericida con una cinética de 

crecimiento 

 Determinar la concentración fungicida media (CF50) (inhibición del 

crecimiento radial) 

 Determinar  la capacidad antioxidante mediante el método de reducción del 

radical DPPH 

 Cuantificar la cantidad de fenoles totales a partir del método de Folin-

Ciocalteau 

 Cuantificar la cantidad de flavonoides mediante el método de Dowd  

 Evaluar  toxicidad general del propóleo (Ensayo de toxicidad general sobre 

Artemia salina) 

 Determinar la composición química mediante cromatografía de gases 

acoplada a Espectrometría de masas  (CG-EM), HPLC  y HPLC-EM 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Colecta del material 
(APÉNDICE 1) 

La colecta del material de estudio (propóleo), se realizó a finales del 2014 en el 

apiario ubicado en el Ejido de Concordia en el Estado de Chihuahua. Las 

características organolépticas del propóleo se determinaron con base al cuadro 3 

(Vargas et al., 2013). 

 

    Cuadro 3. Características organolépticas para el propóleo 

 

 

Obtención del extracto metanólico 
(APÉNDICE 2) 

El extracto metanólico se llevó a cabo por el método de maceración (Domínguez, 

1973). El material colectado se limpió y fue pesado y colocado en un matraz (Figura 

1), para posteriormente obtener el extracto metanólico crudo, el cual se filtró y fue 

destilado a presión reducida en un rotavapor (Figura 2). El rendimiento del extracto 

se determinó con relación al peso seco del propóleo  (Figura 3). 

 

CARACTERISTICAS      

COLOR Amarillo Pardo Marrón Rojizo Variado 

AROMA Resinoso Balsámico    

SABOR Variable Suave Balsámico Picante  

CONSISTENCIA Maleable Rígido    
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FIGURA 1. Maceración del 

Propóleo 

 

FIGURA 2. Destilación del 

extracto metanólico crudo, en 

el rotavapor 

FIGURA 3. Extracto metanólico 

del propóleo 
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Actividad antibacteriana 
 

Evaluación cualitativa 
 

La evaluación cualitativa de la actividad antibacteriana se realizó mediante el 

método de difusión en agar de Kirby-Baüer, en el cual los discos fueron 

impregnados con 10mg del extracto a probar. Como control positivo se utilizaron 

sensidiscos con 25µg de cloranfenicol; como control negativo se utilizaron 

sensidiscos impregnados con 10 µL del solvente empleado para diluir el extracto a 

evaluar (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) (APÉNDICE 3). 

 

Evaluación cuantitativa 
 

Para la determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) así como la 

Concentración Bactericida Mínima (CBM) se realizó la microtécnica de dilución en 

caldo, con concentraciones de 100, 80, 50,12.5 y 6.25 mg/mL del extracto 

metanólico. Las cajas se inocularon con 50µL de un cultivo bacteriano a una 

concentración de 1X105 UFC/mL y se incubaron durante 24 horas (Koneman et al., 

1996) (APÉNDICE 4). 

 

Actividad del extracto metanólico sobre la curva de crecimiento 

bacteriano 
 

El efecto bactericida o bacteriostático de los extractos se identificó sobre una curva 

de crecimiento bacteriano. Se utilizó una cepa bacteriana Gram positiva y una Gram 

negativa (aquellas que presentaron los valores menores en las pruebas 

cuantitativas, es decir una mayor sensibilidad al extracto). Se monitoreó su 

crecimiento en nueve tiempos durante 24 horas, al ser expuestas a diferentes 
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concentraciones del extracto (1/2 CMI, CMI y CBM) y un grupo testigo (Muroi et al., 

1993) (APÉNDICE 5). 

 

        Cuadro 4. Cepas bacterianas utilizadas 

Tipo  Cepa ATCC, clasificación o donadas 

Gram positivas Streptococcus mutans CDBB-B-1455 

  Staphylococcus aureus 12398 

  Staphylococcus aureus 25923 

  Staphylococcus aureus 33592 

  Staphylococcus aureus 85S 

Gram negativas 
Pseudomonas 

aeruginosa 
CDBB-B-999 

  Escherichia coli FES Iztacala  (caso clínico 1) 

  Escherichia coli FES Iztacala (caso clínico 2) 

*el nombre de las cepas y su número según la American Type Culture Collection 

(ATCC), clasificación o por quien fueron donadas. 

 

 

Actividad antifúngica 

Hongos levaduriformes 

Evaluación cualitativa 
 

Se realizó de acuerdo con el método de difusión en agar Kirby-Baüer (Vanden 

Berghe y Vlietinck, 1991) (APÉNDICE 3). Los discos se impregnaron con 2000 µg 

del extracto metanólico. Para el control positivo se utilizaron discos impregnados 

con Nistatina (25 µg por cada disco) y para el control negativo se utilizaron  

sensidiscos impregnados con 10 µL de metanol. Todos los bioensayos se realizaron 

por triplicado. 
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Cuadro 5. Cepas de hongos levaduriformes utilizadas 

Cepa *ATCC, clasificación o donadas por: 

Candida albicans Laboratorio de Análisis clínicos  FES 
Iztacala 

Candida glabrata CDBB-L-1003 Cepario del 
CINVESTAV  

*El nombre de las cepas y su número según la Amercian Type Culture Collection 

(ATCC), su clasificación o por quien fueron donadas. 

 

Hongos filamentosos 

Evaluación cualitativa 
Se realizó mediante la técnica de inhibición del crecimiento radial (APÉNDICE 6) 

usando una concentración de 2000 µg por disco del extracto metanólico y como 

control positivo Ketoconazol (7 µg) y cómo control negativo se utilizaron discos 

impregnados con 10 µL de metanol (Wang y Bun, 2002). 

 

Cuadro 6. Cepas de hongos filamentosos utilizadas 

Cepa *ATCC,clasificación o donadas por: 

Fusarium moniliforme  CDBB-H-265 Cepario CINVESTAV 

Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112 Cepario CINVESTAV 

Aspergillus niger  CDBB-H-179 Cepario CINVESTAV 

*El nombre de las cepas y su número según la American Type Culture Collection 

(ATCC), su clasificación o por quien fueron donadas. 
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Evaluación cuantitativa 
 

Para la determinación de la concentración fungicida media (CF50) y la concentración 

fungicida mínima (CFM), se utilizó el método de inhibición del crecimiento radial 

reportado por Wang y Bun, (2002). Las concentraciones empleadas para los 

bioensayos fueron 0.5, 1.00, 2.00, 4.00, 6.00, 8.00 mg/mL., cada bioensayo se 

realizó por triplicado (APÉNDICE 6). 

 

Actividad antioxidante del extracto 
 

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

(DPPH). Se cuantificó la Concentración Antioxidante media (CA50), utilizando las 

siguientes concentraciones: 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 µg/mL. Como 

control positivo se utilizó catequina a las mismas concentraciones que el compuesto 

problema. Como blanco se utilizaron pozos con 200 µL de MeOH grado HPLC 

(Okusa et al., 2007) (APÉNDICE 7). 

 

Fenoles totales 
 

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

base en una reacción colorimétrica redox por el método modificado de Singleton et 

al., 1999. Se realizó una curva de calibración con ácido gálico en una solución 

estándar de 2.0 mg/mL. A partir de esta solución se tomaron las alícuotas 

correspondientes para obtener concentraciones seriadas de ácido gálico 

(APÉNDICE 8). 
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Flavonoides 
 

El contenido total de flavonoides presentes en el extracto se determinó utilizando el 

método de Dowd modificado de Praveen y Awang, 2007. Donde 1 mL de cloruro de 

aluminio (AlCl3) al 2 % en metanol se mezclaron con el mismo volumen del extracto 

en solución (2 mg/mL). Las lecturas de absorbancia a 415 nm se tomaron después 

de 10 minutos de reacción, contra un blanco que consiste en 1 mL de la solución 

del extracto con 1 mL de metanol sin AlCl3. El contenido total de flavonoides se 

determinó utilizando una curva de calibración con quercetina en una solución 

estándar de 1mg/mL (1-100 ppm) (APÉNDICE 9). 

 

Toxicidad general 
 

La toxicidad general se evaluó en el propóleo. Los ensayos se realizaron con larvas 

nauplio II de Artemia salina, siguiendo el método de McLaughlin (1991), a 

concentraciones de 1000, 100 y 10 µg/mL. Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. (APÉNDICE 10) 

 

Caracterización química del extracto 
 

Se realizó una caracterización química por medio de un análisis con una 

cromatografía Líquida de Alta Presión (HPLC y HPLC-EM), así como una 

Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas (CG-EM)  

(APÉNDICE 11, 12 Y 13). 
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Análisis estadístico  
 

Para los datos obtenidos de las pruebas cualitativas bacterianas, fueron calculados 

por cepa y concentración, las siguientes medidas descriptivas: (media, mediana, 

desviación estándar, mínimo y máximo). Así mismo se obtuvieron los diagramas de 

caja. 

 

Para determinar si existieron o no diferencias significativas entre las diferentes 

cepas y concentraciones, se realizó un análisis de varianza factorial, en el cual los 

factores considerados fueron: concentración y cepa. 

 

Todo el análisis realizado fue hecho con el paquete de cómputo estadístico Minitab 

versión 16. 
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RESULTADOS 

 

Características organolépticas 
De forma cualitativa se observó que el propóleo de Chihuahua presentó las 

siguientes características (Cuadro 7). 

 

Cuadro 7.  Características organolépticas del propóleo de Chihuahua obtenido del 

apiario del Ejido de Concordia. 

 

 

 

 

 

 

Rendimiento del propóleo 
 

Se colectaron y pesaron 565.4 g de propóleo (peso seco), de lo cual se obtuvo 

373.55 g de extracto metanólico (rendimiento 66.18%). 

 

Actividad antibacteriana 

Evaluación cualitativa 
 

Como se puede observar en el  cuadro 8, el propóleo mostró mayor actividad en las 

cepas Gram positivas con concentraciones de 5mg. La bacteria Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 presentó mayor diámetro de los halos de inhibición en las 

concentraciones de 2mg y 5mg. En cuanto Escherichia coli, Caso clínico 2, presentó 

Características  

Color Pardo 

Aroma Resinoso 

Sabor Balsámico 

Consistencia Rígido 
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el menor diámetro de los halos de inhibición en la concentración de 2mg y 

Staphylococcus aureus ATCC 12398 en la concentración de 5mg.  

 

Cuadro 8. Halos de inhibición en las bacterias frente a las concentraciones del 

extracto metanólico del propóleo de Chihuahua. 

CEPA [2mg] [5mg] 

Escherichia coli. 
Caso clinico 2 
 

7.400 ± 0.548 10.400 ± 0.548 

Pseudomonas 
aeruginosa 
 

10.400 ± 0.894 11.400 ± 0.548 

Staphylococcus 
aureus ATCC 12398 
 

9.00 ± 1.871 8.400 ± 0.548 

Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 
 

15.400 ± 0.894 17.20 ± 2.59 

Staphylococcus 
aureus ATCC 33592 
 

9.600 ± 1.140 12.000 ± 1.581 

Streptococcus 
mutans 
 

11.200 ± 1.304 11.600 ± 2.074 

Staphylococcus 
aureus 85S 
 

9.200 ± 1.095 10.000 ± 1.414 

Longitud promedio en mm de diámetro de los halos de inhibición ± la desviación 

estándar. 

La figura 4. Muestra el comportamiento de las diferentes cepas de bacterias frente 

al extracto del propóleo, cabe destacar que para  S.aureus ATCC 12398, S. aureus 

ATCC 25923 y S.mutans los halos de inhibición tuvieron una gran variabilidad, en 

contraparte, E. coli Caso clínico 2 y P. aeruginosa presentaron una menor variación 

en sus halos de inhibición. 
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Figura 4. Sensibilidad de cada cepa bacteriana frente al propóleo de Chihuahua. 

 

 

Evaluación cuantitativa 
 

Al comprobar que las cepas fueron sensibles al efecto del extracto se determinó la 

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Bactericida Mínima 

(CBM) del extracto de propóleo, los resultados indicaron las concentraciones a las 

cuales el extracto provocó un efecto inhibitorio, el cual refiere una mortalidad de la 

mayor parte de la población bacteriana, haciendo evidente una mayor sensibilidad 

en las cepas pertenecientes a las bacterias Gram  positivas, tal como se observa 

en el  cuadro 9. 
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Cuadro 9. CMI y CBM del extracto metanólico de propóleo para las cepas 

bacterianas. 

NOMBRE DE LA BACTERIA CMI (mg/mL) CBM (mg/mL) 

Streptococcus mutans CDBB-B-1455 0.625 1.25 

Staphylococcus aureus ATCC 12398 5.0 20.0 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 10.0 20.0 

Staphylococcus aureus ATCC 33592 1.25 5.0 

Pseudomonas aeruginosa 1.25 10.0 

Escherichia coli. Caso clínico 2 20.0 20.0 

CMI= Concentración Mínima Inhibitoria; CBM= Concentración Bactericida Mínima 

 

Como se puede observar, con respecto a las bacterias Gram positivas, como lo son 

Staphylococcus aureus ATCC 12398 y ATCC 25923, ambas mostraron una CBM 

de 20mg/mL respectivamente, mientras que Streptococcus mutans CDBB-B-1455 

fue la más baja. En el caso de las bacterias Gram negativas se observó que 

Escherichia coli (caso clínico 2) tuvo un CMI y CBM de 20 mg/mL. 

 

Actividad del extracto metanólico sobre la curva de crecimiento 

bacteriano 
 

De la actividad del propóleo sobre la curva de crecimiento bacteriano se determinó 

si había y el tiempo de un descenso drástico de las poblaciones bacterianas. 

 

Las cepas bacterianas tipo Gram positiva y negativa que se eligieron fueron 

Staphylococcus aureus ATCC 33592 y Pseudomona aeruginosa CDBB-B-999, por 

lo tanto se estudió la actividad del extracto metanólico del propóleo sobre la curva 
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de crecimiento bacteriano, mediante lo cual se pudo observar un comportamiento 

bactericida en ambas cepas. 
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Figura 5. Actividad del extracto metanólico del Propóleo sobre la curva de 

crecimiento de  S.aureus ATCC  33592 

 

El extracto del propóleo muestra una actividad bactericida sobre Staphylococcus 

aureus a partir de los tres primeros tiempos CBM, sin embargo aumenta en el cuarto 

tiempo y vuelve a descender la población en los siguientes tiempos, en CMI se 

mantiene la población durante los cinco primeros tiempos y en los siguientes tres 

tiempos la población desciende, en ½ CMI la población sobre pasa al testigo en el 

sexto tiempo, sin embargo la población desciende al tiempo séptimo y octavo. Es 

muy importante mencionar que aunque las poblaciones en determinados tiempos 

aumentan, hubo una modificación de su morfología de las colonias pues en los 

últimos tiempos las colonias, eran cada vez de menor tamaño. 
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Figura 6. Actividad del extracto metanólico del Propóleo sobre la curva de 

crecimiento de Pseudomonas aeruginosa. 

 

En la figura 6, se puede observar que el comportamiento de   P. aeruginosa  tiene 

un efecto bactericida en la CMI y CBM a partir del primer tiempo, aunque 

posteriormente en un tiempo las UFC tienen un incremento y en el siguiente las 

UFC vuelven a descender y así durante los últimos tiempos,  mientras que el 

comportamiento en la ½ CMI tuvo un efecto bacteriostático, ya que durante los tres 

primeros tiempos las UFC descendieron pero después del tiempo seis las UFC se 

mantuvieron y hubo un incremento de estas, cabe destacar que fue por debajo del 

testigo. 
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Actividad antifúngica 

Evaluación cualitativa 
En el caso de los hongos levaduriformes en ninguna cepa se observó actividad 

antifúngica del extracto metanólico del propóleo, no obstante de que en los hongos 

filamentosos, en todas las cepas se observó actividad sobre las mismas (Cuadro 

10). 

 

           Cuadro 10. Actividad del propóleo sobre hongos filamentosos 

 

 

 

  

** mayor inhibición del crecimiento radial 

* menor inhibición del crecimiento radial 

 

Evaluación cuantitativa 
 

La concentración del propóleo que inhibió el crecimiento de los hongos fue 

determinada con el ensayo cuantitativo: 

En los siguientes cuadros se muestran las CF50 y el porcentaje de inhibición del 

propóleo sobre el crecimiento de los diferentes hongos filamentosos.  

 

 

 

Hongos Extracto 

Fusarium moniliforme CDBB-H-265 ** 

Trichophyton mentagrophytes 

CDBB-H-1112 

* 

Aspergillus niger CDBB-H-179 ** 
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Fusarium moniliforme CBB-H-265 

Las concentraciones  del extracto  y el porcentaje de inhibición del crecimiento radial 

se puede observar en el cuadro 11,  en donde se alcanza la CF50, es decir el 50% 

a partir de 0.5 mg/mL y el máximo porcentaje de inhibición fue de 95.55%. En la 

figura 7 se observa el comportamiento del hongo frente al extracto en donde queda 

de manifiesto una tendencia logarítmica en la inhibición del crecimiento radial. 

 

Cuadro 11. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial sobre Fusarium 

moniliforme 

Concentración mg/mL % de inhibición 

0.5 53.33 

1 66.66 

2 73.33 

4 93.33 

6 93.33 

8 95.55 
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C o n c e n tra c ió n  d e l p ro p ó le o  (m g /m L )
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y = 5 .2 8 6 4 (x )+ 6 0 .3 1 6

R ²  =  0 .8 0 8 8

 
Figura 7. Inhibición del crecimiento radial de Fusarium moniliforme 

 

 

 

 

Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112  

El porcentaje de inhibición para cada concentración evaluada se muestra en el 

cuadro 12, en donde se observa que a partir de una concentración de 0.5 mg/mL se 

alcanza una inhibición de más del 50% y la máxima de inhibición (100%) se alcanzó 

con la concentración de 8.0 mg/mL. En la figura 8 se muestra el comportamiento 

logarítmico de la inhibición del crecimiento radial del hongo frente al extracto. 
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Cuadro 12. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial sobre Trichophyton       

mentagrophytes 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Inhibición del crecimiento radial de Trichophyton mentagrophytes 
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Aspergillus niger CDBB-H-179 

De las concentraciones evaluadas cuadro 13, aplicando el modelo obtenido a partir 

de los datos experimentales se obtuvo el 50% de la inhibición a una concentración 

de 4.06 mg/mL y la máxima inhibición es del 66.66% con una concentración de 8 

mg/mL. En la figura 9 se muestra el comportamiento de la cepa frente al extracto, 

en la cual se observa un comportamiento lineal en la inhibición del crecimiento 

radial. 

 

Cuadro 13. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial sobre Aspergillus niger. 

 

 

 

 

C o n c e n tra c ió n  d e l p ro p ó le o  (m g /m L )
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8 0

y  =  4 .6 6 2 3 x  +  3 1 .0 7 1

R ² =  0 .9 5 6 2

 

Figura 9. Inhibición del crecimiento radial de Aspergillus niger. 

Concentración mg/mL % de inhibición 

0.5 31.11 

1 35.55 

2 40 

4 55.55 

6 57.77 

8 66.66 

CF50   4.06 50 
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Actividad antioxidante del extracto 
 

Dadas las propiedades biológicas mostradas, es sabido que algunas de ellas están 

relacionadas con los compuestos antioxidantes presentes en el propóleo. 

El extracto metanólico del propóleo presentó una capacidad antioxidante media 

(CA50) de 412 µg/mL obtenida a partir de la reducción en un 50% del radical DPPH 

(figura 10). 

 

C o n c e n tra c ió n  d e l p ro p ó le o  d e  C h ih u a h u a  (µ g /m L )
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Figura 10. Reducción del radical DPPH por el extracto metanólico del propóleo 
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Cuantificación de Fenoles totales 
 

Los compuestos fenólicos están correlacionados en parte con la capacidad 

antioxidante mostrada, por lo cual se evaluó su contenido presente en el extracto 

metanólico del propóleo, obteniendo una concentración de 258 mg e AG/g (Figura 

11). 

C o n c e n tra c ió n  d e  Á c id o  g á lic o  (m g /m L )
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0 .0 0 0 .0 5 0 .1 0 0 .1 5

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

y = 1 3 .4 8 x  -  0 .0 6 5 2

R ²=  0 .9 9

 

Figura 11. Curva patrón para el cálculo de fenoles totales. El estándar empleado 

fue ácido gálico. 

 

 

Cuantificación de flavonoides totales 
 

El extracto metanólico del propóleo de Chihuahua presentó flavonoides, el cual es 

un grupo perteneciente a los fenoles, con una estructura que le permite tener un 
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poder antioxidante, para atrapar especies reactivas de oxígeno. Como se muestra 

en la figura 12, contiene 135.412 mg de equivalentes de quercetina/g de extracto, 

lo que equivale al 13.54% del extracto metanólico del Propóleo de chihuahua. 

 

C o n c e n tra c io n  d e  f la v o n o id e s  (µ g /m L )

A
b

s
o

rb
a

n
c

ia

5 0 1 0 0 1 5 0

-0 .5

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

Y  =  0 .0 1 4 1 4 x  -  0 .0 6 0 3 1

R
2
= 0 .9 7

 

Figura 12. Curva patrón para el cálculo de flavonoides totales 

 

 

 

Toxicidad 
 

El resultado sobre la concentración letal media  (CL50) del extracto metanólico del 

propóleo sobre las larvas nauplio de Artemia salina se muestra en el cuadro 14 y 

en la figura 13. En la que se observa que el propóleo presenta una toxicidad 

moderada de acuerdo al criterio de McLaughlin (1991), el cual considera una 

toxicidad débil cuando la CL50 está entre 1000 y 500 ppm, moderada cuando la CL50  

está entre 100 y 500 ppm y fuerte cuando la CL50 se extiende a partir de la 0 a 100 

ppm. 
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Cuadro 14. Concentración letal media del propóleo sobre las larvas nauplio de 

Artemia salina 

 

 

  

 

 

 

concentración letal media (µg/mL)

%
 d

e
 l

e
ta

li
d

a
d

0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

y  =  0 .0 5 6 5 x  +  3 0 .1 5 6

R ² =  0 .9 9 9 4

 
Figura 13. Toxicidad general del extracto metanólico propóleo de Chihuahua.       

 

 

 

 

Extracto CL50 

µg/mL 

Propóleo 305.29 

 

Ácido gálico 

69.94 
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Caracterización Química 
 

Cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 
 

De acuerdo a los resultados del cromatograma (figura 14), con base a los tiempos 

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

siguientes compuestos que se pueden observar en el (cuadro 15). 
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Cuadro 15. Espectros de UV con los picos máximos de absorción del propóleo de 

Chihuahua 

No. Espectro de UV Tiempo de 
Retención 

(min) 

Λmax 

(nm) 
Compuesto 

1 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

20

40

60

80

100

120

140

160

 DAD1, 3.413 (178 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

3.413 230, 294 Fenol 

2 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

20

40

60

80

100

120

140

160

 DAD1, 3.706 (179 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

3.706 220, 290 Fenol 

3 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

20

40

60

80

100

120

140

 DAD1, 4.393 (154 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

4.393 232, 284 Fenol 

4 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

*D A D 1 , 4 .9 1 3  (5 2 7  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*P IN O C E M B R IN A

 

4.913 230,288 Naringenina 

5 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

1 6 0 0

*D A D 1 , 5 .2 7 3  (1 7 9 0  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*P IN O C E M B R IN A

 

5.273 212, 
230, 292 

Flavonoide 

6 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

100

200

300

400

500

600

700

 DAD1, 5.740 (696 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

5.740 208 
sh,290, 

356 

Flavonol 

7 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

6 0 0

7 0 0

8 0 0

*D A D 1 , 6 .5 3 3  (8 7 5  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*P IN O C E M B R IN A

 

6.533 210, 
228, 286 

Flavonoide 
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8 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

*D A D 1 , 7 .1 7 3  (3 0 2  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*P IN O C E M B R IN A

 

7.173 210, 
230, 290 

Flavonoide 

9 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

50

100

150

200

250

300

350

400

 DAD1, 7.380 (384 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

7.380 228, 
270, 

290, 368 

Flavonol 

10 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

100

200

300

400

500

 DAD1, 7.906 (581 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

7.906 210, 
268, 

292, 352 

Flavonoide 

11 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

100

200

300

400

 DAD1, 8.706 (468 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

8.706 206, 
254, 

268,294, 
356 

 
 

Flavonol 

12 

 

9.466 216, 
232, 

296, 334 

Pinocembrina 

13 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

2 5 0 0

*D A D 1 , 1 0 .0 8 0  (2 8 2 2  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*N A R IN G E N IN A

 

10.080 216, 
230, 

294, 334 

Flavonoide 

14 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

100

200

300

400

500

600

 DAD1, 11.660 (602 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

11.660 210, 
232, 
262, 

290, 350 

Flavonoide 

15 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

1 6 0 0

*D A D 1 , 1 4 .0 6 0  (1 6 3 5  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*C H R Y S IN

 

14.060 210, 
268, 

312, 348 

Crysina 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Norm

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

*DAD1, 9.280 (2130 mAU, - ) of ESLI-008.D

*PINOCEMBRINA
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16 

 

14.733 210, 294 Pinocembrina 

17 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

50

100

150

200

250

300

 DAD1, 16.573 (314 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

16.573 212, 
268, 

294, 362 

Flavonol 

18 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

20

40

60

80

 DAD1, 19.093 (91.2 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

19.093 212, 
268, 

298, 364 

Flavonol 

19 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

 DAD1, 19.873 (83.2 mAU, - ) of ESLI-008.D

 

19.873 210, 
268, 

290, 360 

Flavonol 

20 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

*D A D 1 , 2 2 .8 6 0  (4 8 7  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*P IN O C E M B R IN A

 

22.860 212, 
230, 294 

Flavonoide 

21 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

2

4

6

8

1 0

1 2

1 4

1 6

*D A D 1 , 2 8 .4 8 0  (1 6 .7  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*P IN O C E M B R IN A

 

28.480 212, 
230, 294 

Flavonoide 

22 

nm2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0

N o rm

0

1

2

3

4

5

6

*D A D 1 , 3 3 .1 3 3  (6 .1  m A U , - )  o f  E S L I-0 0 8 .D

*N A R IN G E N IN A

 

33.133 212, 
228, 290 

Flavonoide 

N.I= no identificado 

 

 

 

 

nm200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Norm

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

*DAD1, 9.280 (2130 mAU, - ) of ESLI-008.D

*PINOCEMBRINA
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Cromatografía de Gases acoplada a espectrometría de masas (CG-

EM) 
 

El propóleo estudiado fue sometido a un análisis por Cromatografía de Gases 

acoplada a Espectrometría de Masas, el cromatograma se muestra en la figura 15  

y cuadro 16, pudiéndose observar los diferentes componentes volátiles del 

propóleo. 
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Cuadro 16. Compuestos volátiles presentes detectados en el propóleo de 

Chihuahua 

 

No.  TIEMPO DE 
RETENCION (min) 

ABUNDANC
IA 

COMPUESTO  ESTRUCTURA QUÍMICA 

1 10.938 0.651 Ácido benzoico 

OH

O

 
2 22.636 2.379 Crisina 

OOH

OH O  
3 23.052 4.654 Metil éster del ácido 

palmítico                  
O

O  
4 23.497 3.135 Ácido 

hexadecanoico 
 

OH

O  
 

5 25.300 3.772 2-heptadecanona 
O  

6 26.118 0.734 Crisina 
OOH

OH O  
7 27.603 2.493 N – metil -

hexadecilcetona            O  
8 27.715 4.169 

 
 

 
 

1,4,5- trihidroxi-2-
metil—

antracenodiona 

O OH

CH
3

OHOOH

 

10 28.875 2.405 2-Propen-1-ona, 1-
(2,6-dihidroxi-4-

metoxifenil)-3-fenil                  

 
 
 

11 29.928 2.519                  
Pinocembrina 
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Cromatografía líquida de alta presión acoplada a espectrometría de 

masas (HPLC-EM) 
 

Para el análisis por medio de HPLC-EM fue sometido a esta prueba el extracto 

metanólico de Propóleo. El cromatograma se muestra en la figura 16. Asimismo, se 

muestran sus compuestos, tiempo de retención y abundancia (cuadro 17). 
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Cuadro 17. Compuestos presentes del extracto metanólico del propóleo de 

Chihuahua detectados en el HPLC-EM 

Ion (m/z) Compuesto Tiempo de 
Retención 

(min) 

%  de 
abundancia 

271.0659 Nd 1.773 1.534416015 

285.0796 Pinocembrina 
[M-H]- 

21.525 1.237944101 

271.0642 Naringenina 
[M-H]- 

23.169 1.534416015 

255.0696 Ni 30.057 17.67782354 
313.0751 Ni 30.704 16.1315343 
253.053 Ni 31.534 6.467825746 

269.0481 Ni 31.866 7.291209002 
327.0902 Ni 32.597 12.97108374 
341.1068 Ni 34.091 11.22347013 
355.1217 Ni 35.302 9.918928525 
369.1369 Ni 36.348 9.223670031 

383.1531 Ni 37.277 0.89511011 
397.1692 Ni 38.107 2.525902789 
343.2891 Ni 38.722 1.36666596 
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DISCUSIÓN 
 

El estudio del propóleo durante los últimos años ha tenido una gran importancia, ya 

que se han encontrado un gran número de propiedades que este contiene, tales 

como la actividad antibacteriana (Chaillou et al., 2004) antioxidante (Palomino et al., 

2009; Bedascarrasbure et al., 2004) antifúngica (Cafarchia et al., 1999; Martínez et 

al., 2002), entre otras, algunas de estas propiedades han sido relacionadas con el 

contenido de compuestos fenólicos, especialmente flavonoides (Palomino, 2009). 

A pesar de que en México el propóleo es empleado desde hace muchos años como 

parte de la medicina tradicional y de que existe una gran variedad de productos 

comerciales, son muy pocos los estudios que se han realizado respecto a su 

actividad biológica (Quintero et al., 2008). 

En el último siglo se ha observado un aumento de las enfermedades producidas por 

bacterias que se han vuelto resistentes a los antibióticos convencionales empleados 

para combatirlos, es por esto que se ha optado por buscar antimicrobianos de origen 

natural. En el propóleo se han encontrado moléculas con actividad antimicrobiana 

como los metabolitos secundarios que son utilizados como mecanismos de defensa 

contra patógenos, esto concuerda con lo reportado por autores como Moreno et al. 

(2007), donde observaron la actividad antibacteriana de propóleos de Colombia, 

Argentina y Cuba. Además Katircioglu y Mercan (2006), compararon propóleos de 

diferentes regiones de Turquía sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas, 

observando diferencias en la actividad antibacteriana. Por lo que en este trabajo por 

primera vez se demuestra la actividad antimicrobiana del extracto metanólico del 

propóleo del estado de Chihuahua. 

El primer paso para aislar los compuestos biológicamente activos de los extractos 

naturales, es el proceso de extracción, el cual se considera crítico, debido a que en 

este paso se debe obtener el o los compuestos de interés para su posterior 
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purificación (Fabricant y Farnsworth, 2001). Además el uso medicinal que se le da 

al propóleo es el de un extracto etanólico, del que la concentración puede variar 

dependiendo de la marca del producto. Este extracto etanólico lo utiliza la gente 

como antiséptico, fue por esto que el metanol (que es más fácil de eliminar por 

destilación) se seleccionó como solvente para la elaboración del extracto crudo, 

obteniendo así un rendimiento de 66.18%.  

Dado que todas las bacterias que se utilizaron en este estudio son de importancia 

médica y se sabe que algunas presentan sensibilidad a algunos antibióticos, es de 

gran relevancia conocer que el extracto metanólico del propóleo tiene actividad 

sobre estas bacterias, esto se corrobora con los ensayos cualitativos y cuantitativos. 

En el ensayo cualitativo sobre las cepas bacterianas, la actividad se observó sobre 

las 7 cepas en las dos diferentes concentraciones utilizadas (cuadro 8), destacando 

con mayores halos de inhibición a S.aureus. Esto concuerda con lo reportado con 

Chaillou et al. (2004) y Lotti et al. (2010) quienes estudiaron propóleos argentinos y 

encontraron que en el 50 % de las muestras los halos de inhibición registrados 

fueron de más de 12 mm en cepas de S.aureus, coagulasa positivo. La acción 

antimicrobiana que presentan los propóleos puede intervenir en la expansión de la 

membrana, el incremento de la fluidez y la permeabilidad de la misma, la 

perturbación de las proteínas embebidas en la membrana, la inhibición de la 

respiración y la alteración del proceso de transporte de iones en las bacterias Gram 

positivas y Gram negativas como lo menciona (Carson et al., 2002; Brehm y 

Johnson, 2003) de la misma manera se le atribuye esta propiedad gracias a la 

presencia de fenoles y ácidos fenólicos que pueden ocasionar una perturbación en 

la producción de energía ocasionando la inhibición enzimática por medio de 

productos oxidativos como lo refiere Mason y Wasserman en 1987, también se ha 

reportado que algunos flavonoides pueden actuar a nivel de la síntesis de ácidos 

nucleicos (Cushnie y Lamb, 2005). 



 

Vargas   López   Esli    Sharai    

   
 

53 
 

Además de lo anterior, fue posible observar una mayor tendencia por inhibir 

bacterias Gram positivas por parte del propóleo, reduciendo el crecimiento de 

Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. Esto puede deberse a que las 

bacterias Gram positivas estructuralmente presentan un peptidoglucano que se 

encuentra dentro de una matriz compuesta de ácidos tecoicos, teicurónicos y 

lipoteicos; lo cual confiere a la pared celular una carga negativa neta, necesaria para 

que la célula asimile cationes divalentes; esta característica la hace más sensible a 

los compuestos polares a diferencia de las Gram negativas en las que la membrana 

es más resistente a los disolventes orgánicos y menos permeable a las moléculas 

de carácter hidrofóbico (Cimanga et al., 2002; Gros et al., 1985).  

El ensayo cualitativo fue corroborado con la determinación de la CMI y CBM. Del 

propóleo se obtuvieron resultados distintos en cuanto a las concentraciones 

inhibitorias, así como también a las bacterias sensibles (cuadro 9). El propóleo 

presentó menor concentración en CMI con valores de 0.625 mg/mL y CBM de 1.25 

mg/mL  para Streptococcus mutans CDBB-B-1455,  y presentó valor alto para las 

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 12398, S.aureus ATCC 25923, S.aureus 

ATCC 33592, Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-999  y Escherichia coli (caso 

clínico 2), a diferencia de lo reportado por Rivera (2013) en donde menciona que 

propóleos de Guanajuato y del Estado de México obtuvieron la CMI por de debajo 

de 0.31 mg/mL, esto demuestra que existe diferencia entre cada uno de los 

propóleos debido a que provienen de diferentes estados de la República Mexicana. 

Según el efecto de su acción sobre las bacterias, los antibióticos se clasifican en 

bacteriostáticos y bactericidas, y depende de si la acción consiste en inhibir el 

crecimiento o lisar la bacteria, inhibir una ruta metabólica o actuar sobre una enzima 

(Cué y Morejón, 1998). También para que sea un buen antibiótico debe actuar a 

cierta concentración y durante determinado tiempo, para asegurar la muerte o limitar 

el crecimiento de las bacterias (Pelczar y Chan, 1984). 
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Para conocer si el propóleo tiene una actividad bactericida o bacteriostática y en 

qué momento empieza a actuar se realizó la prueba de curva de crecimiento 

bacteriano. El propóleo tiene actividad bactericida sobre S.aureus ATCC- 33592 

(Fig. 5) que es un patógeno que causa infecciones de diversa gravedad en niños y 

adultos además de presentar una frecuencia nosocomial alta, se estima en 28.4 

casos por cada 100000 personas de todas las edades (Laupland et al, 2003). Sobre 

P. aeruginosa CDBB-B-999 (Fig. 6) el propóleo tiene actividad bactericida, esta tiene 

importancia para el hombre, ya que representa un problema importante de salud en 

centros hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con cáncer o 

quemados, ya que produce una serie de compuestos tóxicos que causan no solo 

daño tisular extenso, sino adicionalmente interfieren con el funcionamiento del 

sistema inmune. Lo mencionado antes es de gran importancia debido a que los 

antibióticos usados correctamente pueden salvar vidas pero hay un creciente 

problema de resistencia a los mismos (Daza, 1998). 

Con respecto a la actividad antifúngica del extracto metanólico del propóleo, se 

encontró que fue activo sobre tres cepas de hongos filamentosos (Cuadros 11-13), 

misma que probablemente esté asociada con la presencia de terpenos, fenoles y 

ácido fenólico dado que la disrupción de la membrana es uno de los mecanismos 

de acción de los antifúngicos comerciales (Cuenca–Estrella, 2010). Ejemplo de ello 

es el ketoconazol, que se utilizó como control positivo para las pruebas contra 

hongos filamentosos, este es un fármaco antimicótico que actúa a nivel de la 

membrana citoplasmática (Escobar y Zuluaga, 2004). De los flavonoides presentes 

en el propóleo, el modelo de acción de la pinocembrina se considera uno de los 

compuestos responsables del efecto inhibitorio sobre cepas fúngicas. De esta 

manera, se ha propuesto que las proporciones del ácido cafeico, flavonoides y 

ésteres fenólicos son los principales responsables de la actividad biológica (Kartal 

et al., 2003). 
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De acuerdo con lo obtenido en las pruebas cuantitativas, el extracto metanólico del 

propóleo  tuvo actividad sobre T. mentagrophytes CDBB-H-1112,  el cual es un 

hongo dermatófito causante del pie de atleta, dicho extracto presentó un 68% de 

inhibición sobre este hongo desde la concentración más baja (0.5 mg/mL), además, 

es importante mencionar que el extracto no sólo tuvo inhibición en 

T.mentagrophytes,  sino que también presentó el 50% de inhibición en Fusarium 

moniliforme CBB-H-265  con una concentración de 0.5 mg/mL,  el cual es un hongo 

que se presenta principalmente en maíz y posee la capacidad de producir toxinas 

caracterizadas como fumonisinas. La cepa menos sensible fue Aspergillus niger 

CDBB-H-179, puesto que alcanzó la CF50 hasta la concentración más alta 

(8mg/mL). El propóleo muestra una actividad relevante sobre estos hongos 

estudiados, esto puede deberse a la presencia de flavonoides y flavononas como la 

pinocembrina, presente en el extracto de propóleo, que son compuestos con 

actividad antifúngica (González, 2007; Martins et al., 2002). De la misma manera, 

autores hacen referencia a la actividad antifúngica de propóleos de Brasil contra 

T.mentagrophytes  (Siqueira et al., 2008). 

En cuanto a la actividad contra levaduras el extracto metanólico del propóleo no fue 

activo. Sin embargo, se ha reportado actividad frente a levaduras de propóleos 

argentinos en donde se presentó una fuerte inhibición contra aislados clínicos de 

Candida  (Agüero et al., 2011). Así como también de un propóleo de Guanajuato el 

cual inhibió cuatro cepas, siendo C.albicans 14065 la que presentó los halos de 

inhibición mayores (Rivera, 2013). 

Es sabido que muchas levaduras y en menor medida hongos filamentosos han 

desarrollado resistencia a fármacos como los azoles, tal es el caso de Candida  y 

Aspergillus sp, donde alteraciones en sus genes como mutaciones puntuales, 

sobreexposición del gen, amplificación genética y recombinación mitótica producen 

una enzima alterada, con un descenso en la afinidad a estos fármacos. De esta 

forma se han desarrollado cepas resistentes a los fármacos y que muy 
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probablemente, como lo muestran los resultados de esta investigación, su 

desarrollo no sea suceptible a ser inhibido por el extracto de propóleo evaluado 

(Agüero et al., 2011), lo cual podría explicar la inactividad del extracto frente a 

levaduras. 

De tal forma que la mayoría de los fármacos comerciales utilizados contra hongos 

como la anfotericina B, fluorocitosina, ketoconazol y nistatina, por mencionar 

algunos, son de amplio espectro, pero de una toxicidad muy alta debido a los efectos 

secundarios que estos causan (tóxico para los riñones, ampollas, enrojecimiento, 

picazón o irritación, náuseas, dolor abdominal, temblores, escalofríos, pérdida del 

apetito), además de que estos pueden favorecer el desarrollo de resistencias sobre 

las células. En el caso de la nistatina ésta fue utilizada como control positivo contra 

levaduras, la cual produce efectos tóxicos tan graves que no puede emplearse en 

infusión parental y sólo se emplea en forma de ungüentos o soluciones en 

infecciones superficiales (Cuenca-Estrella, 2010), es por ello que resulta de gran 

importancia la búsqueda de terapias alternativas contra las infecciones fúngicas, así 

como la ampliación del conocimiento en cuanto a los mecanismos de acción de los 

antifúngicos y de los mecanismos de resistencia que han desarrollado a éstos.  

De acuerdo con la actividad biológica del extracto metanólico del propóleo frente a 

bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas y frente a hongos 

filamentosos, se procedió a evaluar la actividad antioxidante, en donde se sabe que 

los antioxidantes naturales pueden ser: compuestos fenólicos (tocoferoles, 

flavonoides y ácidos fenólicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de 

la clorofila, aminoácidos y aminas) o carotenoides así como el ácido ascórbico como 

lo reporta Soto (2007). Éstos protegen a lípidos y otros compuestos celulares del 

ataque de agentes oxidantes como los radicales libres de oxígeno, superóxido y 

grupos hidroxilo reactivos (Drago et al., 2006). Lo anterior es de suma importancia 

ya que las células están expuestas a especies reactivas de oxígeno y son capaces 
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de tolerar estados de estrés oxidativo leve. Sin embargo, situaciones extremas de 

estrés oxidativo pueden afectar el metabolismo celular (Soledad, 2007).  

El extracto metanólico del propóleo mostró un total de compuestos fenólicos de 258 

mg eAG/g y 135.412 µg (eQ)/g de flavonoides, esto es importante pues va 

relacionado con la capacidad antioxidante donde mostró una CA50 media de 412 

µg/mL, pero si se compara con la quercetina que es un compuesto puro tuvo una 

CA50 de 3.4 µg/mL es importante mencionar que el extracto es una mezcla de varios 

compuestos que actúan en conjunto. Entre estos compuestos los fenilpropanoides 

(ácido fenólico, flavonas, flavanonas, etc) juegan un papel determinante en la 

capacidad antioxidante, debido a su estructura química. (Cruz, 2007). 

Para corroborar los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad general del 

propóleo se utilizó el criterio de McLaughlin et al. (1991), en donde menciona que si 

una CL50 está entre los 1000 y 500 ppm se le considera débil, entre 100 y 500 ppm 

se le considera moderada y por último si la CL50 se extiende a partir de 0 a 100 ppm 

se le considera fuerte, dado este criterio el resultado obtenido del propóleo resultó 

con un índice moderado de toxicidad con una CL50 de 305.29 µg/mL, esto concuerda 

con Palomino-García, 2009 en donde menciona que el propóleo de Antioquia 

presenta valores de toxicidad moderada (300 µg/mL).  

El cromatograma de (HPLC), mostró que el extracto de propóleo de Chihuahua 

posee compuestos como las flavanonas que deben su actividad a que forman 

complejos con las proteínas solubles y extracelulares (Domingo y López-Brea, 

2003), flavonas, flavonoles, isoflavonas, son para los vegetales sustancias muy 

importantes pues son responsables del color de muchas flores, frutos y hojas, y por 

ello fundamentales para la polinización y para la protección frente a la radiación 

ultravioleta; además de otros compuestos como ácido fenólico y fenil propanoides 

los cuales poseen propiedades antioxidantes, antibacterianas, antiespasmódicos, 

antiulcerosos, antiflamatorios, antialérgicos, antihepatotóxicos por mencionar 

algunas de ellas (Martínez, 2002; Peréz, 2003). 
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El análisis del cromatograma de gases masas mostró que los compuestos 

mayoritarios en el extracto son la pinocembrina la cual posee propiedades 

antibacterianas, antifúngicas (Cartaya y Reynaldo 2001), el ácido benzoico y crisina 

con propiedades antioxidantes, ya que minimizan la peroxidación lipídica y el efecto 

de los radicales libres, contribuyendo a reducir el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares (Castro, 2002). 

El análisis de HPLC-MS mostró que el extracto de propóleo posee 14 flavonoides 

diferentes pero sólo 2 se encuentran en la base de datos y se pudieron identificar 

como la pinocembrina, que posee propiedades antibacterianas, antifúngicas 

(Cartaya, 2001), naringenina con propiedades antioxidantes (Reynaldo et al., 2001) 

los compuestos existentes actúan en sinergía y posiblemente son los que confieren 

las propiedades antimicrobianas al extracto del propóleo de Chihuahua. 
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CONCLUSIONES 
 

 El extracto metanólico de propóleo presentó actividad antibacteriana 

sobre Gram positivas y Gram negativas, así como también presentó una 

inhibición en hongos filamentosos importantes. 

 

 El extracto es bactericida sobre S.aureus y P.aeuginosa 

 

 El extracto presenta una cantidad importante de compuestos  fenólicos 

totales y flavonoides. 

 

 El compuesto de mayor abundancia fue la Pinocembrina 

 

 El extracto presentó una toxicidad moderada 
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APÉNDICE 1. Zona de Colecta 
El propóleo se obtuvo en greña (propóleo en bruto) por los propios apicultores en 

Noviembre de 2014 y antes de ser procesado se conservó en oscuridad y a 

temperatura ambiente. 

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

ubicado en Ejido Concordia en la zona centro de Chihuahua, abarca los municipios 

de Aquiles Serdán y Chihuahua. 

Esta zona tiene un clima semiárido, extremoso, con una temperatura máxima de 

40°C y mínima de -7.4°C. Su vegetación está constituida por xerófilas, herbáceas, 

arbustos de diferentes tamaños, entremezclados con algunas especies de agaves, 

yucas y cactáceas leguminosas como el huizache, guamúchil, quiebre hacha, 

zacates, peyote, bonete, hojosas y chaparral espinoso. La flora más representativa 

del área donde se encuentra el apiario, son árboles de mezquite (Gobiernos 

municipales, 2014). 

 

Figura 17. Ubicación del apiario donde se realizó la Colecta del propóleo de 

Chihuahua. 
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APÉNDICE 2. Técnica de maceración 
(Domínguez, 1973) 

El propóleo en greña se limpió y pesó y se colocó en un matraz Erlenmeyer, 

posteriormente se le agregó una cantidad de solvente metanólico necesaria en 

donde el propóleo quedó cubierto por este mismo (565.4 g de muestra en 1.5L de 

solvente), el recipiente se tapó con papel  aluminio para evitar la evaporación del 

solvente. 

El propóleo se dejó reposar con un mínimo de 1 día y máximo de 2 semanas, 

teniendo en cuenta que la extracción de los compuestos se verá reflejada en la 

coloración del líquido, entre más oscuro mayor el rendimiento. 

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

obtener el extracto libre del solvente.  
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APÉNDICE 3. Método de difusión en agar Kirby-Baüer 
(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) 

Método para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana y antifúngica (de 

las levaduras) del extracto. 

•Medio: Para los ensayos con las cepas fúngicas se utiliza como medio de cultivo 

el agar PDA y caldo Sabouraud, para las cepas bacterianas agar y caldo  Müeller-

Hinton. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 

mm. Si es más fino, los antibióticos tienden a difundir más en dirección lateral 

aumentando el tamaño de las zonas de inhibición; un agar de más de 4 mm de 

espesor produce una mayor disolución del antibiótico hacia abajo, con tendencia a 

estrechar artificialmente las zonas de inhibición. 

•Aplicación de sustancias: Se utilizan sensidiscos de 5 mm de diámetro hechos 

de papel Whatman del N° 5. Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los 

discos impregnados con las sustancias a evaluar se colocarán manualmente sobre 

la superficie del agar, utilizando una pinza estéril, deben colocarse por lo menos a 

22 mm uno del otro y a 14 mm del borde de la placa para evitar que las zonas de 

inhibición se superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los 

sensidiscos se deben presionar suavemente con la punta de la pinza, cuidando de 

no moverlos una vez colocados en su lugar. 

•Preparación de las muestras: en todos los casos se hacen diluciones para que 

los sensidiscos lleven la cantidad deseada de producto. Se utilizan 2 mg para 

bacterias y 4 mg para las levaduras de los extractos disueltos en 10 µL del solvente 

correspondiente a cada extracto. Sobre cada sensidisco se coloca la concentración 

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

bioensayo. 
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•Control positivo: Se evalúa  la sensibilidad de las cepas experimentales con 

sensidiscos con 5 µL de cloranfenicol (25µg) y para las levaduras con 25 µg de 

nistatina. 

•Control negativo: Sensidiscos a los que se les agrega 10 µL  del solvente 

empleado para disolver el extracto a evaluar. 

•Incubación: Las levaduras y bacterias son cultivadas en una caja de Petri con 20 

mL de agar, se colocan en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con 

termostato) a 35°C, sin mayor tensión de CO2. 

•Interpretación de resultados: En el caso de existir zonas de inhibición se reporta 

el extracto como activo. Las zonas de inhibición se miden con una regla de 

calibración en milímetros. En todos los casos, esta prueba se hace por triplicado y 

se reportarán los valores promedio, asociándoles su desviación estándar. 
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APÉNDICE 4. Microtécnica de dilución en caldo 
(Koneman, 1985) 

La microtécnica de dilución en caldo se utiliza para la determinación de la 

concentración mínima inhibitoria (CMI), la concentración bactericida mínima (CBM). 

 Medio: La susceptibilidad de los microorganismos  antimicrobianos se determina 

en una serie de microtubos moldeados en una placa plástica con 96 concavidades 

(placa de cultivo con fondo en “u”). La placa se prepara colocando 50 µL de caldo 

Müeller-Hinton (Bioxon 260) con la concentración del extracto probado en las 

concavidades apropiadas (0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 mg/mL). 

•Inóculo: Se prepara una suspensión bacteriana inoculando una asada de la 

colonia en estudio en 10 mL de caldo Müeller-Hinton (Bioxon 260) (bacterias), 

posteriormente se incuba a 35°C durante 24 horas (produciendo en el caso de las 

bacterias una concentración de aproximadamente 1x108 UFC/Ml y se diluyen en 

caldo Müller-Hinton, para obtener una concentración aproximada de 1x105 UFC/mL. 

En cada una de las 96 concavidades se colocaron 50 µL de las suspensiones 

diluidas 

•Control negativo: Como control negativo se coloca 50 µL de caldo Müeller-Hinton 

(bacterias) con los microlitros del solvente empleado para disolver el extracto  

•Testigo: El testigo se preparará colocando 50 µL de caldo Müeller-Hinton en las 

concavidades más 50 µL del cultivo bacteriano. 

•Incubación: Una vez cargadas las placas con la suspensión microbiana, se 

cubrirán con una tapa para evitar el desecamiento durante la incubación. Todas las 

placas se incuban a 35°C durante 24 horas. 

•Interpretación de resultados: Después del tiempo de incubación se añade a cada 

concavidad 50 µL de una solución al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada (TTC). La 

placa se incubará 30 min. En las concavidades donde se desarrollen organismos, 
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el colorante es reducido a color rojo visible, produciendo un botón rojo en el fondo 

de la concavidad. Donde no hay desarrollo, la solución permanecerá clara. La 

concentración a la cual existe una disminución drástica del crecimiento representa 

la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la concentración que produce una 

inhibición completa del desarrollo representa la Concentración Bactericida Mínima 

(CBM). En todos los casos, esta prueba se hace por triplicado. 
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APÉNDICE 5. Actividad del extracto metanólico sobre la 

curva de crecimiento bacteriano 
(Muroi et al., 1993) 

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene el extracto sobre el 

crecimiento bacteriano, basándose en las CMI y CBM y así determinar los impactos 

necesarios para que se produzca la inactivación. 

 

•Medio: Se utiliza como medio de cultivo estándar el agar Müller-Hinton. El medio 

se coloca en cajas septadas. Es importante que el medio alcance en la placa un 

espesor uniforme de 4 mm. 

 

•Inóculo: Se prepara el inóculo con aproximadamente 1x108 UFC/mL en un tubo 

de ensayo con 10 mL de caldo Müeller-Hinton (esta concentración bacteriana se 

obtiene en un periodo de 24 horas de incubación). 

 

Con ayuda de una micropipeta, se inoculan 0.1 mL de la suspensión bacteriana en 

los tubos que contienen los extractos a evaluar. La concentración final es de 

aproximadamente de 1x105 UFC/mL en cada tubo. Se incubará en una estufa a 

35°C sin presión de CO2. 

 

•Aplicación de sustancias: Se prepara en tubos con 10 mL de caldo Müeller-

Hinton con las concentraciones de CMI, ½ CMI y CBM. Se muestreo cada hora 

durante los primeros 4 tiempos: T0-0, T1-1, T2-2, T3-3, T4-4 (tiempo-horas 

trascurridas), después 2 muestreos cada dos horas, un muestreo a las 12 hrs y 
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finalmente a las 24 hrs. En cada tiempo se realizan diluciones en tubos con solución 

salina para determinar las unidades formadoras de colonias en cada tubo. 

 

•Testigo: Se prepara un tubo sin extracto como testigo. 

•Incubación: Las cajas se incuban durante 24 hrs a 35°C. 

 

•Interpretación de resultados: Se cuentan las colonias de cada concentración y 

dilución. Se grafica el logaritmo del número de sobrevivientes contra el tiempo para 

determinar el número de impactos necesarios para que produzca la inactivación, se 

prolonga la zona lineal de la curva de supervivencia hasta su inserción con el eje 

de las ordenadas. 
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APÉNDICE 6. Inhibición del crecimiento radial 
(Wang y Bun, 2002) 

Método cualitativo 

Para el ensayo contra hongos filamentosos se utilizaron cajas Petri (100 x 15 mm) 

con 20 mL de agar de papa dextrosa, en el cual se inoculó un botón de 5 mm de 

diámetro del micelio del hongo. Se colocaron discos previamente impregnados con 

el compuesto activo, estos fueron colocados a una distancia de 30 mm del límite 

micelial. 

Incubación: Las placas fueron incubadas a 23°C durante 72 horas hasta el 

crecimiento micelial se desarrolló.  

Controles negativos: Discos a los que se les agregó 10 µL del solvente empleado 

para disolver el problema, dejándolos evaporar durante 12 horas (al igual que las 

experimentales) 

Controles positivos: Se evalúa la sensibilidad de las cepas experimentales con 

sensidiscos de 7µg/ disco de Ketoconazol. 

Interpretación de resultados: En el caso de existir zonas de inhibición se reportó 

el extracto como activo, en todos los casos esta prueba se hizo por triplicado. 

Método cuantitativo 

Este ensayo se realizó en cajas de cultivo de 24 pozos, cada uno de estos contenía 

1.5 mL de agar papa dextrosa, con las siguientes concentraciones del extracto a 

probar 8.0, 6.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, mg/mL, posteriormente se colocó un botón de 

micelio (5mm) en el centro del pozo. 

Incubación: las placas fueron incubadas a 23°C durante 72 horas (o hasta que 

haya crecido el micelio). 
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Control positivo: se evaluó la sensibilidad de las cepas experimentales incluyendo 

al agar las siguientes concentraciones de ketoconazol: 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 

µg/mL. 

Interpretación de resultados: los resultados se reportaron en porcentaje de 

inhibición, teniendo en cuenta que la concentración que representa el 100% de 

inhibición será aquella en la que ya no hubo crecimiento micelial, la concentración 

que representa al 50% de inhibición corresponde a la CF50. Este cálculo se realizó 

con un modelo matemático. 
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APÉNDICE 7. Método de reducción del radical 2,2-difenil-1-

picrilhidracil (DPPH) 
(Okusa et al., 2007) 

El 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) es un radical libre, con un electrón 

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

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

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

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

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

el grado de decoloración de una solución metanólica de DPPH, por la adición del 

compuesto activo a diferentes concentraciones (1-100 ppm). A partir de la medición 

obtenida por medio de espectrometría UV-VIS, se determina la concentración a la 

cual el radical es reducido al 50 %. 

Solución DPPH 

Se prepara en un matraz aforado pesando 0.002 gr y agregando 50 mL de MeOH 

grado HPLC. 

Las concentraciones a evaluar son las siguientes: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 

35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 

y 1000 ppm, las cuales se preparan siguiendo la tabla, en frascos de 1 mL. 

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

Del stock (5 mg en 5 mL MeOH) tomar 20 µL que llevarán 0.02 mg = 20 µg y agregar 

180 µL de MeOH, el volumen final serán 200 µL. De este nuevo stock tomar: 
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[ ] ppm µL stock µL MeOH 

1 10 990 

2 20 980 

3 30 970 

4 40 960 

 

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

[ ] ppm µL stock µL MeOH 

5 5 995 

6 6 994 

7 7 993 

8 8 998 

9 9 991 

10 10 990 

20 20 980 

30 30 970 

40 40 960 

50 50 950 

60 60 940 

70 70 930 

80 80 920 

90 90 910 

100 100 900 

150 150 850 

200 200 800 

250 250 750 

300 300 700 



 

Vargas   López   Esli    Sharai    

   
 

72 
 

400 400 600 

500 500 500 

600 600 400 

700 700 300 

800 800 200 

900 900 100 

1000 1000 0 

 

Aplicación de sustancias 

En una placa de ELISA se adicionan 50 µL de la solución problema a diferentes 

concentraciones (1-1000 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las 

concentraciones señaladas, se adicionan 150 µL de una solución metanólica de 

DPPH cuya concentración final es de 100 µM; inmediatamente se protege de la luz 

envolviéndola con papel aluminio y se incuba durante 30 min a 37 °C. Una vez 

transcurrido el tiempo se determina la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA. 

Es importante señalar que se emplean este tipo de placas debido a que el material 

no reacciona con los solventes empleados. 

Blanco 

Se llenan pozos con 200 µL de metanol grado HPLC. 

Control positivo 

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

compuesto problema. 

Interpretación de resultados 

Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reducción y se calcula con 

la siguiente formula: 
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% Reducción del DPPH= (C-E/C)*100 

En donde: 

C= Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH 

E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPH (150 µL) + Solución problema (50 

µL)). 
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APÉNDICE 8. Determinación de la concentración de Fenoles 

Totales (CFT) 
(Método modificado de Singleton et al., 1999) 

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

en una reacción colorimétrica de óxido-reducción, dónde es empleado el reactivo 

de Folin-Ciocalteau que actúa como agente oxidante. El reactivo de coloración 

amarilla y pH ácido, contiene molibdato y tungstato sódico que tienen la capacidad 

de reaccionar con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolíbdico-

fosfotúngstico. La transferencia de electrones a pH básico reduce los complejos 

fosfomolíbdico-fosfotúngstico en óxidos, cromógenos de color azul intenso, de 

tungsteno (W8O23) y molibdeno (Mo8O23), siendo proporcional este color al número 

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

 

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

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

unido a un grupo –OH (Aguilar et al., 2003). 

Curva de calibración 

Se utiliza una solución estándar ácido gálico de 0.2 mg/mL. A partir de ésta solución 

se toman las alícuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas 

de ácido gálico (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05 y 1 mg/mL), a cada una se le agrega 

el volumen correspondiente de agua destilada para obtener las concentraciones 

mencionadas a un volumen final de 1 mL, cuadro 18. 

Preparación del extracto 

Se prepara una solución estándar (0.2 mg/mL), de la cual se tomó una alícuota de 

250 µL y se agregan 750 µL de agua destilada, para obtener las concentraciones 

mencionadas a un volumen final de 1 mL.  
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Cuadro 18: Curva patrón para la determinación de fenoles totales 

Tubo 

 

Ácido 

gálico 

(mg/mL) 

 

Patrón 

(ácido 

gálico 

µL) 

Agua 

destilada 

(µL) 

Agua 

destilada 

(mL) 

Folin-

Ciocalteau 

(µL) 

Na2CO3 

(mL) 

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

1 0.00625 31.25(31) 968 7 500 1.5 

2 0.0125 62.5 937 7 500 1.5 

3 0.025 125 875 7 500 1.5 

4 0.05 250 750 7 500 1.5 

5 0.1 500 500 7 500 1.5 

6 0.2 1000 0 7 500 1.5 

problema ------ 250 750 7 500 1.5 

 

Se toma 1 mL de cada una de las concentraciones (ácido gálico y extracto) y se 

transfiere a un tubo de ensayo con 6 mL de agua destilada a continuación se 

adicionan 500 µL de reactivo Folin-Ciucalteu. 

Después de cinco minutos se añadirá 1.5 mL de una solución de Na2CO3 (200 g/L) 

y agua hasta completar un volumen de 10 mL.  

Después de dos horas de reacción a temperatura ambiente se determinara la 

absorbancia a 760 nm. Cada concentración se determinara por triplicado. 
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Interpretación de resultados 

Se grafica la concentración contra la absorbancia para obtener la curva patrón de 

ácido gálico, se realiza un análisis de regresión lineal y se interpoló la absorbancia 

de la muestra a evaluar. 

 Los resultados se expresan como equivalentes de ácido gálico o bien en 

porcentaje. 
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APÉNDICE 9. Cuantificación de flavonoides totales 
Método de Dowd  (Ramamoorthy y Bono, 2007) 

 

Este método se basa en el cambio de la coloración de una solución de AlCl3 

(incolora) a amarilla por la formación de complejos estables ácidos con el grupo 

ceto en C-4 y, o bien el grupo hidroxilo C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles, así como 

por la formación de complejos lábiles ácidos con los grupos orto-dihidroxil en el 

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

Stock de quercetina 

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

Curva patrón  

Se toman alícuotas necesarias del stock de quercetina para la preparación de la 

curva patrón, con las concentraciones: 1, 2, 3 , 4, 5, 6 , 7,  8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 

60, 70, 80, 90, 100 ppm y se les agrega 1mL de AlCl3 al 2 %. 

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

Del stock de quercetina tomar 20 µL que llevarán 0.02 mg = 20 µg y agregar 180 

µL de MeOH, el volumen final serán 200 µL de este nuevo stock tomar: 

[ ] ppm µL Stock Quercetina µL MeOH (AlCl3) al 2 % 

1 10 990 1 

2 20 980 1 

3 30 970 1 

4 40 960 1 

5 50 950 1 

 

Del stock de quercetina (3 mg en 3 mL de MeOH) tomar: 
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[ ] ppm µl Stock Quercetina µL MeOH (AlCl3) al 2 % 

6 6 994 1 

7 7 993 1 

8 8 992 1 

9 9 991 1 

10 10 990 1 

20 20 980 1 

30 30 970 1 

40 40 960 1 

50 50 950 1 

60 60 940 1 

70 70 930 1 

80 80 920 1 

90 90 910 1 

100 100 900 1 

 

Stock de extracto 

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

Blanco 

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

Problema 

Se roma 1 mL del stock del extracto y se le agrega 1 mL de AlCl3 al 2 %. 

Se vacían 200 µL de las soluciones preparadas para la curva patrón, el problema, 

el blanco y el control negativo en una placa de ELISA, por triplicado. 
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Después de 10 minutos de reacción a temperatura ambiente se determina la 

absorbancia a 450 nm. 

Interpretación de resultados 

Se grafica la concentración contra la absorbancia para obtener la curva patrón de 

quercetina, se realiza un análisis de regresión lineal y se interpola el promedio de 

la absorbancia de la muestra a evaluar. 
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APÉNDICE 10. Método de toxicidad general 
(Método modificado de Niño et al., 2006) 

El ensayo se realizó con larvas nauplio II de Artemia salina (Leach). Se preparó 

una solución para un litro en el que se agregaron 5 g de NaCl y 2 g de NaHCO₃, 

posteriormente se pesaron e incorporaron a la solución 0.5g de quistes de A salina.  

Para hacer eclosionar los quistes deben cultivarse 24 a 48 horas con buena 

oxigenación, a una temperatura de 25°C aproximadamente e iluminación artificial 

(luz blanca). 

Posteriormente se colocaron 10 larvas en frascos con 10 mL de solución salina al 

0.5%, las concentraciones de los problemas a ensayar fueron 125 mg/mL, 12.5 

mg/mL y 1.25 mg/mL, 1000, 100 y 10 ppm respectivamente. 

Control negativo: Se utilizó dimetilsulfóxido (DMSO), el cual será el solvente para 

disolver la muestra (extracto) se emplea el mismo volumen en que se disuelve la 

concentración más alta del extracto o compuesto a evaluar (500 µL) 

Control positivo: Se utilizó ácido gálico 

Incubación: Los cultivos se mantuvieron iluminados (luz blanca) a una temperatura 

de 23-25°C durante 24 horas.  

Interpretación de resultados: se contó el número de larvas sobrevivientes, las 

cuales debieron desplazarse de la misma manera que el grupo testigo.  

La concentración letal media (CL₅₀) se determinó para cada extracto interpolándolo 

en gráficas de porcentaje de mortalidad contra la concentración de mg/mL a través 

del análisis de regresión lineal.  

La actividad tóxica general se considera débil cuando la CL₅₀ está entre los 1000 y 

500 ppm (0.5 y 1 mg/mL), moderada cuando la CL₅₀ está entre 100 y 500 ppm (0.1 
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y 0.5 mg/mL) y señalado como fuerte cuando la CL₅₀ se extiende a partir de la 0 a 

100 ppm (0 a 1 mg/mL) según el criterio de McLaughlin et al 1998. 
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APÉNDICE 11. Cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (CG-EM) 
 

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

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

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

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

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

columna. 

 

Cromatógrafo de Gases Modelo 6850 y un Espectrómetro de Masas Modelo 5975 

C, Marca Agilent Technologies. 

 

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

película. 

 

Condiciones de corrida para las fracciones (Método hexánico):  

 Temperatura del inyector: 250 °C 

 Modo de inyección: Split 

 Radio: 33.5:1 

 Purga de flujo del Split: 29.9 mL/min 

 Flujo de corrida: 35 cm/seg 

 

Horno: 

 Temperatura inicial: 70°C 
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 Rampa de calentamiento: 15°C por minuto hasta 290 °C, se mantiene 6 

min. 

 Tiempo de corrida total: 21.67 minutos 

 Línea de transferencia: 290°C 

 

 

Detector del espectrómetro de Masas: 

 Método de adquisición de datos. Full Scan 

 Rango de masas: 35-600 m/z 

 Temperatura  de cuádrupolo: 150°C 

 Temperatura de la fuente de ionización: 230°C 

 Impacto electrónico: energía de 70 eV 
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APÉNDICE 12. Cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 
 

Este método es ampliamente usado para la separación, identificación, purificación 

y cuantificación de componentes de productos naturales (Gurib-Fakim, 2006). Es 

un tipo de cromatografía en columna, se utiliza para separar componentes de una 

mezcla basándose en diferentes tipos de interacciones químicas entre las 

sustancias analizadas y la columna cromatográfica. 

Los elementos que participan en la interacción en un HPLC son: fase móvil, fase 

estacionaria y la muestra. 

En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatográfica a través 

de la fase estacionaria, la cual presenta pequeñas partículas con ciertas 

características químicas en su superficie. La muestra pasa mediante el bombeo de 

líquido (fase móvil) a ata presión a través de la columna. La muestra a analizar es 

introducida y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las 

interacciones químicas o físicas con la fase estacionaria a medida que adelantan 

por la columna. El grado de retención de los componentes de la muestra depende 

de la naturaleza del compuesto, de la composición de la fase estacionaria y de la 

fase móvil. El tiempo que tarda un compuesto a ser eluído de la columna se 

denomina tiempo de retención y se considera una propiedad característica que 

identifica a un compuesto en una determinada fase móvil y estacionaria. La 

utilización de presión en este tipo de cromatografías incrementa la velocidad lineal 

de los compuestos dentro de la columna y reduce así su difusión dentro de la misma 

mejorando la resolución de la cromatografía. 

El extracto metanólico y las fracciones activas se analizaran por HPLC, con las 

siguientes condiciones: 

Columna Allsphere ODS-1 de 250 x 4.6 mm, con un tamaño de partícula de 5 µm. 
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Extracto metanólico: se corrió con una mezcla de MeOH-acetonitrilo-H2PO4H2O 

(25:25:0.1:50) 

Flujo de 1 mL/min 

Detector de arreglo de diodos (DAD) 

Longitud de onda de 280 nm, realizando un barrido completo de 200-400 nm. 
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APÉNDICE 13. Cromatografía líquida de alta presión 

acoplada a espectrometría de masas (HPLC-EM) 
 

La cromatografía líquida de alta presión (HPLC) es la técnica de separación de 

sustancias más ampliamente utilizada. Los sistemas HPLC-EM facilitan el análisis 

de muestras que tradicionalmente han sido difíciles de analizar por CG-EM es decir, 

analitos poco volátiles. Como resultado, la técnica es ampliamente utilizada en el 

análisis de fármacos, proteínas, entre otros. 

 

Los sistemas de ionización que han hecho posibles este desarrollo son los sistemas 

API-El y APCI. De esta forma se pueden analizar compuestos de peso molecular 

de hasta 100kDa, con un rango de polaridades que va desde analitos no polares 

hasta los muy polares. 

 

La cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas CG-EM (por sus 

siglas en inglés) combina el poder de separación de los materiales de gran peso 

molecular de la HPLC y la capacidad de detección selectiva y confirmación de 

identidad molecular del espectrómetro de masas. 

 

Los espectros de masas obtenidos por HPLC-MS suelen ser más sencillos que los 

obtenidos en CG-EM debido a que el nivel de fragmentación de las moléculas es 

menor. El inconveniente es que los espectros dependen parcialmente de los 

parámetros de ionización, es decir, que no pueden ser considerados como “huella 

dactilar” del compuesto y, por tanto, la comparación con colecciones de espectros 
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estándares no es posible. Por esta razón, la comparación del espectro de masas 

de analitos con patrones debe realizarse en las mismas condiciones de trabajo. 

 

En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatográfica a través 

de la fase estacionaria, la cual presentara pequeñas partículas con ciertas 

características químicas en su superficie. La muestra pasara el bombeo de líquido 

(fase móvil) a alta presión a través de la columna. La muestra que se analizara será 

introducida y sus componentes se retrasaran diferencialmente dependiendo de las 

interacciones químicas o físicas con la fase estacionaria a medida que se 

adelantaran por la columna. El grado de retención de los componentes de la 

muestra dependerá de la naturaleza del compuesto, de la composición de la fase 

estacionaria y de la fase móvil. El tiempo que tardará un compuesto a ser eluído de 

la columna se denominara tiempo de retención y se considerará una propiedad 

característica que identificará a un compuesto en una determinada fase móvil y 

estacionaria. La utilización de presión en este tipo de cromatografías incrementará 

la velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y reducirá así su difusión 

dentro de la misma mejorando la resolución de la cromatografía. 

Se efectuó el análisis de las muestras, mediante perfiles cromatográficos, en HPLC 

acoplado a un espectrómetro de masas, para ello se empleó un equipo Infinity de 

los cuales la columna e inyector eran del modelo 1269 y la columna 1290, el 

espectrómetro de masas Agilent Tecnologies 6230TOF, para este fin, se empleó 

una columna Kinetex 2.6u, C1800A (150x2.1mm)(Phenomenex) y una fase móvil 

en gradiente de dos líneas (Ay B), A=agua grado HPLC-Acetonitrilo (90:10), 

B=Metanol grado HPLC-Acetomitrilo (90:10) y a ambas se les agrega 0.1% de ácido 

fórmico. El cromatograma fue comparado con los estándares. 
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