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Evaluacion in vitro de propdleos comerciales contra especies de Aspergillus

Resumen

En los ultimos afos en México, la medicina tradicional ha tenido una gran demanda. Es por lo que
se han buscado alternativas terapéuticas en los recursos naturales, tal es el caso de los productos
de colmena que son usados con fines terapéuticos. (Ruiz, 2015)

El propdleo es una sustancia compleja debido a sus componentes, este producto procesado por las
abejas tiene propiedades medicinales debidas a compuestos polifendlicos, las cuales han sido
aprovechadas para la elaboracién de productos comerciales a base de este producto apicola.

Con el fin de comprobar si estos productos son eficaces, en este trabajo se evalué la accidon
antifungica de extractos de propdleos comerciales sobre el crecimiento de Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger.

Utilizando once muestras de productos comerciales de propdleo se obtuvieron los extractos secos
por medio de una destilacion a presion reducida. Se realizé un perfil quimico y la prueba de
inhibicidn de crecimiento radial con discos impregnados a concentracion de 16 mg/disco.

Se comprobd que todos los productos comerciales utilizados contenian compuestos bioactivos, sin
embargo, de las once muestras solo seis tuvieron una actividad antifungica contra las especies de
Aspergillus utilizadas, teniendo una mayor respuesta con los extractos de propdleo comerciales
que los productos comerciales de propéleo (tinturas), también se observé que la cantidad de
fenoles y flavonoides no es proporcional al efecto de inhibicién de los hongos filamentosos

Es importante que estos productos comerciales apicolas se evalien para que de esta forma

garanticen la calidad y la eficacia de estos productos.

Palabras clave: Propdleo, productos comerciales, Aspergillus, fenoles y flavonoides.




Evaluacion in vitro de propdleos comerciales contra especies de Aspergillus

1. Antecedentes

En la prehistoria la medicina empleaba productos naturales como las plantas medicinales,
minerales o partes de animales, con el tiempo esto fue avanzando en conocimientos y tecnologia,

haciéndola mas confiable.

Los productos naturales se emplearon con el objetivo de mejorar los males que aquejaron al
hombre que le han acompafiado en el transcurso de los siglos. Estos fueron utilizados por diversas
civilizaciones como la: egipcia, griega, romana, china, hindd, persa, maya, olmeca, entre otras; con
diversas finalidades, en la actualidad a esta recopilacion de conocimientos se le llama medicina

tradicional.

Segun la definicion de la OMS (2018), la medicina tradicional es la suma total de conocimientos,
habilidades y practicas basados en teorias, creencias y experiencias de las diferentes culturas, sean
o no explicables, y usados en el mantenimiento de la salud, asi como en la prevencién, diagnosis o

tratamiento de las enfermedades fisicas o mentales.

La referencia mas antigua data en Egipto en 1700 a.C. en el papiro de Ebers, donde mencionan al

propdleo como balsamo que utilizaban para embalsamarlos cuerpos.

En México existen antecedentes de la actividad apicola con mas de 3000 afos, existen registros en
la cultura Olmeca y en la Maya de esta Ultima, hay mds datos sobre los antecedentes y practicas

apicolas, las cuales se practican en la actualidad(INEGI,2009).

Figura 1. Abeja recolectando polen.
Foto: Alma R. Ortiz
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1.1.1 Productos de colmena.
La apicultura es la actividad dedicada a la crianza de las abejas, prestarles los cuidados
necesarios con el objetivo de obtener y consumir los productos que son capaces de elaborar y

recolectar. El principal producto que se obtiene de esta actividad es la miel.

Los productos de colmena como la miel, la jalea real, el polen, el propoéleo, el veneno de abeja,

son productos utilizados con fines industriales, de consumo y terapéuticos.

En México, la apicultura genera alrededor de 100 mil empleos directos y se producen mas de
57 toneladas de miel al afio, siendo Yucatan el principal productor con un aproximado de mas
de 8 mil toneladas anuales. En cuanto al comercio exterior, la mitad de la produccion de miel

se canaliza al mercado aleman.

Hoy en México, como hace siglos, el sureste sigue siendo la principal zona de producciéon de

miel. El pais ocupa el octavo lugar como productor mundial. (SAGARPA, 2016)

1.2 El Propoleo

El propdleo es una mezcla de resinas y secreciones vegetales recolectados por la Apis mellifera,
mejor conocida como la abeja doméstica (Delgado, 2015), con el fin de proteger de cualquier
agente externo a la colmena, de ahi el termino etimoldgico que proviene del griego “pro “(para o

la defensa de) y “polis” (ciudad) que quiere decir: defensa de la ciudad. (Londofio O. A., 2010)

Figura 2. Abeja recolectando resina.
Fuente: SAGARPA, 2010.
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La produccion propdleo se lleva a cabo por un nimero reducido de abejas (que tienen mas de 15
dias de vida), su produccion se hace a la temperatura mas alta del dia. Las antenas de la abeja
localizan la particula de resina mds adecuada, después con su mandibulas la desprende con ayuda
de su primer par de patas, también se auxilia de la secrecidon de sus mandibulas para ablandar Ia
secrecién. La cantidad de propdleo recolectada depende de la raza o colmena, pero en promedio

se pueden producir 300 gramos por afio en cada colmena. (Jean P., 2007)

Las abejas usan el propdleo en una capa fina en las paredes de las colmenas, utilizan pedazos para
tapar huecos, grietas, reparar y fijar cuadros, construyen barreras en la piquera (entrada) de las
colmenas como protecciéon a cambios climaticos, entradas de luz, para evitar la pérdida del vapor
de agua requerido para el desarrollo de las larvas y como prevencién a bacterias y otros

microorganismos nocivos en la colmena.

Este uso es muy importante, porque la temperatura interna de la colmena es de
aproximadamente 34°C, con una humedad superior a 65%, creando asi un ambiente propicio para
el crecimiento de microorganismos que podrian crear riesgos a la poblacidn; sin embargo, los
constituyentes volatiles del propdleo actian como bactericidas y bacteriostaticos. Es usado para
embalsamar cadaveres de intrusos que las abejas no pueden retirar de la colmena, evitando su

putrefaccion. (Jean P., 2007)

1.2.1 Composicion

El propdleo es una sustancia compleja la cual tiene una composicion quimica heterogénea,
existen tres fuentes para los componentes, los cuales son los materiales afiadidos durante su
elaboracion como: polen, tierra y fibras vegetales. El segundo componente son los productos
metabdlicos secretados por las abejas como saliva y ceras. La ultima de las fuente se trata del
exudado de plantas recolectadas por las abejas, este es un punto importante ya que la
composicion depende de la vegetacidn que predomine alrededor de la colmena, ademas de su

origen geografico. (Gutiérrez, 2013)

El propdleo en bruto esta generalmente compuesto por el 50% por resinas de plantas, el 30% de

ceras, 10% de aceites esenciales y aromaticos, el 5% de polen y 5% de sustancias organicas.

La amplia aplicacion del propdleo en la medicina moderna ha atraido una atencién creciente hacia
su composicién quimica. En la actualidad se describen mas de 300 componentes quimicos.

(Rodriguez, 2015)
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Los componentes quimicos dependen del origen geografico, el clima, el relieve, la vegetacién, las
cuencas hidrograficas y otros. En especial la flora especifica que rodea a la colmena, que es el sitio
de recoleccién de las abejas, (Gutiérrez, 2011) Se ha informado que el propdleo se obtiene de
resinas de alamos, coniferas, abedules, pinos, alisos, sauces, palmeras, Baccharis dracunculifolia y

Dalbergia ecastaphyllum. (Huang, 2014)

El propdleo contiene hidrocarburos, lipidos, acidos, minerales, flavonoides, terpenos, compuestos
fendlicos y sus ésteres, azucares. Con las investigaciones de los ultimos afios se ha identificado a
los compuestos fendlicos, dentro de los cuales se encuentra los flavonoides, que pertenecen a los
compuestos bioactivos por sus propiedades medicinales, en especial a la pinocembrina, galantina
y pinobanksina. En la Figura 3 se observan los compuestos quimicos, la mayoria pertenecen al 50%

del balsamo obtenido de las fuentes vegetales.
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Figura 3. Principales componentes quimicos del propdleo.
Fuente: Adaptacion de Huang, 2014.
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1.2.2 Comercializacion del propodleo

Los productos desarrollados a base de propdéleo se encuentran en el mercado, ya que existen
industrias dedicadas a su elaboracion de productos naturales y con beneficios para los
consumidores .Es asi, que las industrias como la farmacéutica, alimenticia y cosmética suelen

ocupar este y otros productos provenientes de la abeja.

En paises como: Dinamarca, Francia, Alemania, Hungria, Ucrania y Estados Unidos de América son
los principales consumidores de propdleo, aunque cabe sefialar que este nimero va en aumento

(Martinez, 2004).

El 6.2% de las patentes corresponden a productos para tratamientos odontoldgicos. Japdn tuvo un
crecimiento de 66% en la década de los afios 80 a 90 en la productividad del propdleo. De igual
modo el precio ascendié de 5 a 200 ddlares por kilogramo, para productos de Brasil, los que
ademas de una mejor calidad tendrian menor contenido de metales pesados que el propéleos de

otros proveedores. (Pefia, 2008)

Los paises que destacan en la produccién mundial de propdleo son China, Argentina, Brasil, Cuba,
Chile, Uruguay y Canada. En México la situacién es distinta, ocupa el quinto lugar de produccidn de
miel, pero no se tiene un mercado de propdleo de peso. (Secretaria de Agricultura Ganaderia

Desarrollo rural Pesca y Alimentacion, 2010)

El manejo del propdleo es artesanal, por tanto, requiere de una amplia difusidn de las diferentes
propiedades de este producto, para interesar a los productores y empresarios a incursionar en un
rubro no tradicional dentro de la actividad apicola. Se considera necesario poner especial énfasis
en el manejo y explotacion de la colmena, optimizando la produccién, para lograr insertar el
propodleo chileno en el mercado nacional e internacional (Hernandez et al., 2005). En la Figura 4 se
muestran los ultimos datos estadisticos confiables que se tiene de la produccién del propdleo son
de hace 10 aios. En el 2008 se observé que la produccidon en México aumentd, esto nos indica que

los apicultores le dieron la importancia de este producto. (SAGARPA, 2010).

Actualmente, existen en el mercado gran variedad de productos con base de propdleo que se
comercializan en tiendas y farmacias. Su accesible disponibilidad hace que usar el propdleo sea
mas facil. Sin embargo, existe una falta en la regularizacién. Con el objetivo de establecer los
estandares de calidad pertinentes para dicha resina apicola, se establecié la Norma Oficial

Mexicana para la Produccién y Especificaciones de Propdleos, la cual fue aceptada vy
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recientemente aprobada por la Comision Federal de Mejora Regulatoria (COFEMER) y publicada

en el Diario Oficial de la Federaciéon el 9 de octubre de 2017 bajo el registro NOM-003-SAG/GAN-

2017.
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Figura 4. Produccion de polen y propdéleos en México.
Fuente: SAGARPA, 2010.
La NOM-003-SAG/GAN-2017 en donde se establecen las especificaciones de produccidén , las
caracteristicas fisicas, quimicas y antimicrobianas, que deben cumplir los propdleos y sus extractos

para su procesamiento y comercializacién en el pais.

1.2.3 Aspectos regulatorios.

En el 2010, la Asociacidon de Propdleos de Japdn implemento las Normas Voluntarias de Propolis,
en la cual implementan especificaciones necesarias para su exportacion, en ella especifica que

analisis fisicos y quimicos (Japan Council of Propolis, 2010)

Como lo marcan las normas de calidad internacionales, el valor comercial estd establecido con
base en la calidad del producto y los estandares oficiales, establecidas por las autoridades
sanitarias de cada pais que tenga normalizado el flujo de este producto de colmena. (Rodriguez,

2015)

En México, los productos de propdleo, no cuentan con una etiqueta reglamentada, ni cuentan con
un proceso de calidad, segin la Norma IRAM 15935-2, la cual esta adecuada para las

especificaciones de calidad en extractos de propdleo, indica que los productos deben tener un
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porcentaje mayor a 10% de propdleo seco, como es el caso de Argentina, Brasil , Salvador, Cuba
las cuales tiene normativas internacionales de calidad para el propdleo expuestas por el IRAM-
INTA (Instituto Argentino de Normalizacién), el Ministerio de Agricultura de Brasil (Reglamento

técnico para la fijacidn de identidad y calidad de propdleos).

1.2.4 Propiedades del propdleo

Las propiedades terapéuticas del propéleo dependen de los componentes de esté, los cuales se
relacionan con su origen geografico. También depende de su calidad, esto incluye su modo de

empleo y el uso de disolventes para su extraccidon. (Gutierrez, 2011)
Varios estudios han comprobado las siguientes propiedades terapéuticas:
e Actividad antiinflamatoria:

Esta accidn es atribuida al CAPE y a la quercetina. Actuando a nivel de los macréfagos suprime la

produccién de prostaglandina y leucotrienos (Noriega, 2014)
e Actividad antimicrobiana :

La mayoria de los componentes aislados del propdleo son compuestos polifendlicos,
especificamente los flavonoides, estos son bien conocidos por su accidn antibacterial, antifungica
y antiviral. Su actividad se relaciona a los flavonoides y los sinergismos entre sus componentes,
tales como los acidos aromaticos, acidos grasos, ésteres, hidroxidacidos y otros compuestos. La
accion antifungica del propdleo ha sido considerada por numerosos autores , luego que varios
concuerdan que los terpenos, sobre todo el bisabol y las flavononas como la pinocembrina son los

principales compuestos responsables de esta actividad. (Viloria, 2016) (Londofio et al, 2010).
e Actividad antioxidante :

Los flavonoides pueden reducir la formacién de radicales libres y por lo tanto pueden tener un
efecto protector sobre los lipidos séricos contra la oxidacion y otros efectos terapéuticos en un

numero elevado de patologias. (Rodriguez, 2015)
e Actividad antitumoral:

Se ha estudiado que el CAPE que posee el propdleo puede inhibir el cdncer de mama en modelos

preclinicos de humanos y ha demostrado que reduce la neovascularizacién y por tanto, induce la
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detencion del ciclo celular, la apoptosis y los factores de crecimiento y de transcripcion. (Simone,

2017)

e Actividad inmune:

Los flavonoides como es el caso de CAPE, participan indirectamente en el mecanismo de
inmunidad celular, debido a que estimulan los linfocitos T, estos actian como segunda linea de

defensa del sistema inmune, actuando contra células invasoras.

e Propiedad anestésica:

Algunos de los flavonoides del propdleos como la pinocembrina, pinostrobina y ésteres del CAPE,
producen efectos anestésicos (Noriega, 2014).

e Propiedad cicatrizante:

Esta directamente relacionada a la presencia de cobre. Presenta excelente cualidades como
antiséptico, astringente y reestructurante tisular.

1.3 Metabolitos secundarios

Hablar de los metabolitos secundarios de las plantas, estos son los compuestos quimicos
sintetizados por las plantas que cumplen funciones no esenciales para ellas y estos intervienen en

las interacciones bioldgicas entre la planta y el ambiente.

El valor de los metabolitos secundarios fue desconocido, ya que no se le daba importancia. Se les
consideraba como productos finales de los procesos metabdlicos, sin una funcion especifica, o
productos de desecho de las plantas. A finales del siglo XIX y de principios del siglo XX, los
quimicos orgdnicos empezaron a estudiar estas sustancias por su importancia como drogas
medicinales, venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, y otros materiales utilizados en la

industria.

Los metabolitos secundarios son una fuente de principios activos de medicamentos y de valiosos
productos quimicos, cuyas aplicaciones farmacéuticas se debe a su funcidn como analgésicos,
antibacterianos, antihepatotdxicos, antioxidantes, antivirales, antitumorales, fungicidas,

inmunoestimulantes, entre otras. (Velasquez, 2017)

Se ha propuesto que los componentes activos de los extractos (metabolitos secundarios) pueden

inhibir el crecimiento microbiano mediante los mismos mecanismos con los que actudan los

10
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antibidticos: inhibicidn de la sintesis de la pared celular y la activacién de enzimas que destruyen
esa pared, aumento de la permeabilidad de la membrana celular, interferencia con la sintesis de

proteinas y alteracion del metabolismo de los acidos nucleicos entre otros. (Hernandez, 2018)

Posteriormente se describirdn detalladamente a los fenoles y flavonoides, estos son los
componentes principales del propdleo a los cuales se le atribuyen la mayor de sus propiedades

terapéuticas

1.3.1 Fenoles

Los fenoles son compuestos quimicos ampliamente distribuidos en las plantas como producto de
su metabolismo secundario, algunos de los cuales son indispensables para su funcionamiento y
otros son Utiles en los mecanismos de defensa bajo situaciones de tensién y contra el ataque de
organismos patégenos. También se vincula el consumo de estos quimicos con beneficios a la salud,

debido a sus propiedades antioxidantes y anticancerigenas.

El término compuestos fendlicos engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias funciones
fenol como se muestra en la Figura 5, nombre popular del hidroxi-benceno, unido a estructuras

aromaticas o alifaticas. (McMurry, 2016)

OH

Figura 5. Estructura de los componentes fendlicos.
Fuente: McMurry, 2016.

Estos compuestos son la contraparte aromatica de los alcoholes, pero son mas acidos (pka 10)
debido a que los aniones fendxido correspondientes estan estabilizados por la deslocalizacidn de
la carga negativa en el anillo aromatico. La sustitucién del anillo aromatico por un grupo atractor
de electrones aumenta la acidez del fenol y la sustitucién por un grupo donador de electrones

disminuye la acidez. (McMurry, 2016)
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El término fenoles comprende aproximadamente 8000 compuestos que aparecen en la
naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comun: un anillo fenol -un anillo aromatico que

lleva al menos un sustituyente hidroxilo. (Huang, 2014)
Los tres grupos mas importantes en los que se dividen los compuestos fendlicos son:

e Flavonoides

e Acidos fendlicos

e Polifenoles
Los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y resocinol, estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza. lgualmente, los acidos fendlicos como el gdlico, vainillico, p-hidroxibenzoico y los

aldehidos como la vainillina, también son abundantes en plantas.

1.3. 2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de
difenilpiranos. Los flavonoides son derivados fendlicos sintetizados en cantidades substanciales
por las plantas. Los &tomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B

desde el 2' al 6'. (Martinez, 2002)

Comprenden alrededor de 4000 compuestos identificados, son derivados hidroxilados,
metoxilados y glicosilados de la 2-fenilbenzopirano, que consiste en dos anillos benceno

combinados por mediacién del oxigeno contenido en el anillo pirano. (Pefiarrieta, 2014)

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifendlicos y de la relacidn estructural entre las diferentes partes de la estructura
quimica. Esta estructura basica, Figura 6, permite una multitud de patrones de sustitucion y

variaciones en el anillo C. En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

e Flavanos: como la catequina, con un grupo (OH) en posicién 3 del anillo C.

e Flavonoles: representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en posicién 4 y
un grupo hidoxilo en posicién 3 del anillo C.

e Flavonas: como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo Cy
carecen del grupo hidroxilo en posicion 3 del anillo C.

e Antocianidinas. que tienen unido el grupo hidroxilo en posicién 3 del anillo C, pero poseen

un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

12
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Como los principales componentes del propéleo, los flavonoides contribuyen en gran medida a las
actividades farmacolégicas de propdleo. Algunos autores consideran que la cantidad de

flavonoides se usa como criterio para evaluar la calidad del propdleos. (Huang, 2014)

e

Antocianidina

OH

Flavanol

Flavonoide

Flavona Flavonot

Figura 6. Estructura basica y tipos de flavonoides.
Fuente: Martinez, 2002.

2 Hongos filamentosos

El reino Fungi representa uno de los mas grandes acervos de biodiversidad con actividades
ecoldgicas cruciales en todos los ecosistemas y con una gran variabilidad en morfologia y ciclos de
vida. Los organismos incluidos en la categoria de hongos son tan diversos que es dificil dar una
diagnosis diferencial concisa, pero pueden ser descritos como organismos, en su mayoria,
filamentosos con crecimiento apical, eucariéticos, acloréfilos, heterdtrofos por absorcién, con
reproduccion asexual y sexual por medio de esporas, y con pared celular principalmente

constituida por quitina o celulosa. (Aguirre, 2014)

2.1 Generalidades del genero Aspergillus.

En 1729 el italiano llamado Pier Antonio Micheli, catalogd a Aspergillus, usando el término de
“Aspergillum” ya que este hongo se parece a un instrumento usado para dispersar agua bendita.

Esto fue registrado en su obra Nova Plantarum Genera. (Masayuki, 2010)
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El Aspergillus es un hongo ampliamente difundido en la naturaleza que se desarrolla en vegetales
en descomposicién, granos de cereal, heno, tejidos de algodén, lana y plumas. Su medio ideal son
los ambientes oscuros, hUumedos y cerrados. Podemos encontrar esporas de Aspergillus en los
depdsitos de trigo, en los edificios en construccion, en los aparatos de aire acondicionado y en los

alimentos enmohecidos. (Curbelo, 2015)

Considerado hasta el momento como una causa inusual de infeccién, el género Aspergillus se ha
revelado como una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos. Esta poblacién en expansién se compone de pacientes que padecen
neutropenia prolongada, infeccion por VIH avanzada e inmunodeficiencia hereditaria y de
pacientes sometidos a trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (TCMH) o a

trasplante pulmonar. (Walsh, 2008)

2.2 Morfologia de las especies
de Aspergillus.

Aspergillus es un hongo filamentoso hialino,
Fidlide saprofito, perteneciente al filo Ascomycota.
De ascosporas en el interior de ascas y asexual

Métula caracterizada por la produccién de hifas

Vesicula especializadas denominadas conididforos,

sobre los que se encuentran las células
\t—— Conidiéforo conidiégenas llamadas fidlides a partir de las
@l cuales se forman las esporas asexuales

llamadas conidios (Figura 7). El conidiéforo

L/ Célula pie caracteristico de Aspergillus, aunque sea una
estructura unicelular posee tres partes:

Figura 7. Estructuras morfoldgicas de la vesicula (extremo apical hinchado), estipite o

especie Aspergillus. conidiéforo (seccién cilindrica situada debajo
Fuente: Adaptacion de Bonifaz, 2015. ) ; ) o
de la vesicula) y célula pie (seccidn final a veces
separada por un septo que une al conidiéforo con el micelio. (Bonifaz A., 2015)
Sobre la vesicula se disponen las fidlides, en muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se

encuentran otras células estériles denominadas métulas .Las cabezas conidiales que solo

presentan fidlides se denominan uniseriadas y las que presentan fidlides y métulas se llaman
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biseriadas. (Abarca, 2000).En la Figura 8 se muestra las caracteristicas morfoldgicas para poder

diferenciar entre los tres géneros de Aspergillus.

Aspergillus flavus Aspergillus fumigatus Aspergillus niger

¢ Colonias con micelio basal * Las colonias son « Colonias planas, granulosas

plano planas, compactas y e ilimitadas, al reverso

e Las cabezas conidiales son tienen un aspecto presentan pigmento.
abundantes y radiadas de aterciopelado y un * El micelio basal compacto

color amarillo intenso a color blanquecino es blanco a amarillo al
amarillo-verdoso. que cambia a verde inicio y posteriormente de

azulado'o verde color negro.
grisaceo.

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas de Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger.
Fuente: Adaptacién de Bonifaz, 2015.

2.3 Importancia de Aspergillus flavus, A. fumigatus y A. niger.

En los ultimos afios ha aumentado la frecuencia de infecciones por Aspergillus spp. Principalmente
en los pacientes receptores de trasplante de medula ésea probablemente como resultado de la
profilaxis con fluconazol, lo que incrementa la colonizacién por hongos resistentes al mismo y su
virulencia. (Caston Osorio J.J., 2008)

La aspergilosis ocurre en el 3% de los pacientes con trasplante de médula ésea y en el 1.3% de los
pacientes con trasplante hepatico. La mortalidad global va del 30 al 83%. (Kontoylannis D.P.,
2010). En paises como Meéxico, Perl, Argentina y Francia se ha mostrado una excelente

susceptibilid a itraconazol, voriconazol y anfotericina B. (Sifuentes Osomio J., 2012).

Aspergillus fumigatus es la especie aislada con mayor frecuencia de los casos de aspergilosis

invasiva. Las especies que le siguen en frecuencia son A. flavus, A. niger y A. terreus. (La Sociedad
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de enfermedades Infecciosas de los Estados Unidos de América, 2008) Ocasionalmente en algunas

instituciones muestran predominio en A. flavus o A. terreus

2.4 Manifestaciones clinicas

La aspergilosis es una micosis causada por un género ubicuo y de bajo poder de patogenicidad .La
invasion puede estar localizada y afectar un solo érgano o tejido, o bien, ser sistematica. El grado
de diseminacion depende la gravedad y de los factores predisponentes como poder ser cancer,
guemaduras, desnutricién, personas inmunocomprometidas. (La Sociedad de enfermedades

Infecciosas de los Estados Unidos de América, 2008)
La Aspergilosis se manifiesta con tres entidades clinicas principales

e Enfermedad alérgica

e Aspergiloma pulmonar

e Aspergilosis invasiva
Cuando Aspergillus spp. causa desordenes de hipersensibilidad, se trata de una enfermedad
alérgica, ya que se refiere a que las condiciones inmunoldgicas en la que los pacientes generan una
respuesta anormal de inflamacidn y sintomas mediados por IgE. En este caso los hongos pueden

iniciar la respuesta inmune a través de los PRR’s con PAMP’s o DAMP’s. (Thomas, 2008)

El asma, rinitis alérgica, neumonitis por hipersensibilidad o rinosinositis alérgica fungica son las
enfermedades que pueden adquirirse por mohos de la especie Aspergillus sp. La sintomatologia
con lleva a episodios recurrentes de obstruccidon bronquial en pacientes asmaticos con fiebre,
malestar, expectoraciéon en moldes mucosos oscuros, eosinofilia y hemoptisis. En la Figura 9 se
muestran los sintomas mas comunes. El aspergiloma es una masa en una cavidad pulmonar, que

se crea por una afeccién previa, como fibrosis quistica o tuberculosis. (Kontoylannis D.P., 2010)

La aspergilosis pulmonar de tipo invasivo es una infeccidn grave con neumonia y que se puede
diseminar a otras partes del cuerpo. La infeccién ocurre con mas frecuencia en personas con
sistemas inmunitarios debilitados debido al cancer, VIH/SIDA, leucemia, trasplante de érganos,
guimioterapia, medicamentos que reducen la cantidad de gldbulos blancos normales o debilitan el

sistema inmunitario u otras afecciones. (Caston Osorio J.J., 2008) (Sifuentes Osomio J., 2012)
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Enfermedad alérgica: Aspergilosis pulmonar: Aspergilosis invasiva:
Generalmente presenta: Depen(;:lelm.u(;.cho de la zona
e la infeccién
Generalmente presenta : ’
P Tos con sangre, a veces, generalmente presenta:

en cantidad abundante, ; ,
Fiebre , escalofrios, tos que

5|Ib|.do al respirar, falta de [ e
Gl adelga.zamle.:nto (hemoptisis), sangrado grave

involuntario, fatiga. de los pulmones, falta de
aire, dolor en el pecho o en

las articulaciones, dolor de

cabeza o sintomas en los

0jos, sangrado nasal,
hinchazon en un lado del
brazo, lesiones en la piel.

Fiebre, tos con sangre,
tapones de moco,
empeoramiento del asma.

Figura 9. Sintomas de Aspergilosis.
Fuente: Adaptaciéon de Bonifaz, 2015.

2.5 Diagnostico
El diagndstico de la aspergilosis suele ser dificil y requiere la demostracidn de Aspergillus sp. en
biopsias o cultivos, aunque el riesgo de contaminacién por hongos del ambiente es alto sobre todo
en las personas que en su trabajo tienen contacto con un ambiente contaminado de Aspergillus

spp. (Aguirre, 2014)

En caso de una aspergilosis se realiza una radiografia donde se encuentran hallazgos los mas
comunes en la cavidad en forma de media luna y en casos escasos se encuentra el engrosamiento
de la pared de la cavidad o pleura adyacente, las posiciones corroborar un cambio de posicidn del
Aspergiloma puede ser movil, en otras se observan filamentos de hongos entrelazados, atrapan

aire, dan aspecto espongiforme que rellena una cavidad como se encuentra en la Figura 10.

Analisis microbioldgico: Si hay exudados se debe hacer examen directo, frotis y cultivo. El examen
directo aclarado con hidréxido de potasio o tefiido con un colorante simple, en ocasiones permite

visualizar las hifas hialinas, septadas y las cabezas aspergilares. (Bonifaz A., 2015)
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Figura 10. Hallazgos topograficos de Aspergilosis. (A) Se observa Aspergiloma sin cavidades
(B y C) Aspergilosis broncopulmonar alérgica: imagen de “dedo de guante” en un paciente
con asma y eosinofilia periférica. Fuente: Torra, 2014.

Analisis inmunoldgico: En pacientes con inmunidad normal, o bien, pacientes alérgicos podemos
buscar anticuerpos. Existen pruebas de precipitacion en gel donde la presencia de una o mas
bandas de precipitacién, se consideran diagnésticas. La técnica de ELISA es también un buen
método inmunolégico para detectar anticuerpos especificos. También se usa la deteccién del
antigeno galacto-manano que tiene un rendimiento del 80%, se considera diagndstico para niveles
superiores a 0.5-0.8 nanogramos por mililitro, siendo ademas, indicacidon de tratamiento precoz
(aun sin clinica). Este test puede ser falsamente positivo en algunos pacientes que hayan recibido
poco tiempo antes algunos antibidticos, productos intravenosos que contengan gluconato o una

transfusion de plaquetas. (Thomas, 2008)

Analisis de técnicas moleculares: Debido a la dificultad que representa detectar antigenos o
anticuerpos contra Aspergillus, desde 2002 se ha intentado hacer diagndstico molecular. En los
primeros ensayos se utilizaba la ampliacion por PCR de subunidades ribosomales altamente
conservadas en hongos filamentosos, incluido el género Aspergillus. Recientemente se ha logrado
secuenciar un fragmento de DNA de A. fumigatus de un kb, con este se ha logrado detectar
aspergilosis de manera temprana. Una limitante a estas técnicas son los falsos positivos. (J. A.

Sugui, 2010)

2.6 Tratamiento
Aspergilosis broncopulmonar alérgica: en las exacerbaciones se utilizan glucocorticoides para

alivio sintomdtico y el Itraconazol (200 mg por 16 semanas) ha demostrado reducir de forma

significativa la necesidad de corticoides, mejorando la funcién pulmonar.
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Aspergiloma: Este cuadro no responde a la terapéutica antimicética. Se trata mejor con medidas
conservadoras a menos que ocurra hemoptisis masiva, en cuyo caso esta indicada la reseccion

quirargica pulmonar. (Caston Osorio J.J., 2008) (Espinel-Ingroff, 2018)

Aspergilosis invasiva: Como tratamiento primario se ocupa el Voriconazol, el cual es un agente
antifungico triazdlico. El mecanismo de accidn principal es la inhibicidn de la desmetilacion del 14
alfa-lanosterol mediado por el citocromo P-450 fungico, que constituye un paso esencial en la
biosintesis de ergosterol fungico. La acumulacion de 14 alfa-metil esteroles, se correlaciona con la
subsiguiente pérdida de ergosterol en la membrana celular fungica y puede ser responsable de la
actividad antifungica. Ha demostrado ser mas selectivo para las enzimas del citocromo P-450

fungico que para los sistemas enzimaticos del citocromo P-450 de varios mamiferos. (EMEA, 2008)

Como tratamiento alternativo se utiliza Anfotericina B, en formulaciones lipidicas. Itraconazol o
Caspogunfina. Los compuestos aprobados por la FDA, que se enumeran a continuacion, tienen
actividad in vitro, in vivo y clinica contra el género Aspergillus y disponen de licencia para el
tratamiento de la aspergilosis invasiva: D-AMB y sus formulaciones lipidicas (complejo lipidico de
AMB [ABLC], LAMB y suspension coloidal de AMB [ABCD]), itraconazol, voriconazol, posaconazol y

caspofungina. (La Sociedad de enfermedades Infecciosas de los Estados Unidos de América, 2008)

El voriconazol y la D-AMB son los Unicos compuestos con licencia en los Estados Unidos para el

tratamiento primario de la aspergilosis invasiva.

3 Antifungicos

El concepto de antifungico o antimicético engloba cualquier sustancia capaz de producir una
alteracion tal de las estructuras de una sustancia fungica que consiga inhibir su desarrollo
alterando la viabilidad o capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita

el funcionamiento de los sistemas de la defensa del huésped.
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3.1 Clasificacion de los antifiingicos.

Los antifungicos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes estructuras quimicas y
mecanismos de accion. La clasificacién se realiza segun los criterios que consideran a su estructura
en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros; de acuerdo con su origen en sustancias producidas
por organismos vivos o derivados de la sintesis quimica: de acuerdo con su espectro de accién en:

amplio, restringido y de acuerdo con el sitio de accién. (Tabla 1)

Tabla 1. Clasificacion de los antifuingicos por su estructura.
Fuente: Adaptaciéon de Nolasco, 2011.

GRUPOS Antimicoticos Sitio de accion
Polienos Nistamina , natamicina , anfotericina B. Membrana celular
Azoles *Imidazol,miconazol,clotrimazol,ketoconazol Membrana celular

*Triazoles : fluconazol, itraconazol.
*Triazoles de segunda generacién : voriconazol,
ravuconazol, posaconazol.

Alilaminas Terbinafina ,naftifina Membrana celular
Lipopéptidos *Papulacandinas Pared celular
*Triterpenos glicosilados
*Equinocandinas, caspofugina,anidulofungina,
micafungina
Pirimidinas fluoradas Flucitoxina Nucleo

3.2 Mecanismo de accion

La gran similitud entre las células mamiferas y fungicas resulta un problema al diseiar la molécula
antifungica, pues esta debe ser selectiva con la célula patégena y no con la célula sana. El
mecanismo de accién de los medicamentos que inhiben el crecimiento de hongos, depende del
lugar en el que actuen, lo cual estd relacionado con la estructura quimica del antifungico. (Scott A

W, 2010)

e Accion sobre la membrana celular del hongo

El contenido de esterol de la célula fungica y mamifera es diferente. En las células de los

mamiferos el colesterol es el que predomina y en las células flungicas es el ergosterol. La diferencia
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del contenido de esteroles ha sido explorada como blanco de accién en los medicamentos

antifungicos. Dentro de ellos se tienen a los polienos, azoles y alilaminas. (Scott A W, 2010)

Polienos. Los medicamentos que se encuentran en este grupo, se unen al ergosterol presente en
las membrana celular fdngica ver Figura 11, donde se forman poros que afectan la permeabilidad
de la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glicidos y cationes monovalentes y

divalentes causando la muerte celular. (EMEA, 2008)

Azoles. Estos inhiben al citocromo P-450-3-A de la célula fungica a través de la inactivacién de la
enzima Cl4-a-dimetilasa, con lo cual se interrumpen la sintesis del ergosterol en la membrana
celular. Debido a la falta de ergosterol se comienza acumular esteroles téxicos intermedios
ocasionando la permeabilidad de la membrana y de esta forma se interrumpe el crecimiento del

hongo. ( Campsa, 2009)

Alilaminas. Su mecanismo es similar a los azoles, este tipo de antifingicos inhiben la sintesis del
ergosterol, inhibiendo a la enzima escualeno epoxida provocando el aumento en los niveles de

escualeno, la permeabilidad de la membrana celular. (Scott A W, 2010)

e Antifungicos que actiian sobre la pared celular del hongo

Lipopéptidos. Desde el punto de vista estructural, la pared celular de los hongos esta compuesta
de un complejo proteico y polisacaridico cuya composicidn varia en dependencia de la especie de
hongo. La distribucidon de estas proteinas y carbohidratos en la matriz esta en relaciéon con la
funcién de la pared celular y los procesos de osmosis y lisis. Los antifingicos que actian sobre ella
lo hacen inhibiendo la sintesis de los glucanos a través de la inactivacion de la enzima 1,3-beta-
glucano sintetasa. La falta de glucanos en la pared celular la vuelve débil e incapaz de soportar el

estrés osmoético, por lo que muere.

e Antifungicos que actuan sobre el nicleo de la célula fungica

Antimetabolitos. Un cldsico antimetabolito es la fluocitosina o 5-fluorocitosina. Este farmaco es
transportado por la citosina permeasa en el citoplasma de la célula fldngica, donde se convierte en
5-fluorouracil (5-FU) por la citosina diaminasa. El 5-FU es fosforilado e incorporado dentro del RNA
convirtiéndose en el dexosinucleotido, el cual inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma
impide la sintesis de proteinas de la célula. También inhibe la sintesis de la proteina fungica,

reemplazando el uracil con 5-FU en el ARN fungico. (Scott A W, 2010)
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3.3 Relacion estructura-actividad de los antifingicos.

La presencia de ciclos de 5 atomos en los cuales el nitrégeno o azufre forman parte del ciclo,
pudiera considerarse un grupo farmacéforo, pues en ausencia de éste, las moléculas pierden su

actividad bioldgica contra los hongos. (Scott A W, 2010)

Bicapa B-(1— 6)-glucano -
fosfolipidica  B-(1—» 3)-glucano

tinas | ﬁlienos | Quitina \ Manoqrotelnas

. \ |
N \ % Ergosterolﬁ—-;;] ’ O @@

Viade la

~—sintesis : 0 @
Escualeno del ergosterol)o C! o) @

RNV 09

Sintesis de DNA/RNA 8]

Sintetasa
del B(1-6)- glucano

[Fluoropirimidinas |

Figura 11. Sintesis de membrana celular del hongos y sefializacién de los blancos de agentes
antimicoticos.
Fuente: Scott, 2010.

En muchos casos la aparicidn de anillos bencénicos con sustituyentes halogenados como cloro o
fldor, cercanos al anillo de imidazol o triazol, ayudan a aumentar la respuesta bioldgica de la
molécula, pues le confieren lipofilia y mayor eficiencia frente a infecciones flngicas, ejemplo que

se aprecia en los azoles. (Campsa, 2009)

Las pirimidinas constituyen otro grupo con actividad antifungica a partir del cual se pudieran

disefiar muchos farmacos de igual actividad farmacolégica. (Sifuentes Osomio J., 2012)

Las estructuras que forman ciclos en los cuales se repite el grupo amida también le confieren a la

molécula actividad antifuingica, tal es el caso de los lipopéptidos.

Otra estructura que ha servido para el disefio de moléculas antifungicas es aquella que contiene

planos ortogonales, llamadas espirocompuestos. (Bonilla , 2018)
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Ante el disefo de farmacos con actividad bioldgica, los estudios QSAR son de gran importancia asi
como los de suceptibilidad, la unién de todos garantiza el desarrollo indetenible de agentes

antifungicos, el cual es cada vez mas acelerado debido a las infecciones resistentes de muchos

hongos.
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4 Justificacion
El propdleo es un producto que tiene una variedad de actividades bioldgicas, hoy en dia se

comercializa el propdleo en muchas presentaciones, sin embargo, no se tiene un control de

calidad para las diferentes presentaciones que se tienen a la venta en México.

Este proyecto busca evaluar productos comerciales a base de propdleo contra especies
Aspergillus, considerando que este género se encuentra dentro de los principales contaminantes
ambientales e importantes productores de micotoxinas que son daiinas para la salud y para

productos alimenticios.

5 Hipdtesis
Si se evaluian los productos comerciales de propdleo de acuerdo con la NOM-003-SAG/GAN-2017 y
los productos evaluados entran en los parametros de calidad, entonces, tendrdn una accién

antimicética contra Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger.

6 Objetivo general

Evaluar la actividad antifungica de extractos etandlicos y secos de propdleos comerciales
mexicanos contra Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y, Aspergillus niger para demostrar la

eficacia de dicho producto.
6.1 Objetivos particulares

e Obtener el extracto seco a partir de tinturas comerciales de propdleo.

e Realizar el perfil quimico de las muestras a evaluar.

e Evaluar el efecto de inhibicion de crecimiento sobre Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus y Aspergillus niger de la muestra original y del extracto seco.

e Comparar los resultados de las pruebas quimicas y la evaluacién antiflingica de la muestra

original y del extracto seco.
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7 Metodologia
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7.1 Materiales y métodos

Se utilizaron 11 productos comercial de propdleo (PCP) provenientes de la Republica Mexicana, los
cuales fueron proporcionados por el Laboratorio 6 de Bioprospecciéon Microbiolégica de la Unidad
de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC)

UNAM. En la Tabla 2 se muestra el lugar de origen de cada extracto comercial.

Tabla 1. Lugar de origen de los extractos de propdleos comerciales.

No. Lugar de origen

muestra

1 Ciudad de México, México
2 Ciudad de México, México
3 Morelos, México

4 Ciudad de México, México
5 Estado de México, México
6 Chiapas, México

7 Tabasco, México

8 Michoacan, México

9 Michoacdn, México

10 Querétaro, México

11 Veracruz, México

7.2 Obtencion del Extracto de los Productos Comerciales

Se concentraron los productos comerciales de propdleo con el objetivo de la eliminacidn total del
etanol, para obtener el extracto seco de propdleo comercial (EPCP), para esto se tomd una

alicuota de 5 mL del primer producto y se realizé una destilacion a presién reducida. (Ver anexo 1)

La alicuota se concentré utilizando un Rotavapor (SM-100 PRO) con 50 rpm (revoluciones por
minuto) y 70 °C en el caso de las muestras 4, 6, 8, 9 y 10 al no tener el resultado de sequedad total
se procedid a evaporar estas muestras en bafio maria a 40 °C. (Ruiz, 2015) (NOM-003-SAG/GAN-
2017)
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7.3 Especificaciones fisicas

Las especificaciones fisicas se realizaron de acuerdo a lo establecido en la NOM-003-SAG/GAN-

2017. Se determind aroma, color, sabor y su consistencia a temperatura ambiente.

7.4 Especificaciones quimicas

e Pruebas cualitativas

A los once productos de propdleo comerciales se les realizd la determinaciéon de tres pruebas
cualitativas para detectar la presencia de fenoles y flavonoides, asi como determinar su indice de
oxidacién. Estos analisis quimicos fueron realizados usando la metodologia propuesta por la

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017.

7.4.1 Presencia de fenoles

En un frasco se agregd 1 mL de agua destilada, una gota del producto comercial y posteriormente
se adicioné 1 gota de Cloruro Férrico al 1% (FeCl;), se realizd este procedimiento para cada
muestra y observar el cambio de color azul, violeta, purpura, verde, rojo o marré, indicando la

presencia de fenoles. (NOM-003-SAG/GAN-2017)

7.4.2 Presencia de flavonoides

Para el aislamiento de flavonoides se recurre a la extraccién con solventes de polaridad creciente
o directamente con alcalinos por esa razdén la reaccidon que hace el propdleo en contacto con
hidréxido de sodio (NaOH) se presente un color amarillo intenso, caracteristico de los flavonoides.

(Rodriguez, 2015)(NOM-003-SAG/GAN-2017)

Se realizé esta prueba con los extractos de propdleo comerciales, agregando una gota de este a 1
mL de etanol al 70% y se debe mezclar perfectamente. Se afade una gota de NaOH al 20% vy se
observa un cambio de coloraciéon amarilla y en formacion de un precipitado. (NOM-003-SAG/GAN-

2017)

7.4.3 Indice de oxidacién

El permanganato de potasio (KMnQ,) es un agente oxidante de color violeta intenso formado por
iones potasio (K*) y permanganato (MnO, ), que se vuelve incoloro al reducirse al catién Mn," en
una solucién acida, a esta determinacion se le denomina indice de oxidacién y es evaluada de

manera visual. (Rodriguez, 2015)(NOM-003-SAG/GAN-2017)
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e Pruebas cuantitativas

Para determinar la cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides, se utilizaron los productos

comerciales a base propdleo de forma directa y con el extracto de propdleo seco.

En las dos pruebas se desarrollé una curva de calibracién utilizando una solucién estandar de acido
galico para la determinacién de compuestos fendlicos y para la determinacién de flavonoides se

utilizé quercetina. Las curvas de calibracién se muestran en los Anexos 2 y 3.

7.5 Determinacion de compuestos fendlicos (Método de Folin-Ciocalteau)

Este procedimiento se realizd de la siguiente manera: Se prepararon soluciones de concentraciéon
0.05 mg/mL de cada una de las muestras originales y de los extractos secos. Se tomd 1 mL de cada
muestra y se adicionaron 500 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, que dejo reaccionar por 5
minutos, se continud la reaccién adicionando 1.5 mL de la solucién de Na,CO; y aford con agua

destilada hasta un volumen de 10 mL. (NOM-003-SAG/GAN-2017)

7.6 Cuantificacion de flavonoides

El principio basico del método colorimétrico de cloruro aluminio, es que éste forma complejos
estables de acidos con el grupo cetona en C-4 o bien el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de
flavonoides. Ademas, también forma complejos labiles acidos con los grupos hidroxilo en el anillo
A o B de los flavonoides. Este procedimiento se llevd a cabo con el producto comercial directo y el
extracto comercial del producto comercial.

Se prepard curva de calibracién a partir de la solucidon estandar de quercetina de 1 mg/mL, se
prepararon concentraciones seriadas de 1 a 40 ug/mL (ppm). (Anexo 3)

En la NOM-003-SAG/GAN-2017 indica que se debe tomar 1 mL de la muestra y agregar 1 mL de
metanol grado reactivo. Después se adicionaron 3 mL de la solucién de AICl;, esperar 10 minutos a
que se lleve a cabo la reaccidn. Determinar la absorbancia a 415 nm por espectrofotometria de
absorcién UV-Vis. y estimar la concentracidon por extrapolacion sobre la grafica obtenida de la

curva de calibracién. (NOM-003-SAG/GAN-2017)

7.7 Pruebas microbiolégicas

7.7.1 Microorganismos

Se emplearon tres diferentes aislamientos del género Aspergillus. Las especies de Aspergillus

flavus, Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger a partir de muestras clinicas fueron donadas por el
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Laboratorio de Bioprospeccién Microbioldgica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

(FESC), UNAM.

7.7.2 Preparacion de los hongos filamentosos

Se realizd6 un sembrado de las tres especies de Aspergillus en Agar Papa Dextrosa (ADP) y se

incubaron por 7 dias a 25°C.

7.7.3 Identificacion macroscopica

Se observé con un microscopio estereoscopico, la morfologia colonial y la formacién de pigmentos

en las tres especies de Aspergillus.

7.7.4 Identificacion microscopica
Se prepard el sistema de microcultivo (caja Petri, triangulo de vidrio, portaobjetos y cubreobjetos
estéril) y se fragmentd con ayuda de un bisturi, la placa de ADP en cuadros de 1.5x 1.5 cm y se
colocd un cubo en portaobjetos y con una asa en “L” sembrar el hongo por los cuatro lados del
medio ADP, se coloca el cubreobjetos sobre el cubo de medio de cultivo y a la caja Petri se le
agrega 10 mL de agua glicerinada (5%) y se termina sellando la caja con parafilm. Incubd a 25°C
por 7 dias. Pasado este tiempo, se colocd una gota de azul de algoddn en el portaobjetos y se
emplamé el cubreobjetos, para observar en el microscopio dptico Leica a 40x. Se realizd este

procedimiento para cada especie de trabajo.

7.7.5 Prueba de inhibicion del crecimiento radial
Esta es una prueba cualitativa que uUnicamente refleja si la muestra a evaluar, inhibe el
crecimiento microbiano. Los PCP y los EPCP se colocan en sensidiscos y difundird sobre la placa de
agar; si hay inhibicidn del crecimiento del microorganismo a evaluar se observara la formacién de

medias lunas. (Londofio, 2008; Rodriguez, 2015)(NOM-003-SAG/GAN-2017)

7.7.5.1 Preparacion de sensidiscos
Se emplearon discos de papel Whatman No. 5, de 5 mm de didametro (previamente esterilizados).

Los discos se impregnaron con 10 plL de cada uno de los once PCP y de las once soluciones de EPCP
(160 mg/100 uL) para que tengan una concentracion de 16 mg y se dejaron secar a temperatura

ambiente por 24 horas. (NOM-003-SAG/GAN-2017)
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7.6.5.2 Inoculacion de las placas
Se prepararon placas de Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) suplementado con 2% de glucosa y 0.5

pg/mL de azul de metileno en cajas Petri (100 x 15mm). (NOM-003-SAG/GAN-2017). En la parte
central de las placas, se inoculd las especies a trabajar. Dicho indculo fue obtenido a partir de la
preparacion de estos hongos filamentosos, las cuales se perforaron con ayuda de un tubo de vidrio

con un diametro interno de 5mm, esto con fin de estandarizar el indculo.

Posteriormente en una de las cajas, a 1.5 cm de distancia del inéculo, se colocaron tres discos
impregnados de cada muestra y un disco impregnado con etanol al 70%, utilizado como testigo

negativo.De la misma forma se realizé con los diez PCP restantes y los once EPCP.

Como control positivo se utilizaron discos de Nistatina 100 pg (BIO-RAD), Econazol 50 pg (BIO-
RAD), Clotrimazol 50 ug (BIO-RAD) y Voriconazol 1 ug (BIO-RAD).

8 Resultadosy discusion

De los 11 productos comerciales de propdleo se obtuvieron los extractos secos, que se analizaron
conforme a la NOM-003-SAG/GAN-2017. En la Tabla 3 se muestra la apariencia y las
especificaciones sensoriales de las 11 muestras de propdleo seco obtenido de los productos

comerciales a base de propdleo.

La normatividad internacional existente en Brasil, Argentina y Japon establecen un minimo de 11,
10 y 8% para el contenido de extracto blando de propdleo en los productos comerciales; en
México no existe una estandarizacién en la elaboracion de este producto apicola comercializado
debido a esto estos productos que son sacados al mercado como productos artesanales y no

cuentan con procesos de calidad adecuados como lo marca las normativas internacionales.
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Tabla 3. Apariencia y caracteristicas organolépticas de los extractos blandos de propdleo comercial (EBPC)

Numero de
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
muestra
Aspecto
Amarillo
Color Marrén Rojo Marrén Marrén Marrén Marrén Marrén Amarillo Pardo Pardo
rojizo
Resinoso Resinoso Resinoso Resinoso Resinoso Resinoso Resinoso Resinoso
Aroma Balsdmico Balsdmico Balsamico
aromatico aromatico aromatico aromatico aromatico aromatico suave aromatico
Sabor Amargo Insipido Amargo Picoso Amargo Amargo Amargo Amargo Insipido Amargo Amargo
Muy
Consistencia Maleable Rigido Maleable Maleable Maleable Maleable Maleable Maleable Rigido Rigido
Maleable

*Criterios establecidos segin la NOM-003-SAG/GAN-2017, Propoleos, produccién y especificaciones para su procesamiento

**Foto: Alma R. Ortiz Arredondo
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Por ello se analizaron 11 muestras PCP diferentes provenientes de la Republica Mexicana, las
cuales no fueron identificadas por marca, procesandolas por dos métodos: la obtencién del
extracto concentrado de propéleo comercial y manejando las muestras de una manera directa. Se
obtuvieron 11 muestras de EPCP por medio de una destilacién a presién reducida, esto nos
permitir afirmar que cada producto contenia propéleo y concordando con algunos autores que no
existe uniformidad en la elaboracién de PCP mexicanos ya que la cantidad de propdleo es minima

en los productos comerciales. (Ruiz, 2015) (Vargas, 2013)

Las caracteristicas organolépticas en la cual dentro de este grupo de estudio predomind un aroma
resinoso, color rojo, sabor balsdmico fuerte y una consistencia maleable a temperatura ambiente.
Se ha reportado que en México predomina el propdleo rojo debido a su fuente botanica Dalbergia

spp. (Sforcin, 2011).

Algunos estudios hechos en Cuba han sugerido que existe una clasificacién cualitativa donde
separan a los propdleos en tres grupos: Propdleos pardos (tipo |): de estos propdleos se pueden
obtener extractos pardos rojizos, los cuales se caracterizan quimicamente por la presencia de
nemorosona; Propdleos rojos (tipo Il): propdleos de color rojo y en su composicion quimica
prevalecen los isoflavonoides, fundamentalmente vestitol, medicarpina, neovestitol e isosativan;
y, Propdleos amarillos (tipo Ill): estos han sido menos estudiados en comparacién con los
anteriores. No obstante, se conoce que en sus extractos, de color amarillo, predomina la
existencia de compuestos alifaticos, probablemente triterpenos. (Fernandez, 2008). Los diferentes
origenes geograficos pueden condicionar diferente vegetacion y por tanto diferente composicién
quimica para los propdleos. Sin embargo, la existencia de tres grupos fundamentales de propdleos
sugiere que las abejas prefieren determinadas especies vegetales para la elaboracién del

propdleos se tendria que estudiar en nuestra zona geografica.

e Deteccion de fenoles totales

Al observar que se desarrollé un color marrén obscuro y negro en los productos comerciales de
propodleo, se demostrd la presencia de fenoles totales (Figura 12) se muestra que los productos
comerciales tienen el color ya mencionado por la pueba cualitativa en la cual los fenoles que

contienen los PCP forman un complejo con Fe (ll1).
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Figura 12. Prueba cualitativa de presencia de fenoles totales en productos comerciales de
propdleo. Se observan tonalidades de marrén a negro.

Foto: Alma R. Ortiz Arredondo

e Deteccion de flavonoides

Al contacto con el hidréxido de sodio (NaOH), se desarrolla un color amarillo a tonos anaranjados,
gue se intensifican segun la cantidad de flavonoides. En la Figura 13 los productos comerciales se

observa un amarillo intenso.
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Figura 13. Prueba cualitativa de presencia de flavonoides en productos comerciales de propdleo.
Se observan tonalidades de amarillo a naranja.
Foto: Alma R. Ortiz Arredondo

e Indice de oxidacion
Se dice que la propiedad antioxidante es cuando se neutraliza la accién oxidante de una
entidad molecular inestable de los radicales libres, sin perder su propia estabilidad
electroquimica. Los radicales libres no solo dafian las membranas de las células, también
llegan a destruir y mutar informacion de los acidos nucleicos de las células, facilitando que

se desarrollen diversos tipos de enfermedades. (Ludwig, 2013)
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Autores como (Granato, 2016) mencionan que flavonoides como la catequina o la
quercetina, poseen mayor actividad neutralizadora de radicales libres y que la actividad
antioxidante no es proporcional a la concentracion de polifenoles, ya que cuando se
evalla la capacidad de neutralizar los radicales libres no siempre es importante el
contenido de polifenoles sino mas bien la posicion del grupo hidroxilo. (Moreno, 2014)

En la Tabla 4 y en la Grafica 1 como se observé solo tres muestras (1, 10, 11), se
encuentran dentro de los pardmetros de la NOM-003-SAG/GAN-2017 que es un rango
menor a 22 segundos. En el caso de la muestra 1, se muestra que el indice no es

proporcional a cantidad de flavonoides como lo indica (Moreno, 2014)

Tabla 4. Resultados de la determinacion del indice de oxidacion.

Tiempo de Tiempo de Tiempo de Desviacién
Muestra decoracion del  decoracion del decoracion del Media estdndar
producto (s) producto (s) producto (s)
1 14 16 18 16.0 =
2 36 37 35 36.0 1.0
3 49 45 48 47.3 =
4 32 30 33 316 4.3
5 22 24 25 236 Hed
6 118 116 119 117.6 4.3
7 49 53 52 51.3 =
8 46 48 45 46.3 4.3
9 78 77 79 78.0 =
10 18 17 15 16.6 15

11 23 20 22 21.6 1.5
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Grafica 1.Resultados de la determinacidn del indice de oxidacion en productos comerciales de
propdleo.

e Determinacion de fenoles y flavonoides.

La mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico es el reactivo esencial de uno de los
principales métodos para la cuantificacion de compuestos polifendlicos mejor conocido como
método de reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método es el que se maneja en la NOM-003-
SAG/GAN-2017 al igual que muchos autores como Moreno (2014), Ruiz (2015), Huang (2014), Stan
(2012), Rodriguez (2015) entre otros, es el método mdas empleado el cual se mide por
espectrofotometria de absorcion UV-VIS con base a una reaccién colorimétrica de o&xido-

reduccion, para ello el agente oxidante que se utiliza es el reactivo de Folin-Ciocalteu.

En la Tabla 5 y la Grafica 2 se muestra la determinacion de fenoles y flavonoides de las muestras
utilizadas. Se puede observar que el tratamiento para obtener el EPCP redujo la concentracién de

fenoles y flavonoides.
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Tabla 5.Resultados de las determinaciones de fenoles y flavonoides de los productos comerciales

(PCP) y el extracto concentrado de los productos comerciales de propdleo (EPCP)

No. de EPCP

pPCP
Muestra

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de

Fenoles (%) Flavonoides (%) Fenoles (%) Flavonoides (%)
1 4.39+0.16 0.35+0 3.85+0. 1.68+0.37
2 4.74 +0.30 0.99+0 3.45 +0.01 1.20+0.40
3 5.32+0.10 1.50+0 1.23+0.08 0.27 +0.09
4 3.78 £ 0.06 3.60+£0 1.37+0.10 0.26 +0.04
5 6.56 + 0.08 0.68+0 6.02+0 0.61+0.10
6 5.24 +0.07 1.52+0 14240 0.44 +0.16
7 6.68 +0.05 1.13+0.01 3.25+0.06 1.60+0.30
8 2.51+0.01 2.15+0 1.05+0.15 0.59 +0.02
9 1.50+0.07 0.78+0 15740 1.07+0.02
10 16.47 £ 0.04 1.84 +0.01 3.04 +0 0.74 +0.08
11 15.39+0.08 11.98+0 3.70 £0.01 1.40+0.15

Los valores representan la media de las tres repeticiones 1 Desviacion estdndar.
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Grdfica 2. Resultados de las determinaciones de fenoles y flavonoides de los productos comerciales (PCP) y el extracto blando de los productos comerciales de

propdleo (EPCP)
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Dentro de los resultados se tiene una variacién grande hablando de los PCP la cual va de 1% a 16%
y el EPCP va de 1% a 6% en las muestras analizadas (Tabla 4). Algunos de los datos son por abajo
del parametro que marca la normatividad de México. Sin embargo existe un estudio en el cual
indica que los valores bajos son debido a que el precio es alto cuando se tiene una
comercializacién a mayor escala. Las malas prdcticas de producciéon de extractos limita el buen
proceso utilizando sola una fase para la extraccién perdiendo cierta cantidad de fenoles. (Stan,

2012)

También es importante mencionar que hay una diferencia entre PCP y EPCP en la concentracidn
de fenoles en las cuales se observa que pierde el porcentaje de los polifenoles en las muestras de
EBPC. Actualmente se ha investigado que algunas moléculas no polifendlicas que pueden
interaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu, esto puede afectar elevando el valor real. Algunos
de los principales compuestos que pueden interferir son: azucares reductores como fructosa y
glucosa, aminoacidos y acido ascérbico. De acuerdo con Granato (2016), Lester (2012), Ludwig,
(2013), Shanmugavelan (2013) posiblemente los productos comerciales contenian alguno de los
compuestos que pueden interferir, sin embargo, esto no se puede conocer ya que los productos

comerciales no tienen etiquetas reguladas y la informacion es escasa.

El contenido de compuestos fendlicos es un parametro importante que indica la calidad, el
potencial de actividad bioldgica siempre y cuando estos compuestos se encuentren

farmacolégicamente activos.

En este trabajo también se identificd las cepas a estudiar de manera macroscopica y microscépica

como se muestra a continuacion.
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Aspergillus flavus

Después de 7 dias de inoculacion en ADP, al reverso de la placa se observa el crecimiento abundante de aspecto algodonado con una coloracidn
verde-amarillo. El microcultivo permitié la identificacion de la especie en los aislamientos de Aspergillus, observando con el microscopio (Figura
14) un hongo hialino con microconidios redondos equinulados, presentando estructuras llamadas cabezas arpergilares compuestas por

conidiéforos largos y una vesicula redonda. (Bonifaz A., 2015)

A B C

Figura 14. |dentificacion de Aspergillus flavus. A ) Vista macroscépica; B) Vista con microscopio estereoscépico (0.8x) y
C) Vista microscopica (40x) con tincién de azul de algodon .
Foto: Alma R. Ortiz Arredondo.
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Aspergillus fumigatus

En ADP se observd una colonia abundante de color blanco que cambia verde-azulado, textura aterciopelada vy al reverso blanco. En el

microscopio se observd que se trataba un hongo hialino y liso, vesicula piriforme, fialides ocupando la mitad de vesicula y conidios redondos.
(Figura 15)

A B

C

Figura 15. Identificacion de Aspergillus fumigatus. A ) Vista macroscépica; B) Vista con microscopio estereoscopico
(0.8x) y C) Vista microscépica (40x) con tincién de azul de algodén .
Foto: Alma R. Ortiz Arredondo.
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Aspergillus niger

El crecimiento en ADP después de 7 dias, fue abundante con coloracién inicial blanca y al final las colonias maduras presenten un color negro. Al
microscopio se identificd que era un hongo filamentoso hialino con cabezas conidiales radiales, lisas y de color negro. Vesicula casi esférica,

métulas ocupando toda la superficie de la vesicula. Conidios globosos de color marrén. (Figura 16)

Figura 16. Identificacidon de Aspergillus niger. A') Vista macroscépica; B) Vista con microscopio estereoscdpico (0.8x) y

C) Vista microscopica (40x) con tincién de azul de algodén .
Foto: Alma R. Ortiz Arredondo.
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Prueba de inhibicion de crecimiento radial
Se realizd la prueba para los propdleos comerciales y los extractos blandos de los propdleos comerciales por cada una de las especies de

Aspergillus, de la misma manera se inoculo una placa con antibiético, como se muestra en la Figura 17.

Figura 17.Inhibicién de crecimiento radial utilizando discos comerciales. A) A. flavus; B) A. fumigatus y; C) A. niger.
Foto: Alma R. Ortiz Arredondo

NOTA: NY= Nistatina 100 ug, EC= Econazol 50 ug, CTR= Clotrimazol 50 ug, VCZ=Voriconazol 1 ug y MCZ= Miconazol 50 ug.
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Tabla 6. Resultados de la inhibicion de crecimiento de las especies utilizadas utilizando discos
comerciales.

Antiftngicos Aspergillus Aspergillus Aspergillus

flavus fumigatus niger
CTR + n -
EC + + +
mcz + + +
NY + ) )
vcz + + +

*La inhibicion se denota con el signo (+), por otro lado la resistencia de las diferentes especies de utilizadas
es marcada por un signo (-).

++ NOTA: NY= Nistatina 100 ug, EC= Econazol 50 ug,CTR= Clotrimazol 50 ug, VCZ=Voriconazol 1 ug
y MCZ= Miconazol 50 ug

A manera de comparacion se probé la sensibilidad de las diferentes especies. Entre las opciones
terapéuticas la utilizacidon de azoles debe tener en cuenta factores relacionados con el hongo y
aspectos farmacocinéticos, la combinacién de opciones terapéuticas en el tratamiento. La
Sociedad de enfermedades Infecciosas de los Estados Unidos de América indica que el voriconazol
es un triazol fungistatico de buena absorcidn, en este trabajo se observé que es un buen farmaco

para el tratamiento de Aspergillus. (J. A. Sugui, 2010) (Scott A W, 2010)

Aspergillus flavus tiene mayor inhibicion contra los 5 antifingicos,ver Tabla 6, en el caso de las
otras dos especies no mostrd inhibicion contra Nistatina ya que éste es un farmaco que actua
uniéndose a los esteroles de la membrana celular de las especies sensibles de Candida, formando
canales idnicos en las mismas, provocando cambios en la permeabilidad de la membrana y la

consiguiente salida de los elementos intracelulares. (Kontoylannis D.P., 2010)

Actualmente no estan completamente estudiados todos los mecanismos por los cuales el
propdleos puede inhibir la presencia de ciertos patégenos; sin embargo, algunos de los
componentes encontrados en los propdleos, como dacidos aromdticos y ésteres, compuestos

cindmicos y flavénicos, alteran las membranas celulares, inhiben la ARN polimerasa y reducen la
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motilidad bacteriana, lo cual contribuye a su accién y al sinergismo observado con algunos

antibidticos. (Fernandez, 2008)

Muchos autores coinciden el acido caféico, acido ferilico, acido p-cumarico, galangina vy

pinocembrina son flavonoides que se le atribuye la actividad antifungica.

Dentro de las referencias consultadas, los estudios con mayor porcentaje de interés es el género

de Candida spp. (Quintero-Mora, 2008)

Tabla 7. Resultados de la lectura de la prueba de inhibicién de crecimiento radial utilizando PCP
y EPCP, sobre las diferentes especies de Aspergillus.

Producto comercial de propéleo. Extracto de propdleo comercial (EPCP)

Numero (PCP)

de Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus
muestra flavus fumigatus niger flavus fumigatus niger

1 - - - + + -

2 - + - + + +

6 - - - - + -

7 - - - + - +

10 + - - + - -

11 + + + + + +
Control
Etanol al - - - - - -

70%

*La inhibicién se denota con el signo (+) por otro lado la resistencia de las diferentes especies de
Aspergillus es marcada por un signo (-).
**Las muestras 3, 4, 5, 8 y 9 no presentaron ninguna inhibicion por los productos.

En la bibliografia consultada (Londofio et al., 2008), (Meneses, 2006), (Nedret Koc et al., 2007),
(Sosa et al., 2000a), (Tripathi y Dubey, 2004) son pocos los estudios relacionados con la actividad
antifungica de propdleos 30 contra hongos fitopatégenos y alteradores de alimentos. En particular

(Aly y Elewa, 2007) encontraron actividad antifingica contra Aspergillus versicolor en la
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conservacion de quesos egipcios. Del mismo modo, Pepeljnjak y colaboradores (Pepeljnjak et al.,
1982) lograron controlar el crecimiento del hongo Aspergillus sulphureus para examinar la
biosintesis de la ocratoxina A. Tripathi y Dubey (Tripathi y Dubey, 2004) consideraron que los

propodleos son una alternativa para el control de hongos en sospecha de frutas y vegetales.

En este sentido, se ha encontrado que los propdleos inhiben el crecimiento de patégenos como
Candida albicans, Aspergillus niger, (Krell, 1996), (Farre et al., 2004). Adicionalmente, se han
evaluado la actividad antimicdtica de propdleos de diferentes regiones de Argentina, encontrando
que la actividad contra los hongos fitopatdgenos Fusarium spp, Macropomina spp, Phomosis spp.
Aspergillus niger y Thichoderma spp, esta relacionada con los flavonoides galangina y

pinocembrina (Chaillou y Nazareno, 2009)

Dentro del trabajo se evalud de una manera cualitativa la actividad antifungica, observando que
no todos los productos comerciales inhibieron el crecimiento, solo el propéleo 11 en PCP y EPCP
se observd un efecto fungistatico (Figura 18), también se manifestd una mayor inhibicidn en las
muestras de EPCP. Esto podria ser como lo mencionaba Mufoz-Bernal (2017) que algunos
compuestos que tuviera el producto comercial podria inhibir la presencia de los fenoles totales o

en otros casos elevar el porcentaje si se tratara de fructuosa.

Dias et al, (2007) decia que la composicion y forma de manipulacién de los productos naturales
pueden interferir en la accion antifungica relataron que existen diferencias de resultados frente al
uso de extractos etanodlicos y acuosos sobre cepas de Candida. Dantas, (2012) también coincidié
con esto al trabajar con extractos comerciales, ellos observaron que la accién antifingica depende
de la sinergia de los compuestos, comparando esto con los resultados obtenidos se puede decir
qgue se debe tener una estandarizacién de calidad que contenga los requisitos técnicos, asi como
los vehiculos utilizados y las formas de extraccion de esta forma se obtendrd un producto de

calidad y eficaz.
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PCP 11 contra Aspergillus
fumigatus.

PCP 11 contra Aspergillus flavus.

EPCP 11 contra Aspergillus
fumigatus.

EPCP 11 contra Aspergillus niger.

EPCP 11 contra Aspergillus flavus.

Figura 18. Inhibicidn de crecimiento radial de Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger utilizando
discos impregnados con PCP y EPCP numero 11. E) Testigo negativo con etanol al 70%.
Se observa que el producto numero 11 tanto en PCP y EPCP inhibe el crecimiento en las tres especies de Aspergillus
Foto: Alma R. Ortiz Arredondo
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9 Conclusiones

Se comprobd que todos los productos comerciales utilizados contenian compuestos bioactivos, sin
embargo, no todos presentaron un efecto antimicdtico contra las especies de Aspergillus

utilizadas.

De los once productos comerciales de propéleo solo cinco productos no presentaron una actividad
antifingica, los productos 1, 6 y 7 solo se observd una respuesta con los extractos de los productos
comerciales. El producto 10, presentd la misma respuesta contra Aspergillus flavus. El producto 2
presentd efecto fungistatico inhibiendo a los tres tipos de especies utilizadas. En la muestra 11
tuvo la misma respuesta utilizando el producto de manera directa o utilizando el extracto teniendo

una respuesta con las tres especies.

Por lo tanto se observé que los extractos secos de propdleo comerciales tuvieron una mejor

actividad antifungica que los productos comerciales de propdleo (tinturas).

Se demostré que la cantidad de fenoles y flavonoides no es proporcional al efecto de inhibicion de

los hongos filamentosos.

Es importante que estos productos comerciales apicolas se evallen para que de esta forma

garanticen su calidad.

10 Prospectivas

Se recomienda realizar un manual de procedimiento, para la elaboracidn de tinturas con el fin de
tener una estandarizacién en la técnica de su elaboracién y de esa forma fomentar una calidad

mayor.

Se recomienda la estandarizacidn del inéculo por medio de un conteo de esporas en la cdmara de

Neubauer de acuerdo al método M38-A para hongos filamentosos propuesto por el CLSI.

Se sugiere seguir con la investigacion de los productos de propdleo que estan en el mercado con el

fin de establecer un rango de calidad a estos productos.

Se propone llevar a cabo el estudio cromatografico de la muestra que presenté mayor actividad,
con el fin de realizar investigaciones que permitan establecer los compuestos responsables de la

actividad antimicatica.
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Es necesario que en México se complemente los parametros que regulen la calidad de estos

productos con el fin de estandarizar, asegurar su calidad y eficacia.
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13. Anexos

ANEXO 1 DESTILACION A PRESION REDUCIDA

Gran numero de sustancias organicas tienen puntos de ebullicién superiores a 150°C, algunas se
descomponen oxidandose por debajo de los puntos de ebullicidn normal; otras sustancias tienen
puntos de ebullicion tales que su destilacidn no resulta conveniente, e incluso es dificil. Cuando se
desea purificar o separar compuestos con las caracteristicas como las anteriores, es conveniente
tener en cuenta que el punto de ebullicién de una sustancia depende de la presidon atmosférica;
asi, un liquido comienza su ebullicidn a la temperatura en la que su presion de vapor se hace igual

a la presion exterior. (McMurry J., 2016)

La destilacién a presion reducida es un método de separacidon de disoluciones que se emplea
cuando uno o mas componentes de la mezcla que se desea analizar son termolabiles (aquellos
compuestos que se descomponen con la temperatura), le finalidad de dicho proceso de reduccidn
de presidén es reducir la temperatura de ebullicién del compuesto liquido y evaporarlo a una

temperatura inferior que su temperatura normal de ebullicidon y temperatura de descomposicion.

Montaje experimental para la destilacion a presién reducida en un
Rotavapor.
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ANEXO 2. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Se preparé una curva de calibraciéon a partir de una solucidon estandar de acido gélico de 0.2
mg/mL empezando con una concentracién de 0.000625mg/mL esta concentracidon se va

incrementando como lo muestra la siguiente tabla

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales

Sistema 1 2 3 4 5 6
Estdndar dcido 31.5 62.5 125 250 500 1000
gdlico (uL)
Agua destilada 968.5 937.5 875 750 500 --
(ut)
Concentracion 0.00625 0.0125 0.025 0.05 0.1 0.2
(mg /mL)
Volumen final IimL imL IimL imL ImL ImL

Después de tener los sistemas terminados se agregan 6 mL de agua destilada a cada sistema,
después se adicionaron 500 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y esperar 5 minutos, se continud la
reaccioén adicionando 1.5 mL de la solucidn de Na,CO3y aford con agua destilada hasta un volumen
de 10 mL. Se esperd 2 horas a temperatura ambiente y en un lugar con poca luz para que la

reaccion se llevara a cabo, en este paso se observd un cambio de color a tonalidades de azul.

Luego de la espera se determina la absorbancia en un espectrofotémetro de absorcién UV-Vis a

una longitud de onda de 760 nm.

Se repitid el mismo por cada muestra y cada muestra se realizd por triplicado, considerando el
promedio para los resultados. En caso de que expresar los resultados en porcentaje, se utiliza la

siguiente formula:

[Concentracién obtenida por interpolacion (mg/mL)] * 100%

0.05 mg/mL (concentracidn inicial)
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ANEXO 3. DETERMINACION DE FLAVONOIDES

El principio bdsico del método colorimétrico de cloruro aluminio, es que éste forma complejos
estables con el grupo cetona en C-4 o bien el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles.

Ademas, también forma complejos con los grupos hidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides.

e Preparacion de la muestra: Preparar una solucidn estandar de concentraciéon 0.2 mg/mL
de cada muestra de propdleos disueltos en etanol al 70%. Tomar una alicuota de 250
microlitros de ésta y agregar 750 microlitros de agua destilada para obtener una
concentracion de 0.05 mg/mL.

e Preparacion de la curva de calibracion: A partir de la solucion estandar de quercetina de 1
mg/mL, tomar alicuotas correspondientes para obtener concentraciones que se muestran

a continuacién:

Concentracion Stock de MeOH (ulL)

(ug/mL) quercetina (uL)

1 3 2997
2 6 2994
3 9 2991
4 12 2988
5 15 2985
6 18 2982
7 21 2979
8 24 2976
9 27 2973
10 30 2970
20 60 2940
30 90 2910
40 120 2880
50 150 2850

e Preparacion del blanco de muestra.: Tomar 1 mililitro de la solucién del EPCP (0.05

mg/mL) y agregar 1 mililitro de metanol grado reactivo.
Al tener todos los sistemas anteriores preparados, se procede de la siguiente manera:

e Adicionar a cada tubo, 1 mililitro de la solucion de AICl;, esperar 10 minutos a que se
lleve a cabo la reaccién y determinar la absorbancia a 415 nm por espectrofotometria

de absorcion UV-Vis.
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e Graficar la concentracién contra la absorbancia para obtener la curva patrén de

quercetina.
ppm Abs
1 0.035 2
2 0.068 /
3 0.13 o 1.5 3
4 0.143 9 )/
5 0.232 m
6 0.251 'E 1 /
7 0.264 4 /* y = 0.036x + 0.0167
8 0.288 < 0.5 RI=(9985
9 0.323
10 0.393 0 4
20 0.741
30 114 0 20 40 60
40 1.443 ppm
50 1.795
o El contenido total de flavonoides se expresa como mg de equivalentes de quercetina

(QE)/g de extracto o en porcentaje (%).
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