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RESUMEN

El propéleo es una mezcla compleja que las abejas Apis mellifera
recolectan a partir de la vegetacién circundante a su colmena, por lo
que su composicién quimica es variable siendo de gran importancia
los compuestos fendlicos y flavonoides que le confieren actividad
antimicrobiana. En el presente trabajo se evalu6 la actividad
antimicrobiana de dos extractos etandlicos de propéleos (EEP) del
Estado de México y Guanajuato frente a cepas de referencia: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Aspergillus flavus (cepa
clinica) y se presentan los resultados obtenidos. El andlisis mediante
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM),
permitié la deteccién de flavonoides en el EEP del Estado de México y
componentes de aceites esenciales en el EEP de Guanajuato.

ABSTRACT

Propolis is a complex mixture that Apis mellifera bees collect from the
surrounding vegetation to their hive, reason why its chemical composition
is variable being of great importance the phenolic compounds and
flavonoid that give it antimicrobial activity. The present study evaluated
the antimicrobial activity of two ethanolic extract of propolis (EEPs)
from the State of Mexico and Guanajuato against reference strains:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans and Aspergillus
flavus (clinical strain) and the results obtained are presented. Gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis allowed the
detection of flavonoids in the EEP of the State of Mexico and essential oils
in the EEP of Guanajuato.
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Introduccion

El propéleo es un material resinoso que las abejas
Apis mellifera elaboran a partir de exudados de la
vegetacidn circundante a la colmena y tiene en ella fines
desinfectantes, reducir vias de acceso y para consolidar
sus componentes estructurales (Bankova, 2005).

El propéleo se caracteriza por poseer propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, las cuales son
atribuidas a la presencia de compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides (Sforcin y Bankova, 2011),
que son compuestos que en su estructura quimica basica
tienen un nimero variable de grupos hidroxilo; ademas,
poseen un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6),
compuesto por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a
través de un anillo C de pirano. Estos compuestos difieren
en concentracion, dependiendo del origen geografico y
botanico del propdleo, y actividad biolégica.

La actividad antimicrobiana es una de las propiedades
fundamentales constatadas en los propodleos, lo cual se
puede constatar por la existencia de multiples estudios
bacteriolégicos in vivo e in vitro de ellos, donde se ha
confirmado su accién bacteriostatica y bactericida que
involucra la inhibicién de acidos nucleicos y degradacion
de la membrana citoplasmatica principalmente debido a
los flavonoides: acacetina, apigenina, crisina, galangina,
kaempferol, naringenina, pinobanksina, pinocembrina y
quercetina (Vargas et al., 2014).

Por tales motivos, los propéleos son usados en la
industria farmacéutica, agricola, cosmética y alimentaria,
entre otras (Matsuka, 2000; Soto, 2015).

Metodologia
Recoleccion de propdleos

El muestreo de propdleos en grefia se efectu6 en forma
aleatoria de diferentes colmenas de apiarios del Estado
de México y Guanajuato. Posteriormente, se eliminaron
las impurezas presentes y el material fue almacenado en
frascos ambar y conservado a -4 °C hasta su andlisis. Se
realiz6 la evaluacidn del color; olor; aspecto y consistencia
a temperatura ambiente (Rodriguez, 2015)

Especificaciones quimicas
Preparacion de los extractos etandlicos (EEP)
Las muestras se colocaron en etanol al 70% para

someterlas a extracciéon por la técnica de sonicacion
(Trusheva et al,, 2007). Pasado este tiempo, se filtré y

el extracto resultante se concentré a vacio y se dejé a
sequedad utilizando una bomba de vacio, protegido de la
luz. Los EEP obtenidos se almacenaron en viales ambar
y se refrigeraron a -4°C hasta su posterior evaluacién
(Gutiérrez, 2011).

Contenido de fenoles totales

Los compuestos fenoélicos fueron determinados por el
método de Folin-Ciocalteu. Se utilizé acido galico como
referencia para la curva de calibracién y los resultados se
expresaron como mg de &cido galico/g de EEP (Gonzalez,
1997; Kuropatnicki et al., 2013).

Contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides se realiz6 utilizando AICL,
para formar un complejo colorido. Se utilizé6 quercetina
como referencia para construir la curva de calibracién y
los resultados se expresaron como mg de quercetina/g
de EEP (Gonzalez, 1997; Kuropatnicki, 2013).

Propiedades antioxidantes

La capacidad para capturar radicales libres de los
extractos fue determinada utilizando como referencia
la disolucién de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH).
Se expres6 como la capacidad antioxidante (CA,)) en
pug/mL, lo que corresponde a la cantidad de radical
DPPH neutralizado por el extracto a una determinada
concentracion (Kuropatnicki et al., 2013)

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM)

Se realiz6 esta técnica en un cromatdgrafo de gases
(Modelo 6850) acoplado a un espectro de masas
(Modelo 5975C) marca Agilent Technologies. Se utilizé
una columna HP-5MS de 30 m de longitud, 0.25 mm de
didmetro y grosor de pelicula de 0.25 mm (Gutiérrez,
2011).

Actividad antimicrobiana

Los microorganismos evaluados fueron: la bacteria Gram
negativa (Escherichia coli ATCC 8739), la bacteria Gram
positiva (Staphylococcus aureus ATCC B-1005), el hongo
levaduriforme (Candida albicans ATCC 14065) y el hongo
filamentoso (Asperygillus flavus cepa clinica).

Se utiliz6 el método de difusién en agar en disco de Kirby-
Bauer (para A. flavus se utilizé el método de inhibicién
de crecimiento radial). Se impregnaron discos de papel
Whatman de 6 mm previamente esterilizados, con 6 mg
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de EEP, como control negativo se utilizé etanol al 70%
y como controles positivos, se utilizaron antifingicos
y antibidticos comerciales (Londofo et al., 2010; CLSI,
2008).

Resultados y discusion
Especificaciones fisicas

El color constituye una de las caracteristicas
organolépticas mas importantes para clasificar a los
propdleos de diversos origenes (Lozina et al., 2010).
Ambos propéleos en grefia tuvieron color marrén
verdoso con tintes amarillos y los EEP presentaron color
marrén (figuras 1y 2).

Figura 1. Propdleo del Estado de México. A. Vista macroscépica,
B. Vista con microscopio estereoscépico (0.8 X), C. Extracto eta-
nolico.

Figura 2. Propéleo del Estado de Guanajuato. A. Vista
macroscépica, B. Vista con microscopio estereoscépico (0.8 X),
C. Extracto etandlico.

Composicion quimica

En los ultimos afos diversas investigaciones han
destacado al propo6leo como un antioxidante de origen
natural, para la prevencién y tratamiento de diversas
enfermedades de origen oxidativo (Farré et al., 2004).

La cuantificacién de fenoles y flavonoides mostré que
el EEP del Estado de México presenté mayor cantidad
de dichos compuestos y los resultados cromatograficos
(Tabla 1) indican la presencia de quercetina en su
composicion,lo que se corrobora con unamejor capacidad
antioxidante como lo reporta Quifiones et al., 2012. Este
flavonoide posee mayor actividad neutralizadora de
radicales libres por el grupo fendlico que posee al actuar

directamente capturando electrones desapareados,
neutralizando especies reactivas de oxigeno (ERO) y
puede quelatar iones metdalicos de transicién como el
hierro o el cobre (Vargas et al., 2014).

El EEP de Guanajuato no contiene en su composicién algiin
flavonoide, lo que indica que su propiedad antioxidante es baja,
ya que solo se identificé un componente de aceite esencial.

Fenoles . CA so Compuestos
(mg Flavonoides i
AG/g  (ngQ/gEEP) “‘ff " e
EEP) :
Pinocembrina,
Edo. de 281+ 0.0043 + 1.74 Kaemferol
México 0.0008 0.341 ’ Crisinay
Quercetina
(E)-a-
291+ 0.0025 + Damascona
Gto. 0.0001 0.073 293 (Aceite
esencial)

Tabla 1. Contenido de fenoles y flavonoides y propiedad
antioxidante de los propoéleos estudiados.

Actividad antimicrobiana

Nuestros resultados confirman lo reportado por Sagdic
et al,, 2007, ya que en las concentraciones de propdleos
evaluadas no se present6 efecto alguno sobre la bacteria
Gram negativa, E. coli. Mientras que en la bacteria Gram
positiva, S. aureus se encontr6 la mas alta efectividad
(figura 3). Esta actividad fue correlacionada con la
presencia de crisina y pinocembrina. Mirzoeva et al,,
1997, demostraron que la quercetina y naringenina
incrementan la permeabilidad y disipan el potencial de
la membrana bacteriana (fuerza motriz de protones),
disminuyendo la resistencia bacteriana a los antibiéticos,
asi como la inhibicion de la motilidad bacteriana, factor
importante en la virulencia.

A B

Figura 3. Método de difusidn en agar en disco de Kirby-Bauer.
A. EEP de Guanajuato frente a E. coli sin efecto bactericida ni
bacteriostatico. B. Halo de inhibicién con 6 mg del EEP del Edo.
de México frente a S. aureus demostrando efecto bactericida.
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Actividad antifiingica

Ninguno de las muestras presenté actividad frente
a C. albicans (responsable de candidiadis vaginal y
oral) ni a A. flavus (hongo que produce micotoxinas en
granos de semillas al estar almacenados en ambientes
himedos).

Conclusiones

Los principales factores que determinan la presencia
o ausencia de fenoles y flavonoides en el propéleo son
la flora del area donde es recolectado, el tipo de abeja,
factores ambientales y la época de recoleccién,

La capacidad antioxidante y antimicrobiana de los
extractos de propoéleos se atribuye a la presencia de un
alto contenido de compuestos fendlicos, principalmente
flavonoides y acidos fendlicos, y a la posible interacciéon
individual o sinérgica de cada una de las estructuras
que los conforman. Estos metabolitos son considerados
indicadores de calidad por los entes reguladores de
la produccién de propdleos en paises, como Brasil,
Argentina, entre otros.

Es importante que en México se fomente la produccién
de propdleos mediante sistemas de produccién que
permitan una recoleccién y procesamiento de manera
estandarizada, para garantizar que su composiciéon
quimica no se altere en perjuicio de sus propiedades y
sea un beneficio econémico para el sector apicola.

A escala mundial, la venta anual de propoéleos
alcanza unos seis mil millones de doélares. Los
principales exportadores de esta resina son los paises
latinoamericanos, pero México no forma parte de este
bloque (aunque sus productos son de calidad y superan
los pardmetros internacionales) debido a la falta
informacion, capacitacién y produccién nacional.

El costo promedio de un kilogramo de propdleos en
nuestro territorio es de 750 pesos, mientras que su
precio internacional es de 100 doélares, por lo que un
apicultor por cada kilogramo obtendria un beneficio de
hasta cinco mil pesos, en promedio, lo que representaria
una ganancia de poco mas de 4 mil pesos.
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