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RESUMEN

El propoleo estd compuesto por una gran diversidad de sustancias quimicas, las cuales, se
caracterizan por tener interaccion biolégica con el humano al igual que tener actividades benéficas
para su salud. Actualmente estudios en el propoleo se centran en la medicion total de fenoles y
flavonoides, asi como su actividad antioxidante. La extraccion de propdleo con solventes organicos
es una herramienta usada para medir la cantidad y determinar las actividades que tienen los fenoles
y flavonoides en el propdleo. En este estudio se caracterizaron extractos de propoleos provenientes
de la region de Cuauhtémoc Chihuahua de acuerdo a su composicion fisica y su composicion de
fenoles y flavonoides totales asi como la determinacidn de su actividad antioxidante In vitro y su
actividad antibacteriana. Se evaluaron los parametros de color (Luminosidad, Rojo/Verde,
Amarillo/Azul) en propoleos de los diferentes apiarios, registrando diferencias significativas entre
ellos, presentando los propéleos de EI VVergel un verde amarillo con valores de 54.85, 2.27.y 18.2
para L*, a* y b* respectivamente. No encontrando diferencias significativas en la cantidad de
fenoles entre los propoleos de los diferentes apiarios, con valores entre 193.12 y 214.13 mgEAG/qg.
De igual manera, no se encontraron diferencias estadisticas (p<0.05) en los flavonoides, con
valores entre 33.36 y 36.7 mgEQ/g. Los propdleos del Campo 2B mostraron la mayor actividad
antioxidante con una concentracion de 92.94 pg/mL para lograr la IC50. Ningln propdleo mostro
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, pero si sobre Staphylococcus aureus,
registrandose el menor crecimiento bacteriano en los propdleos del Campo 25 con 2.2 Log
(UFC/mL), contra Melissococcus plutonius, todos los prop6leos mostraron efecto bactericida con
halos de inhibicion por arriba de 16 mm a una concentracion de 20 mg/mL. Este es el primer
estudio de la calidad y caracterizacion de propdleos recolectados en diferentes apiarios de la regién
de Cuauhtémoc, Chihuahua, incluyendo su composicién quimica, capacidad antioxidante y

actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Apis mellifera, Propdleo, Flavonoides, Capacidad antioxidante actividad

antimicrobiana
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ABSTRACT

Propolis is composed of a great diversity of chemical substances, which are characterized
by having biological interaction with humans and having beneficial activities for their health.
Currently, propolis studies focus on measuring total phenols and flavonoids and their antioxidant
activity. The extraction of propolis with organic solvents is a tool used to measure the quantity and
determine the activities of phenols and flavonoids in propolis. In this study, propolis extracts from
the Cuauhtémoc Chihuahua region were characterized according to their physical composition and
composition of total phenols and flavonoids, as well as the determination of their In vitro
antioxidant activity and antibacterial activity. The color parameters (Lightness, Red/Green,
Yellow/Blue) were evaluated in propolis from the different apiaries, recording significant
differences between them, with the propolis from El VVergel presenting a yellow-green with values
of 54.85, 2.27. and 18.2 for L*, a*, and b*, respectively. No significant differences were found in
the number of phenols between propolis from different apiaries, with values between 193.12 and
214.13mgGAE/qg. Similarly, no statistical differences were found (p=0.05) in flavonoids, with
values between 33.36 and 36.7 mgQE/g. The propolis from Field 2B showed the highest
antioxidant activity with a 92.94ug/mL concentration to achieve the 1C50. No propolis showed
antimicrobial activity against Escherichia coli. However, against Staphylococcus aureus, with the
lowest bacterial growth being recorded in the propolis of Field 25 with 2.2 Log (CFU/mL), against
Melissococcus plutonius, all propolis showed bactericidal effect with inhibition halos by above 16
mm at a concentration of 20mg/mL. This is the first study of the quality and characterization of
propolis collected in different apiaries in the Cuauhtémoc region, Chihuahua, including its

chemical composition, antioxidant capacity, and antimicrobial activity.

Keywords: Apis mellifera, Propolis, Flavonoids, Antioxidant capacity, antimicrobial activity
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1. INTRODUCCION.

El propoleo es un material que elaboran las abejas a partir de la recoleta de resinas de
plantas, junto con una adicién de enzimas y glucidos por parte del aparato bucal. Una vez dentro
de la colonia es combinado con cera y polen, dando como producto final el propoleo. El propoleo
es colocado en la mayoria de las estructuras de la colonia. Tiene como funcion la proteccion de la
colonia de abejas contra microrganismos y contribuir como material de construccion como aislante
térmico (Devequi-Nunes et al., 2018).

El propdleo tiene varias funciones en la salud humana como actividad antibacteriana, actividad
antiviral, actividad antioxidante, capacidad de inhibir la inflamaciéon y provocar analgesia. El
propdleo interviene directamente con procesos en el organismo estrechamente relacionado con
enfermedades autoinmunes y enfermedades que provocan una mala sefializacion y proliferacion
celular (Pahlavani et. al., 2019; Vargas-Sanchez et al., 2014).

Dichas actividades bioldgicas del propdleo, estan relacionadas principalmente por la presencia de
fenoles y flavonoides, estos son compuestos quimicos que por su estructura quimica tienen
interaccion biolégica en humanos. La cantidad de fenoles y flavonoides presentes en el propéleo
depende del tipo de flora de donde provenga, la resina recolectada por las abejas y su ubicacion
geografica, es decir que el contenido de fenoles y flavonoides dependeran de las resinas que se
recolectaron de las plantas para la elaboracidn de este propoleo (Toreti et al,. 2013).

Actualmente no existe una clasificacion general de propéleos, algunos autores los llaman por el
color que estos llegan a tener o por su origen botanico, pero el factor que llega a determinar el tipo
de propdleo es la cantidad y el tipo de fenoles y flavonoides presentes, asi como su fuente botanica.
Existen propdleos llamados propdleos verdes que son caracteristicos por provenir de las resinas
de la planta Baccharis dracunculifolia, nativa de Brasil teniendo una apariencia de color verde,
otros son los propoleos llamados rojos que provienen de las resinas de la planta Dalbergia
ecastophyllum, originario también de Brasil presentado un color rojizo, también existe un propoleo
Ilamado chopo o alamo proveniente de resinas de arboles del género Populus, originario de climas
templados principalmente en el hemisferio norte estos se caracterizan por un color entre café y
verdoso (Bankova et al., 2016)

Los fenoles y flavonoides se caracterizan por tener interacciones biolégicas con moléculas de
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organismos vivos. Asi mismo los extractos etanodlicos de propdleo han sido objeto de estudio,
debido a que la concentracion de fenoles y flavonoides que presentan es mayor a comparacion de
muestras de propodleo en grefia, ademas de ser el etanol un excelente solvente para extraer los
compuestos quimicos de interés del propéleo (Suran et al., 2021).

En el estado de Chihuahua existen alrededor de 600 apicultores, los cuales cuentan con
aproximadamente 47,904 colonias de abejas (INEGI 2022), de las cuales en la region de
Cuauhtémoc, Chihuahua, hay alrededor de 14,000 colmenas, las cuales se destinan principalmente
a la produccion de miel, nucleos de abejas y polinizacion del manzano, sin embargo, otro de los
subproductos de las abejas que se pueden comercializar es el propdleo, el cual puede ejercer
diversas actividades en el humano, incluyendo como sus actividades antibacterianas, antivirales y
antioxidantes, ademas de que ayuda en el tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes y
enfermedades que provocan una mala sefializacion y proliferacion celular. Algunas de estas
actividades no han sido evaluadas en los propoleos de la regién, por lo que este estudio tiene como
objetivé caracterizar las propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas del propoleo de la region

de Cuauhtémoc, Chihuahua, con la finalidad de darle un valor agregado.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Propoleo.

El propdleo es una mezcla compleja resinosa natural producida por las abejas, que se obtiene por
la recoleccion de resinas de plantas junto con una mezcla de cera, polen, aceites esenciales y
glucidos secretadas por las abejas. Esta sustancia es utilizada en la mayoria de las estructuras de la
colonia, tiene como funcion defender de factores ambientales, ademéas de higienizar y ser la
principal proteccion contra microrganismos, también contribuye como material de construccion

para sellar grietas y como aislante térmico (Devequi-Nunes et al., 2018).

2.2. Historia del Propdleo.

El propoleo ha sido utilizado por el hombre para diversos fines. Se tiene registro de su uso desde
1700 a.C., siendo descrito como un balsamo curativo nombrado “tzori”. De igual manera un papiro
egipcio de 1550 a.C., se menciona esta palabra y se refiere a una “cera negra”, que los egipcios lo
utilizaban para embalsamar cuerpos. En otras partes del mundo como en Roma o Grecia, se empleo
para la preparacion de ungiientos medicinales que se utilizaban para curar heridas en animales y
humanos. En América, los Incas lo utilizaron para combatir los cuadros febriles producidos por
infecciones, mientras que, en Europa, los franceses en los siglos XVIII y XIX lo usaron para el
tratamiento de llagas, heridas infectadas y como substancia cicatrizante. En la actualidad el
propoleo se sigue utilizando en todo el mundo con el mismo propdsito, principalmente en paises
asiaticos y es motivo de numerosos estudios debido a la actividad y los efectos benéficos que los
propdbleos tienen en los humanos. El propdleo también ha sido objeto de comercializacion como
ingrediente para la elaboracién de productos que se utilizan principalmente en la medicina humana,

medicina veterinaria y cosmetologia (Kuropanticki et al., 2013).
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2.3. Uso de Propdleo en la Colonia de Abejas

El propdleo suele usarlo la abeja especificamente en la elaboracion de alimento junto con una
combinacidn de diferentes ingredientes de la colmena como polen, agua y miel. Este alimento se
da como aporte proteico a los individuos adultos, ya que debido a su elaboracion proporciona una
adecuada defensa contra los microrganismos. Otra funcion del propdleo es para cubrir diferentes
estructuras de la colmena, como celdas donde almacenan alimento o celdas donde se introduce y
crece la cria, al igual que se cubre la entrada de la colonia, debido a las propiedades que el propdleo
tiene, colocarlo de esta manera crea un ambiente séptico en la colonia de abejas, esto es esencial
para el buen desarrollo de la cria y alimento (Bankova et al., 2016). EIl propoleo es colocado en
grietas o entradas a modo de no solo ofrecer proteccion contra microrganismos si no también
ofrecer una barrera mecanica contra predadores o invasores a la colonia, asi como también con el
proposito de mantener la temperatura y humedad evitando corrientes de aire hacia dentro de la
colonia, ya que mantener un nivel éptimo de humedad relativa (70 — 80 %) y una Optima

temperatura (27-34°C), esencial para el desarrollo de la colonia (Popova et al., 2017).

Figura 1. Colmena de Apis mellifera, con la piquera propolisada para evitar corrientes de aire 0
entrada de roedores. Colmena ubicada en el campo 2B en Cd. Cuauhtémoc, Chihuahua.
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2.4. Recoleccién de Propdleo.

La recoleccion del propoleo estd relacionada con las condiciones de la colonia, como son:
condiciones internas de la poblacion, estado de salud, cantidad de alimento recolectado, entradas
de aire, pérdida de temperatura, condiciones externas como clima, cantidad y tipo de vegetacion
presente. Diversos estudios demostraron que las épocas de recoleccion de propoleo en el hemisferio
norte se incrementan después de la entrada de grandes cantidades de néctar y polen, siendo estas
por lo general entre los meses de abril-junio, después de la floracién de primavera y a finales de
verano o mediados de otofio cuando esté a término o ya finalizo la floracion (Pavlovic et al.,. 2020.
Otra condicién que también influye en la recoleccidn de propdleo son las bajas temperaturas, ya
que se observo un incremento en la recoleccion de propdleo a inicios de diciembre justo antes de

la entrada del invierno (Pavlovic et al., 2020).

2.5. Tipos de Propoleos

Hay varios tipos de propoleo descritos en diferentes partes del mundo y sus caracteristicas estan
determinadas por su ubicacion geografica, origen vegetal y especies de abejas (Popovaetal., 2017).
Actualmente no existe una clasificacion general de propéleos, algunos autores los llaman por el
color que estos llegan a tener o por la planta de su mayor origen, pero el factor que llega a
determinar el tipo y calidad de propdleo es la cantidad de fenoles y flavonoides presentes junto con
su actividad antioxidante In vitro y su capacidad bactericida, asi también como por la fuente
botanica y origen geografico, es importante aclarar que estos factores relacionados con la calidad
del propdleo, no siempre estan relacionados uno con el otro y es por eso que cada factor se debe
de considerar como criterio independiente.

Diversos autores coinciden en que los propoleos llamados verdes son caracteristicos por provenir
en su mayoria de las resinas de la planta Baccharis dracunculifolia, nativa de Brasil, asi como los
propoleos llamados rojos de las resinas de la planta Dalbergia ecastophyllum originaria de Brasil,

otro es el propoleo llamado chopo o alamo proveniente en su mayoria de resinas de arboles del
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género Populus spp., originario de climas templados principalmente en el hemisferio norte
(Bankova et al., 2016; Machado et al., 2016).

2.6. Composicion General del Propdleo.

El propoleo de Apis mellifera recolectado en condiciones dptimas, contiene aproximadamente un
45 a 55 % de resinas y balsamos, 8 a 55 % de ceras, 2 a 5 % de poleny de 2 a 5 % de compuestos
organicos como acidos grasos y minerales, siendo las resinas y balsamos la parte mas importante
debido a la alta presencia de fenoles y flavonoides. Distintitos estudios relacionan la presencia de
estos compuestos (fenoles y flavonoides) también conocidos como polifenoles con las actividades

bioldgicas del propdleo, las cuales son benéficas para la salud (Santos et al., 2020).

2.7. Compuestos Quimicos del Propdleo.

En la actualidad se han descrito mas de 420 compuestos quimicos de propoleo, siendo los de mayor
importancia los fenoles y flavonoides, debido a sus diferentes actividades bioldgicas, como:
capacidad antioxidante, capacidad bactericida, inmunomodulador, antiinflamatorio y por su
capacidad regenerativa (Nader et al., 2021).

Los fenoles y flavonoides son los responsables de la mayoria de las actividades biolégicas que
presenta el propoleo, esta fraccion poli fendlica esta presente en todos los alimentos y productos
de origen vegetal, pero estos varian tanto cualitativamente como cuantitativamente, segln el
alimento o producto. Debido a que el propdleo es un producto que recolecta la abeja, este suele ser
de varias fuentes botanicas, lo que hace que la variedad de fenoles y flavonoides sea mayor, asi
como también su cantidad, viéndose reflejado en sus actividades bioldgicas y el potencial de estas
(Park et al,. 2002).

Los fenoles son una subclase de los alcoholes, y su estructura quimica basica consiste en un anillo

aromatico, como el benceno, con uno o0 mas grupos hidroxilo (-OH) unidos a él. La presencia del
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grupo hidroxilo le confiere a los fenoles propiedades quimicas y fisicas Unicas.

Los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varian considerablemente de acuerdo
al compuesto quimico que se trate, es por eso que la principal fuente de fenoles para el propoleo
son las resinas secretadas por los diferentes arboles y plantas (Popova et al 2017).

Los fenoles méas abundantes en el propoleo son: el &cido cafeico, ac. benzoico, &c. ferulico, &c.
cinamico, ac. p-cumarico, &c. galico, éster fenetiilico de &cido cafeico (CAPE) y artepillin C (Suran
etal., 2021).

Los flavonoides son otra clase de compuestos quimicos presentes en el propdleo y pertenecen al
grupo de los polifenoles, estos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Son
conocidos por sus numerosas actividades biologicas y benéficas para la salud y su contribucion a
los colores y sabores de muchas frutas, verduras y plantas. Los flavonoides son responsables de los
colores brillantes y variados de las flores, frutas y hojas, y tienen una amplia gama de funciones
bioldgicas en las plantas, como capacidad antioxidante, mejora del sistema inmune, antinflamatorio
entre muchas otras propiedades terapéuticas (Huang et al 2014).

Mientras que los flavonoides mas abundantes son: acacetina, apigenina, crisina, galafnina,

kaempferol, naringenina, pinobanksina, pinocembrina y quercetina (Suran et al,. 2021).

2.8. Color del Propdleo

Las antocianinas son responsables de una amplia gama de colores en varios alimentos vegetales, al
igual que los flavonoides también se relacionan con la coloracion, un ejemplo es como los colores
amarillos o marfiles se relacionan con flavonoles, flavonas, chalconas, flavononas e isoflavononas.
Algunos de estos compuestos carecen de color en su estado natural, pero pueden adquirir color
bajo condiciones especificas durante la manipulacion y el procesamiento de estos. Los flavonoles,
como el kaempferol, la quercitina y la mirecitina, contribuyen al color del té verde, y la
concentracion de estos compuestos puede variar segun la variedad del té y su procesamiento. Los
polifenoles pueden formar quelatos con metales, lo que puede modificar la coloracion natural de
los alimentos. Por ejemplo, los quelatos de hierro pueden dar lugar a coloraciones azules a negras,

mientras que los quelatos de aluminio pueden proporcionar coloraciones amarillas brillantes o
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marrones (Bankova et al., 2019).
Los flavonoides y otros polifenoles estan relacionados con la determinacion de los colores naturales
de los alimentos, y su interaccion con metales y otros factores puede influir en la apariencia visual

de los alimentos procesados y preparados (Hernandez Zarate et al., 2018).

PSS

.
Figura 2. Apis Melli

3

féfa sellando con propdleo orificios de la colmena.
2.9. Actividad Bioldgica de Propdleo.

Las actividades bioldgicas del propoleo estan relacionadas principalmente por la presencia de
fenoles y flavonoides. La cantidad de fenoles y flavonoides presentes en el prop6leo depende del
tipo de resina recolectada por las abejas y su ubicacion geografica, es decir que el contenido de
fenoles y flavonoides presentes dependera de las plantas que se utilizaron para la elaboracion de
este propéleo (Popova et al., 2007).

Los fenoles son esenciales para el desarrollo y reproduccidn de las plantas, asi como también act(ian
como agentes protectores frente a la accion de patdgenos, es por eso que lo observamos en

secreciones como mecanismo de defensa (Hernandez Zarate et al., 2018).
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Los fenoles y flavonoides son conocidos por sus actividades antioxidantes, actividad
antimicrobiana, antifingica y antiviral, ya que tiene accion directa contra virus, bacterias y hongos,
al igual que la inhibicién de factores de virulencia, resistencia y multiplicacion. También tienen
efecto antinflamatorio, regenerativo, inmunomodulador ( Sulaeman et al., 2019).

Laactividad antioxidante y antimicrobiana del propéleo se atribuye principalmente a fenoles como:
acido benzoico, &cido cafeico, acido ferulico, acido cinamico, acido p-cumarico, éster fenetilico de
acido cafeico y artepillin C y flavonoides como: acacetina, apigenina, arisina, galangina,
kaempferol, naringenina, pinobanksina, pinocembrina y quercetina (Pobiega et al., 2019).

Los diferentes compuestos encontrados en propéleos difieren en tipo de fenoles y flavonoides
presentes, asi como en concentracién y por con consecuencia en su actividad bioldgica, estas
diferencias estan relacionadas con el origen botanico de los propdleos (Chen et al., 2019).

La actividad antioxidante del propdleo ha motivo diversas investigaciones en los ultimos afios, ya
que los propdleos han destacado como un antioxidante de origen natural, para la prevencién y
tratamiento de diversas enfermedades de origen oxidativo (Bankova et al., 2005).

Un estudio realizado en ratones cardidpatas por estrés oxidativo, en donde se comparo el efecto
protector del propoleo evaluando la sinergia de los diferentes flavonoides presentes en el propdleo,
contra el efecto individual de flavonoides obtenidos de mieles mono florales de girasol, se
demostrando un mayor efecto en ratones tratados con los flavonoides extraidos del propdleo,
demostrando no solo la cantidad de flavonoides presentes es importante para su funcionamiento
biolégico, sino también la diversidad de flavonoides, ya que al tener mayor diversidad de
flavonoides mayor seré la sinergia entre estos mismos consiguiendo asi un mayor efecto bioldgico
(Chopra et al., 1995).

De igual manera se observo el efecto del CAPE y del a-tocoferol, en ratas con lesiones cerebrales
(isquemia cerebral), generadas por la liberacion de radicales libres. Los resultados mostraron que
la administracion aguda de CAPE y a-tocoferol suprimen la isquemia inducida por la peroxidacion
lipidica y el dafio cerebral, encontrandose que el CAPE ofrece una mayor ventaja terapéutica que
el a-tocoferol (Irmak et al., 2003).

Por otra parte, se evaluaron muestras de propdleos brasilefios para conocer el efecto
antiproliferativo de tumores malignos primarios (RC-58T/h/SA#4), derivados de células de cancer
prostatico humano, los cuales mostraron capacidad anti proliferativa In vitro de estas células.
(Machado et al., 2016).
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El método DPPH (2,2-diphenyl-1-pi-crylhydroxyl) es una técnica utilizada para evaluar la
capacidad antioxidante de compuestos quimicos, extractos de plantas o alimentos. EI DPPH, que
es un radical libre orgénico con un color pdrpura oscuro. Cuando un antioxidante reacciona con el
radical DPPH, este ultimo se reduce, cambiando su color de purpura a amarillo palido. La medida
del cambio de color este refleja la capacidad antioxidante de una muestra.

Un estudio con extractos etanolicos de propoleos (EEP) recolectados en las regiones de Mingchien,
Fangliao y Taipie (Taiwan). (100pug/mL) mostrd valores superiores a 80% de actividad antiradical,
demostrando que los extractos de propoleo evaluados presentan fuerte inhibicidn alta actividad
antioxidante (Li-Chang et al.,2003).

También, un estudio demostro la actividad antimicrobiana de muestras de propdleos recolectadas
en diferentes areas del desierto de Sonora (Noroeste de México). Los microorganismos utilizados
para este estudio fueron bacterias Gram positivas (S. aureus, E. faecalis y L. monocytogenes) y
Gram negativas (E. coli y P. aeruginosa), utilizando extractos etanolicos de propoleo (400, 200,
100 y 50 pg mL-1). En todas las concentraciones de propoleos evaluadas, no se presentd efecto
alguno sobre bacterias Gram negativas. Mientras que en las bacterias Gram positivas, S. aureus,
fue el microorganismo sobre el que se encontrd la mas alta efectividad. La actividad antimicrobiana
de los propdleos esta relacionada con la presencia de algunos compuestos fendlicos como la
acacetina, CAPE, crisina, galangina, pinocembrina, pinobanksina y naringenina (Velazquez et al.,
2007).

Una préactica importante en la actualidad es el uso como coadyuvante en el tratamiento de
infecciones de origen bacteriano ya que el propdleo tiene sinergia con antibiéticos. Propdleos
evaluados mostraron un mayor efecto bactericida utilizandolos en conjuntos con antibiéticos que
de forma individual. Se mostr6 la capacidad de inhibir Staphylococccus aureus, resistente a la
meticilina, ademas de que mostrd una gran sinergia con antibiéticos B-lactamicos como ampicilina
y oxacilina. (Wang et al., 2022)

Se ha observado en diferentes estudios la actividad In vitro anti proliferativa contra linea de células
de cancer humano como en cepas B16F10 (Melanoma) y contra lineas de células de cancer canino
OSCA-8 (Osteosarcoma) (Machado et al.,. 2016; Mora et al., 2019).

Estudios sefialan que el éster fenetilico del acido cafeico, interviene en la proteina quinasa a través
de la modificacion del pakl involucrada en vias de sefializacion intracelular, adhesion celular,
migracion, proliferacién, apoptosis, mitosis, también describe que el acido cafeico inhibe factores

pro inflamatorios como el factor de transcripcion nuclear kappa (NF-B), y la ciclooxigenasa-2
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(COX-2), otros estudios describen que la quercetina tiene las capacidades de modificar la
membrana bacteriana y disminuir la motilidad (menor virulencia), también se describe que
diferentes flavonoides tanto individualmente como en conjunto acttian en la inhibicién de la sintesis
de ADN y ARN, tener la capacidad de afectar, pero en menor grado a la sintesis de proteinas y
lipidos (Maruta et al., 2020 ).

2.10. Estudios del Propéleo

Con el desarrollo de técnicas de separacion y purificacion se han identificado compuestos en el
propdleo incluyendo flavonoides, terpenos, fenoles y sus ésteres, azlcares, hidrocarburos y
elementos minerales. El propoleo natural no puede utilizarse como materia prima y debe ser
purificado por extraccion para eliminar el material inerte al igual que concentrar y conservar la
fraccion polifendlica, en la cual se encuentra los fenoles y flavonoides. A esta fraccién se le
atribuyen mas efectos bioldgicos que a los deméas componentes del propoleo. Es por eso que el
analisis de estos compuestos ha recibido mas atencion (Bankova et al., 2016).

Existen diferentes métodos de extraccion de propéleo, el mas utilizado y recomendado es el
mencionado en la Norma oficial Mexicana Propdleos, produccion y especificaciones para su
procesamiento NOM-003-SAG/GAN-2017.

Estudios del propdleo realizan andlisis intentado determinar principalmente los compuestos
fendlicos y flavonoides totales, mediante la absorbancia por espectrofotometria, asi como
compuestos especificos por medio de técnicas cromatograficas como la liquida o de gases. Otros
estudios del propéleo se centran también en determinar su actividad antioxidante In vitro mediante
los métodos DPPH y ABTS, asi como su actividad bactericida mediante difusion de disco o
difusion de agar contra E. coli y S. aureus, ya que estos microrganismos son los principales
causantes de malestares en la salud publica (Manchado et al., 2016).

Cuantificar compuestos como fenoles y flavonoides totales, asi como especificos, al igual que
ciertas actividades bioldgicas como actividad antioxidante In vitro (Cuadro 1) y actividad
bactericida, ayuda a caracterizar de forma general el propdleo estudiado.
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Cuadro 1. Comparacion de Fenoles, Flavonoides y Actividad antioxidante In vitro por el método
DPPH de extractos de propdleo en diferentes fuentes botanicas; A: Populos spp; B: Quercus spp;
C: Dalbergia ecastophyllum; D: Baccharis dracunculifolia; G: Eucalyptus globulus L; H: Ricinus
communis L.; I: Callistemon citrinus; J: Pinus teocote Schltdl.

Region/Autor Caracteristicas de | Fenoles Flavonoides | DPPH | Fuente
extracto mgEAG/g | mgEQ/g Mg/mL | botanica
Cuautitlan lzcalli, Tiempo-7 d 290 40 86.6 G, H, I
Estado de México EtOH-80%
Rodriguez-Pérez et Prop6leo-30%
al., 2020
El oro y villa del Tiempo-7 d 69 7 53 B,J
carbon, Estado de EtOH-80%
México Rodriguez- Propéleo-20%
Pérez et al., 2020
Mesa san Agustin, Tiempo-10d 31 49 -- -
Guanajuato, México EtOH-80%
Hernandez et al., 2016 Prop6leo-20%
El terrero, Tiempo-10d 131 152 -- -
Guanajuato, México EtOH-70%
Hernandez et al., 2016 Prop6leo-30%
Sergipe, Brasil, Tiempo 48 h 300 58 89 C
Machado et al., 2016 | EtOH-70%
Propoleo-30%
Minas Gerais, Brasil Tiempo 48 h 181.71 46 95 D
Machado et al., 2016 | EtOH-70%
Propoleo-30%
Rio Grande do Soul, Tiempo-48 h 111 27.72 163 --
Brasil EtOH-70%
Machado et al., 2016 | propgleo-30%
Francia. Gardana et Tiempo-7 d 270 106 -- -
al., 2007 EtOH-80%
Propoleo-30%
Francia. Gardana et Tiempo-7 d 250 124 -- -
al., 2007 EtOH-80%
Propoleo-30%
Polonia. Sochaetal., | Tiempo-7d 197.14 62.04 -- A
2014 EtOH-70%
Prop6leo-30%
Polonia. Sochaetal., | Tiempo-7d 153.04 35.64 -- A
2014 EtOH-70%
Propoleo-30%
Taiwan. Chen et al., Tiempo-7 d 220 15 90 D
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2018 EtOH-96%
Prop6leo-10%

Taiwan. Chen et al., Tiempo-2 d 190 14 92 D
2018 EtOH-70%
Propoleo-10%

2.11. Produccion del Propdleo

En la industria alimentaria y farmacéutica los productos de abejas mas utilizados incluyen miel,
propoleo, jalea real, polen de abeja, cera de abeja y veneno de abeja. Sin embargo, el propdleo, ain
cuando se ha utilizado por mucho tiempo es en el afio 2010, cuando se incrementé su uso,
principalmente en paises como China, Japén, Rusia Dinamarca, Francia, Alemania, y Estados
Unidos de América. Actualmente los paises mas productores son China, Japon, Rusia, Brasil,
Argentina, Cuba, Chile, Uruguay y Canada. Siendo los paises con mas patentes sobre el propdleo:
China, Japon y en tercer lugar Rusia, la mayoria de estas para el uso de la higiene y salud bucal.
La limitada produccion de propdleo en México se debe al tipo de apicultura practicada en nuestro
pais, la cual se enfoca principalmente a la extraccion de miel; paralelamente, Ignorancia sobre el
valor farmacéutico, las técnicas para su obtencion y la falta de empresas que demanden su compra,
contribuyen al lento desarrollo de su produccion y uso.

En México el dato mas actual que tiene es en el 2017 en donde se registré una produccién de
8,156kg de propdleo en todo el pais, siendo los principales productores el estado de Michoacéan
con 2000 kg, seguido de Oaxaca y Morelos con 900 kg de ambas entidades federativas y en tercer
lugar quedo Guerrero con una produccion de 820 kg, datos del Sistema de Informacién
Agroalimentaria de Consulta (SIACON, 2017).
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3. HIPOTESIS.

El propdleo de la regién de Cuauhtémoc, contienen fenoles, flavonoides, y una actividad
antioxidante y antimicrobiana similar a los propdleos verde y rojo de Brasil, asi como a los
propodleos de dlamo de zonas templadas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Determinar cuantitativa y cualitativamente los compuestos quimicos del propdleo obtenido de Apis
mellifera en la region de Cuauhtémoc, Chihuahua, evaluar su actividad antimicrobiana en bacterias

Gram positivas y Gram negativas, asi como determinar su actividad antioxidante In vitro.

4.2. Objetivos Especificos.

Determinar la concentracion de fenoles y flavonoides totales de prop6leos cosechados en la region
de Cuauhtémoc, Chihuahua.

Evaluar la capacidad antioxidante de propéleos obtenidos en la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua.
Evaluar la concentracién minima inhibitoria y concentracion minima bactericida de propéleos
cosechados en la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua, en cultivos de Melissococcus plutonius,

Escherichia coliy Staphylococcus aureus.
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en cuatro apiarios, localizados en la region de Cuauhtémoc,
Chihuahua, (Cuadro 2). De cada apiario se seleccionaron tres colonias de abejas (unidad
experimental), con la finalidad de colocar trampas de propoleo tipo malla (Figura 3).

Cuadro 2. Ubicacion de apiarios y especies dominantes de flora presentes; A: Pépulos spp.; B:
Quercus spp; C: Bidens pilosa; D: Bidens ferilifolia; E: Verbascum thapsus

Ubicacion Vegetacion presente

Apiario 1 (Cusihuiriachi.Chi.,28.450159, -106.840560) B,D

Apiario 2 (Campo 25, Cuauhtémoc, Chi.,28.451017, -106.845562) ACD

Apiario 3 (EL Vergel, Cuauhtémoc, Chi.,28.433323, -106.857596) ACD

Apiario 4 (Campo 2B, Cuauhtémoc, Chi.,28.255099, -106.857211) C,D.E

5.1. Recoleccién de Propdleo en Grefia

Los apiarios evaluados fueron facilitados por apicultores de la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua,
se verificd que las colonias de abejas seleccionadas (tres) contaran con 10 bastidores, con buenas
reservas de miel, polen y una poblacién de condiciones 6ptimas para la produccion.

En cada una de ellas se colocaron trampas de propéleo tipo malla por un periodo de 3 meses,
(Agosto-Noviembre del 2022).
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Figura 3. Colonia e abej con trampa d propdleo tipo malla. Apiario EL Vergel, Cuauhtémoc,
Chihuahua.

Una vez transcurrido ese tiempo, se retiraron las trampas de las colonias y se almacenaron en
refrigeradores a 0°C, hasta su procesamiento (Figura 4), esto con la finalidad de facilitar el retiro
del propdleo de las trampas, ya que al ser una sustancia resinosa a temperatura ambiente suelen ser
dificiles de manejar y a temperaturas bajas es quebradizo. Una vez cosechado el propdleo de la
trampa (Propdleo en grefia) se retiraron impurezas visibles. Posteriormente se molié con un

Nutribullet para finalmente pasarlo por un tamiz analitico con un equivalente métrico de 250 mm.
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Figura 4. Trampa de propdleo tipo malla, recolectada de los apiarios de la regién de Cuauhtémoc,
Chihuahua.

5.2. Evaluacion de Color

Para evaluar el color del propoleo se utilizé un colorimetro Minolta CR-300 (Minolta, Osaka,
Japdn), calibrado con un mosaico de calibracién de transmitancia cero CM-A100. Para lo cual las
lecturas se realizaron por triplicado en recipientes redondos con un didmetro de 2.8 cm por 1.2 cm.,
de alto. Se utilizo la escala CIELAB (L*, a*, b*) de acuerdo con la metodologia reportada por
Abedinia y colaboradores (2018).

La escala CIELAB (L*, a*, b*) es un modelo de color tridimensional utilizado para describir de
manera perceptual los colores. En este modelo: L* Representa la luminosidad o valor de
luminosidad, donde L* =0 es negro y L* = 100 es blanco, a* Representa la posicién del color en
el eje rojo-verde. Valores positivos de a* indican tonalidades de rojo, mientras que valores
negativos indican tonalidades de verde, b* Representa la posicion del color en el eje amarillo-azul.
Valores positivos de b* indican tonalidades de amarillo, mientras que valores negativos indican

tonalidades de azul.
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5.3. Analisis Proximal de Propdleo en Grefia

Se realiz6 un analisis proximal al propoleo en grefia para determinar el porcentaje de humedad,

lipidos, proteinas y cenizas como se describe a continuacion.

5.3.1. Determinacion de Porcentaje de Humedad.

La técnica utilizada para medir porcentaje de humedad fue el de la norma oficial mexicana NOM-
116-SSA1-1994. Se pes6 1g de propbleo de cada muestra en charolas secas a peso constante.
Posteriormente, la charola con la muestra se calentd en una estufa Shel Lab modelo 1370GM-2
(Sheblon Manufacturing, Inc., Oregoén, EE. UU.) a una temperatura de 105°C por un lapso de 24
h. Posteriormente esta se dejo enfriar en un desecador y se pesé. El contenido de humedad en la

muestra se calculd con la ecuacion:

_(P-Py

— 00 (1)

P = Peso del recipiente con la muestra himeda (g).
P1 = Peso del recipiente con la muestra seca (g).

P2 = Peso de la muestra (g)

5.3.2. Determinacion del Contenido de Lipidos.

Se utilizo el método para determinar la grasa cruda de AOAC (Official Method 954.18).
Se coloco 1 g de propdleo en vasos papel filtro, se envolvio con cuidado para que no perdiera
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muestra, posteriormente se coloco dentro de un cartucho de extraccion con aro y se coloco en un
vaso para determinacion de grasa a un peso contante previamente pesado sin nada de muestra. A
este vaso se le coloco 60 mL de hexano y se coloco al equipo extractor (Figura 5), para iniciar con
el calentamiento del hexano y asi poder recupera los lipidos de los propoleos en los vasos de
inmersion, se esperd aproximadamente 40 min hasta que ya no se observo nada de hexano en los
vasos, se tomaron de la extraccion y se pasaron a la estufa a 105°C por 2 h para posteriormente
pesarlos y calcular su porcentaje de lipidos.

_ (1)
%=">"x100  (2)

P = Peso del recipiente (g).
P1 = Peso del recipiente con grasa recuperada (g).

P2 = Peso de la muestra (g)

Figura 5. Equipo de recoleccion de hexano y recuperador de lipidos.
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5.3.3. Determinacién del Contenido de Proteinas.

Se utilizé el método Kjeldahl para la determinacion del contenido de proteina de los propdleos
(Figura 6), descrito por la AOAC (Official Method 991.22). A un tubo Kjeldahl con la muestra
(0.2g de propdleo), se afiadieron 0.6 g de selenio (catalizador). Se introdujo la muestra en tubos de
digestion y se le agregaron 5 mL de H2SO4 concentrado. El tubo se fijo en la unidad de digestion,
aparato Kjeldahl a 450°C durante 1 h. Luego de dejarse enfriar, se adicionaron 15 mL de agua
destilada y se paso al destilador. Se destilé por 5 min donde se adicion6 NaOH (50%) hasta que
dejo de reaccionar. Un tubo Falcon con 10 mL de acido borico (4%) y una gota de rojo de metilo
se situd en la salida de vapores del destilador. Se paso la solucién a un matraz Erlenmeyer y se

titulé con HCI (0.1 N). El contenido de proteina se calcul6 a partir de la siguiente relacion:

Titulado x Normalidad de 4cido x 1.4007
0 = ! ) %6.25  (3)

Peso de la muestra

Normalidad del &cido (HCI) = 0.1N
Peso de la muestra = 1mL

Factor de conversion de proteina general = 6.25
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Figura 6. Unidad de digestion, aparato Kjeldahl utilizada para medir el contenido de proteinas
presentes en los propdleos.

5.3.4. Determinacion del Porcentaje de Ceniza.

Se determiné el contenido de ceniza por la metodologia descrita por AOAC (Official Method
945.46). Se pesé 1 g de propdleo de cada muestra en crisoles de porcelana secos a peso constante.
El material fue calentado en la vitrina de gases para carbonizar la materia organica. Posteriormente
se colocé el crisol con la muestra a un horno a 550°C durante 3 h (Figura 7). Se enfrié en un

desecador y se peso inmediatamente El contenido de cenizas se calculé con la siguiente ecuacion:

_ (P-P1)

0,
% (P2—P3)

x100 (4)

P = Peso del crisol con la muestra calcinada (g).
P1 = Peso del crisol (g).
P2 = Peso del crisol con la muestra (g).
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P3 = Peso del crisol con muestra final (g)

Figura 7. Horno mufla (47900 Fumance) utilizado para obtencion de los valores de ceniza de los
propoleos.

5.4. Preparacion de Extractos Etanolicos de Propdleo (EEP)

Se procedié a elaborar los extractos etandlicos de propoleo, mediante el método descrito por
Machado et al., (2016), utilizando como solvente alcohol de cafia al 70%, el cual se elabor6 a partir
de alcohol de cafia al 96%. Se tomaron 2 g de propéleo en grefia, previamente molido y tamizado
(libre de materia extrafia) y se coloco en tu tuvo de 50 mL para posteriormente aforarlo a 20 mL
con alcohol de cafia al 70%. La mezcla de propdleo y alcohol fue sometida a agitacion constante
durante 48 h a una temperatura de 25°C a 160 RPM (incubadora con agitacion Thermo Scientific).
Una vez transcurrido las 48 h, se filtré por gravedad 3 veces, utilizando papel Whatman No 4. Los
extractos se obtuvieron con una concentracién de 100 mg/mL y estos fueron conservados a una

temperatura de 4°C para su posterior analisis.
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5.5. Cuantificacion de Compuestos Fendlicos Totales en EEP

La cuantificacion de fenoles totales se llevdé a cabo mediante la metodologia utilizado por
Rodriguez-Pérez y colaboradores (2020), utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Esta es una
técnica quimica que permite cuantificar la cantidad de compuestos fendlicos presentes en una
muestra. Implica la preparacion de la muestra, la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu, la
medicion de la absorbancia a una longitud de onda de x nm y el célculo de la concentracion
utilizando una curva de calibracion usando &cido galico (AG) como estandar en el rango de
concentracion de 0.00125mg/mL hasta 0.08mg/mL. Estas soluciones se obtuvieron diluyendo una
solucion madre de EAG a 0.160mg/mL.

Las diferentes concentraciones de AG se obtuvieron de la siguiente manera; Se pes6é 1.6 mg de
acido galico que posteriormente se aforo a un volumen de 10mL con metanol, obteniendo una
concentracion de 0.160 mg/mL, partiendo de una concentracion para realizar las siguientes
diluciones:

Concentracion 7 =1 mL de AG (0.160mg/mL) + 1 mL de H20 = 0.08 mg/mL

Concentracion 6 = 1 mL de “Concentracion 7 + 1 mL de H20 = 0.04 mg/mL

Concentracion 5 =1 mL de “C6” + 1 mL de H,0 = 0.02 mg/mL

Concentracion 4 = 1 mL de “C5” + 1 mL de H>O = 0.01 mg/mL

Concentracion 3 =1 mL de “C4” + 1 mL de H>O = 0.005 mg/mL

Concentracion 2 =1 mL de “C3” + 1 mL de H>0 = 0.0025 mg/mL

Concentracion 1 =1 mL de “C2” + 1 mL de H.0 = 0.00125 mg/mL

Posteriormente se preparo carbonato de sodio (Na2COs) al 20%. Se pesaron 4 g de carbonato de
sodio y disolvio en 20 mL de H20O a una temperatura de 50°C.

Una vez preparadas las diferentes soluciones. Las 7 concentraciones de EAG fueron procesadas
determinado la absorbancia en un espectrofotometro EVOLUTION 201 UV-Visible de la marca
Thermo SCIENTIFIC a una longitud de onda de 750 nm.

El proceso de las 7 concentraciones fue de la siguiente manera:

Se colocaron 500 pL de cada una de las diferentes concentraciones en un tubo de 5 mL, luego se
les afiadié 3 mL de H20 y 250 uL de reactivo Folin-Ciocalteu, se dejaron reaccionar por 5 min

para luego afadirles 750 pL de carbonato de sodio al 20% y aforarlas a 5 mL. Se dejaron reaccionar
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por 60 min, después se determind la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. Siendo estos
datos los referentes para obtener nuestra curva de calibraciéon, siendo las diferentes concentraciones
lo que representa los valores del eje de las abscisas y siendo la absorbancia lo que represente a los
valores del eje de las ordenadas.

Una vez obtenida la curva (r>>0.98) se procedié a evaluar las muestras de propdleo de manera
similar.

Diluyendo el propdleo 1:1000, tomando 10 pL de EEP para aforarlo a 10 mL con H2O quedando
con una concentracion de 100 pg/mL.

La curva de calibracion fue comprobada al medir EAG a una concentracion de 25 pg/mL, el cual
se procesd y midid igual que las muestras, coincidiendo los valores de absorbencia, con los de la

curva de calibracién.

5.6. Cuantificacién de Compuestos de Flavonoides Totales en EEP

Los anélisis para determinar la cantidad de flavonoides totales en los extractos de propéleos se
realizaron segun el método espectrofotométrico descrito por Rodriguez y colaboradores (2020).
La cuantificacion de flavonoides totales en los EEP se llevo mediante una técnica de colorimetria,
por el metodo de tricloruro de aluminio (ALCL3). Este método se basa en la coloracion que se
forma entre los flavonoides y el cloruro de aluminio en presencia acido fuerte como el &cido
clorhidrico, estas reacciones tienen una absorbancia maxima a una longitud de onda especifica, la
cual se utiliza para cuantificar cantidad de flavonoides presentes los extractos etanolicos de
propdleos.

Para la medicion primero se prepar6 un estandar con quercetina (EQ) para hacer la curva de
calibracion. El estandar se prepar6 pesando 10.6 mg de quercetina (C1sH1007) y aforandolo a 10
mL de metanol puro, obteniendo una concentracion de 1.06 mg/mL. La quercetina a esta
concentracion la llamamos solucién madre (SM), partiendo de esta concentracion de EQ, se realizo
la solucidn stock (SS), la cual se obtuvo tomando 1 mL de SM vy se aforo a 10 mL con metanol,
obtenido una concentracion de 106 pg/mL de EQ. Una vez obtenida nuestra solucion stock se

realizaron las diferentes concentraciones de la siguiente manera:
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Concentracion 1 = 10 pL “SS” + 990 pL de metanol al 50% = 1.06 pg/mL

Concentracion 2 = 30 pL “SS” + 970 pL de metanol al 50% = 3.18 pg/mL

Concentracion 3 =50 pL “SS” + 950 uL de metanol al 50% = 5.3 pug/mL

Concentracion 4 = 70 pL “SS” + 930 L de metanol al 50% = 7.42 pg/mL

Concentracion 5 =90 pL “SS” + 910 pL de metanol al 50% = 9.54 pg/mL

Concentracion 6 = 110 pL “SS” + 890 pL de metanol al 50% = 11.66 pg/mL

Una vez preparadas estas concentraciones se preparoé el tricloruro de aluminio al 2% pesando 500
mg de tricloruro de aluminio (AICIz), el cual se afor6 a 25 mL con agua destilada. Luego las
concentraciones fueron procesadas, para posteriormente determinar la absorbancia con un
espectrofotometro EVOLUTION 201 UV-Visible de la marca Thermo SCIENTIFIC a una longitud
de onda de 430 nm.

Las 6 concentraciones fueron procesadas de la siguiente manera:

Se colocd 1 mL de cada concentracion en tubos de 5 mL, se les agrego 1 mL de metanol al 50%,
después se agregd 1 mL de AICIz dejando reposar durante 30 min, en la oscuridad, después se
midié la absorbancia en una longitud de onda de 430 nm, con estos datos sé elaboro la curva de
calibracion, siendo las concentraciones lo que represente los valores del eje de las abscisas y
absorbancia el eje de las ordenadas.

Una vez obtenida la curva (r>>0.98) se procedié a evaluar las muestras de manera similar.

Las muestras de propdleo se diluyeron 1:1000, tomando 10 pL de EEP para aforarlo a 10 mL con
metanol al 50% quedando a una concentracion de 100 pg/mL, después se tom6 1 mL de esta
concentracion (100 pg/mL) y se le afiadié 1 mL de metanol al 50% obteniendo una dilucidn final
de 1:2000 a una concentracion 50 pg/mL. Las muestras recibieron el mismo proceso que se utilizo
para cuantificar las diferentes concentraciones del estandar para la curva de calibracion.

Los EEP se procesaron de la siguiente manera:

Se colocd 1 mL de cada una de las muestras de EEP (50 pug/mL) en tubos de 5 mL, luego se coloco
1 mL de metanol al 50% junto con 1 mL de tricloruro de aluminio al 2%, y se dejaron reposar
durante 30 min sin contacto con la luz, después se medid su absorbancia a una onda de 430 nm.
La curva de calibracion fue comprobada al medir EQ a una concentracion de 7.42 ug/mL, el cual
se procesd y midio igual que las muestras, coincidiendo los valores de absorbencia, con los de la

curva de calibracion.
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5.7. Determinacion de la Actividad Antioxidante In vitro (DPPH) en EEP

Se adaptd el método de DPPH propuesto por Martinsen y colaboradores (2019) midiendo el efecto
sobre los radicales libres 2,2-diphenyl-1-pi-crylhydroxyl, calculando a través de una formula de
regresion lineal y = a + 8 x , al igual que los reactivos y el orden en que se utilizaron fue basados
en la técnica utilizada por Machado et al., (2016).

Este método se realiz6 tomando las mediciones de absorbancias a una onda de 540 nm, para lo cual
se utilizo un espectrofotometro EVOLUTION 201 UV-Visible de la marca Thermo SCIENTIFIC.
Se preparo el reactivo DPPH pesando 2 mg, los cuales fueron aforados en 50 mL de metanol, se
midio su absorbancia a una onda de 540 nm ajustandolo a una absorbancia de 0.7 nm.

Se midieron 3 diferentes concentraciones de cada EEP, los cuales se obtuvieron de la siguiente
manera:

Se diluyeron los EEP (100 mg/mL) en una relacién 1:100 colocando 10 pL de EEP + 990 ul de
metanol al 50%, obteniendo asi nuestros extractos etanolicos de propéleo diluidos (EEPd) a una
concentracion 1 mg/mL, después de cada EEPd se obtuvieron tres concentraciones de la siguiente
manera:

Concentracion 1= 100 pl de “EEPd” + 900 pl de metanol al 50% = 100 pg/mL

Concentracion 2= 200 pl de “EEPd” + 800 pl de metanol al 50% = 200 pg/mL

Concentracion 3= 300 pl de “EEPd” + 700 pl de metanol al 50% = 300 pg/mL

Obteniendo un valor maximo de 300 pg/mL, intermedio de 200 pg/mL y minimo de 100 pg/mL,
a excepcion de una muestra que se utilizo el doble de cada concentracién (200,400 y 600 pg/mL).
Se colocaron 250 pl de las diferentes concentraciones de cada EEP en tubos de 3 mL, después se
les agrego 750 pl del reactivo DPPH, se dejd reaccionar por 30 min para luego medir su absorbancia
a una onda de 540 nm.

Como control negativo se utilizd metanol al 50%. Afiadiendo a un tubo de ensayo 250 pl de metanol
al 50% y 750 pl de reactivo DPPH para medir su absorbancia a una onda de 540 nm. Se observo
que el metanol al 50% no tuvo efecto contra el radical DPPH, el cual refleja la nula inhibicion del

metanol en contra del DPPH. Para medir su inhibicion, se utilizé la siguiente formula
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Absorbancia de control negativo

% de reduccion = 100 — ( ) (5)

Absorbancia de la muestra

Obteniendo los datos necesarios para nuestra grafica. Las concentraciones dan los valores del eje
de las abscisas y el porcentaje de reduccion nos da los valores del eje de las ordenadas. Al aplicar
la formula de regresion lineal (y = a + 8 X ) obtendremos la concentracion necesaria para inhibir

el 50% del radical DPPH, asi determinando la capacidad antioxidante In vitro (IC50).
5.8. Determinacion de la Actividad Antimicrobiana de EEP.

Los andlisis para determinar la actividad antimicrobiana en los extractos de prop6leos, se realizaron
utilizando el método presentado por Rodriguez-Pérez et al., (2020)

La micro dilucion en caldo se realiz6 para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI), y la concentracién minima bactericida (CMB), utilizando la técnica de micro dilucién en
caldo, y la técnica de sembrado por extension.

La suspensidn de los microorganismos en los diferentes caldos de cultivos se realizé de la
siguiente manera:

Para el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus se utiliz6 caldo de soya con
tripticaseina (30 g/mL).

Se transfirieron 10 pl de caldo inoculado con Escherichia coli y Staphylococcus aureus en 990
uL de caldo soya tripticaseina, siendo sometidas a diferentes concentraciones de EEP entre 0.1
mg/mL y 2.4 mg/mL incubando a una temperatura de 37°C por un tiempo de 24h para, las
bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Debido a la reaccion de los flavonoides con el agua estos hacen que un medio acuso se tifia
blanco haciendo imposible medir su absorbancia, es por esta razon que se evaluaron mediante la
técnica de sembrado por extension, utilizando agares de soya tripticaseina a una concentracion de
30 g/L, agar bacterioldgico 7.5 g/L para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, Utilizando
una cantidad de 100 ul de las diferentes concentraciones de EEP ya inoculadas y extendiéndolas
con una esparcidor de células en cajas Petri, dejandolas incubando a una temperatura de 37°C por
24 h.
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Para el crecimiento de Melissococcus plutonius se utilizo caldo infusion cerebro corazén (BHI);
(37 g/L), fosfato de potasio (20.41 g/L), dextrosa (10 g/L) a un pH de 6.4.

Para determinar el efecto antimicrobiano de los EEP, se inocularon por la técnica de extension 100
ul de caldo con Melissococcus plutonius en cajas petri conteniendo medio BHI, posteriormente se
colocaron 5 pL de cada concentracién de los EEP (20,30 y 40 mg/mL), los cuales se incubaron en
anaerobiosis a una temperatura de 37°C por 5 d, transcurrido ese tiempo se midieron los halos de

inhibicidn con un vernier digital (TRUPER) reportando las medidas en mm.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de anélisis de varianza
(Anova), utilizando una prueba de Tukey con un nivel de significancia de p < 0.05 para las
comparaciones de medias. Utilizando el software SAS (Statistical Analysis System). Version 9.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

Las trampas fueron colocadas entre el 29 de agosto y el 4 de septiembre del 2022, y sé
retiraron entre el 1 y el 16 de noviembre del mismo afio (Figura 8). Al evaluar el promedio de
propoleo por apiario la mayor cantidad se obtuvo en las colmenas ubicadas en el apiario del campo
2B con 70.2 g/trampa, mientras que el menor valor se registro en el apiario localizado en
Cusihuiriachi con un promedio de 27.30 g/trampa, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre estos, debido a la variabilidad en la recoleccion del propéleo en las colmenas

dentro de cada apiario (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Promedio de propéleo en grefia obtenido de diferentes apiarios en Cuauhtémoc
Chihuahua. Las medias indexadas con una letra diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Apiario Propdleo recuperado (g) | D.S.
Cusihuiriachi 27.30% 5.89
Campo 25 48.6° 33.8
El Vergel 40.3% 28.3
Campo 2B 70.2° 44.7

7.1. Andlisis de Colorimetria.

Al evaluar la Luminosidad (L*) en propdleos obtenidos en los diferentes apiarios, se encontraron
diferencias significativas inicamente en las localidades de Cusihuiriachi y El Vergel, mostrando
un color mas claro los propdleos recolectados en Cusihuiriachi con un valor promedio de L*=69.98,
siendo mas obscuros los recolectados en El Vergel con L*=54.85 (Cuadro 4). De igual manera al
evaluar el valor de a* (Rojo/Verde), los Unicos propdleos que mostraron diferencias significativas
en este parametro corresponden a Cusihuiriachi y a los propoleos recolectados en el Campo 25,
presentando las muestras recolectadas de Cusihuiriachi un color verde amarillento (a*=-1.09), que
las del Campo 25 teniendo una tonalidad verde ligeramente, pero menos amarillenta (a*=-3.68).
Mientras que al analizar b* (amarillo/azul), tnicamente los propéleos de la region de Cusihuiriachi
y EI Campo 2B, fueron estadisticamente diferentes a los propoleos de El Vergel, el cual registré el
menor valor con b*=18.20, (Cuadro 4). Al determinar el color del propdleo de forma general en
los cuatro regiones, se observo que los propéleos tienen tonalidades de color amarillas y verdes y
que no hay diferencias significativas entre las regiones de Cusihuiriachi y el Campo 2B, sin
embargo, en la region de Cusihuiriachi al tener diferentes valores L*=68.98%, a*=-1.09% y
b*=27.49% su color es ligeramente méas amarillo que los demés (Figura 10). De igual manera el
propdleo con un color verde menos amarillo se detect6 en los propoleos de los apiarios ubicados
en la region El Vergel L*=54.85°, a*=-2.27% y b*=18.20° (Figura 10).
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Cuadro 4. Colorimetria de propoleos en grefia obtenidos en apiarios de la region de Cuauhtémoc,
Chihuahua Las medias indexadas con una letra diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Apiario L* a* b*
Cusihuiriachi 68.98? -1.09? 27.492
Campo 25 61.95% -3.68° 25.15%
EL Vergel 54.85° -2.27% 18.20P
Campo 2B 61.93% -3.25% 28.77°

Figura 9. Muestras de Propdleos obtenidos de apiarios localizados en cuatro ubicaciones de la
region de Cuauhtémoc. Chih., A= Cusihuiriachi; B= Campo 25; C= El Vergel; D= Campo 2B

El color en los propoleos esta relacionado a la cantidad y tipos de resinas que éstos contienen, en
el caso de la region de Cuauhtémoc al ser un clima templado semi himedo se obtuvieron prop6leos
de color verdoso amarillento, similar a los mencionados por Bankova y colaboradores (2019)
quienes sefialan que debido a las principales fuentes botanicas en estos climas, como son plantas
lefiosas (arboles y arbustos), como los de la region, los propoleos obtenidos son verde amarillentos.
Estas fuentes, como las plantas lefiosas pueden proporcionar resinas a la colmena, aun cuando no
sea temporada de floracion, caso contrario con las plantas silvestres de temporada que solo estan
disponibles por periodos cortos, siempre y cuando las condiciones climatoldgicas sean las 6ptimas
para su desarrollo. De igual manera Rodriguez-Peres y colaboradores (2020), reportaron mediante
pruebas subjetivas (Observacion), que los colores de propdleos recolectados de origenes botanicos

de Eucalyptus globulus, Ricinus communis y Callistemon citrinus (Curtis), en Cuautitlan Izaclli
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del Estado de México presentaron un color marrén verdoso, con tinte amarillo, al igual que los
propodleos originarios de lapujahua-Senguio, Michoacén, de fuente botanica Pinus pseudostrobus
Lindl, los cuales fueron descritos como marrones verdosos con tintes amarillos, estos colores
también se observaron en propoleos de plantas con cuerpos lefiosos (arboles y arbustos) y silvestres

en la region de Tlacotalpan, Veracruz.

7.2. Analisis Proximal de Propdleo en Grefia

7.2.1. Contenido de Humedad Total.

Al determinar el contenido de humedad en los diferentes propdleos de la region de Cuauhtémoc,
Chih., no presentaron diferencias significativas entre ellos, con valores entre 11.7 y 15.06 %
(Figura 11). Siendo el propoleo con mayor contenido de humedad, el correspondiente al apiario
ubicado en el Campo 2B, con un 15.06 %, mientras que el prop6leo con menor contenido de
humedad correspondi6 al ubicado en Cusihuiriachi con 11.7 % (Figura 11).
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Figura 10. Determinacién del contenido total de humedad de propoleo recolectado en diferentes
apiarios de la region de Cuauhtémoc, Chihuahua. Las medias indexadas con una letra diferente
indica diferencia estadistica (P < 0.05).

En la regién encontramos propdleos con un porcentaje de humedad entre 11.71 y 15.06 %, esta
variacion en los porcentajes de humedad de los propoleos no es estadisticamente significativa. Esto
quiere decir que los propo6leos en la region de Cuauhtémoc tienen niveles de humedad similares y
que no hay diferencia observada significativa desde el punto de vista estadistico.

7.2.2. Contenido Total de Lipidos.

Los propoleos evaluados de la region de Cuauhtémoc, Chih., se encontraron conformados con una
cantidad de lipidos entre 32.23 y 50.50 % de su composicién total.

Presentando diferencias estadisticas entre los propdleos obtenidos de los diferentes apiarios,
registrandose una mayor cantidad de lipidos en los propoleos recolectados en Cusihuiriachi con
50.5 %, mientras el menor valor de lipidos, se registrd en los propdleos del apiario de la localidad
del Campo 25 con un 32.23 %, no presentando diferencias con los propéleos de las localidades de

El Vergel y del Campo 2B con valores de 44.26 y 46.87 % respectivamente (Figura 12).
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Figura 11. Determinacion del contenido total de lipidos en propdleo obtenido de las diferentes
localidades de la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua. Las medias indexadas con una letra diferente
indica diferencia estadistica (P < 0.05).

La cantidad de lipidos en los propoéleos de las localidades Campo 25 (32.23%) y Cusihuiriachi
(50.5%) fueron estadisticamente diferentes, esto pude estar relacionado con la cantidad y tipo de
flora, como se observa en el cuadro 2 hay diferente variedad de flora. La cantidad de lipidos
presentes en el propdleo esta relacionada con la presencia de &cidos grasos y en su mayoria por la
cantidad de cera utilizada para su elaboracion, esto provoca que la composicion del propdleo varie
segun la cantidad de resina disponible, cantidad de néctar disponible, necesidades de la colmenay
tipo de recoleccion. Las colmenas aun con numero de poblacion similar, pueden llegar a tener una
variabilidad en la recoleccion de propdleo, ya que su poblacion puede ser similar, pero el nimero
de abejas destinadas a la recoleccion puede ser menor lo que influye directamente en la

composicion de los insumos de la colmena (Pavlovic et al., 2020).

7.3.3. Contenido Total de Proteina.

Al determinar el contenido total de proteina, de igual manera se encontraron diferencias
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significativas entre los propéleos en los diferentes apiarios, siendo este mayor en los apiarios
ubicados en ElI Campo 25 y en el Campo 2B con valores de 2.12 y 2.49 % respectivamente.
Mientras el menor contenido de proteina se registré en los propdleos de Cusihuiriachi con 0.95 %

y del Vergel, el cual presentd 1.44 % del contenido total de proteina (Figura 13).
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Figura 12. Determinacion del contenido total de proteina de los propdleos de las diferentes
localidades de la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua. Las medias indexadas con una letra diferente
indica diferencia estadistica (P < 0.05).

En el contenido total de proteina de los propdleos encontramos entre 0.95 y 2.49 %. Siendo los del
apiario del campo 2B con un 2.49 % y del campo 25 con un 2.12 % los que obtuvieron mayor
cantidad de proteina, por otra parte los de menor cantidad de proteinas fueron los de Cusihuiriachi
con un 1.45% y del EI Vergel con un 0.95 %. Estudios realizados por Devequi-Nunes y
colaboradores (2018), reportaron valores semejantes a los reportados en este estudio con cantidades
de proteina entre 2.1y 2.5 %. Mientras que los propdleos analizados por Machado y colaboradores
(2016), presentaron un menor contenido de proteina con valores entre 0.8 y 6 %. Estas variaciones
en el contenido de proteinas en el propdleo se deben a la ubicacion geogréafica, flora presente,
factores ambientales y apicolas. La ubicacion geografica influye en la flora circundante y las

condiciones climéticas. La disponibilidad y tipo de polen, resinas y plantas, asi como las practicas
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de manejo de las colmenas y condiciones ambientales, también contribuyen a las diferencias en el
contenido de proteinas. Ademas, la variabilidad en las fuentes de resinas y polen recolectadas por
las abejas, explica las variaciones observadas en el propéleo de las distintas ubicaciones, en el caso
de los apiarios del Campo 25 y del Campo 2B fueron donde se obtuvieron mayores cosechas de
miel ese afio (Datos no mostrados), esto indica mayor presencia de flores y posiblemente mayor
presencia de polen, la cual repercute en el contenido de proteina.

7.3.4. Contenido Total de Ceniza.

Al analizar el contenido de cenizas, el mayor porcentaje con diferencias significativas se registro
en los apiarios ubicados en El vergel con 2.47, no presentando diferencias en los prop6leos de los
demés apiarios, los cuales presentaron valores de cenizas entre 0.50 y 1.13 (Figura 14).
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Figura 13. Determinacién del contenido total de ceniza de los propdleos de las diferentes
localidades de la region de Cuauhtémoc, Chihuahua. Las medias indexadas con una letra
diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).
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Al determinar el contenido total de cenizas encontramos una variacion con valores entre 0.51 a
2.47 % en donde los propoleos obtenidos de la ubicacion de EI Vergel fueron los que registraron
un mayor contenido total de cenizas con 2.47 % no presentandose diferencias significativas entre
los propdleos de las demas localidades (Figura 7). Estos datos concuerdan con Machado y
colaboradores (2016), quienes reportaron cantidades de cenizas entre 0.9 y 2.4 % al analizar 8
muestras de propdleo. De igual manera, al analizar 3 muestras de prop6leo Devequi-Nunes et al.,
(2018), reportaron valores entre 1.2 y 1.4 % de cenizas totales. La determinacion del contenido
total de cenizas en propoleo es crucial, ya que esta medicidn ofrece informacion valiosa sobre la
pureza y calidad del producto. La ceniza puede expresarse en los residuos inorganicos que
permanecen después de someter la muestra a combustion. Esto quiere decir que un exceso de
impurezas se puede ver reflejado en la cantidad de cenizas totales encontradas en los analisis
proximales de los propoleos en grefia, en México la NOM-003-SAG/GAN-2017 no describe ni un
pardmetro sobre la cantidad de cenizas permitidas en los propdleos, pero la Brazil. Ministry of
Health. National Health Surveillance Agency (ANVISA). (2001). Normative Instruction n°® 3 solo

permite un maximo de 5 % de contenido de ceniza total.

7.4. Compuestos Fenolicos Totales en los Extractos Etanélicos de Propoleo (EEP).

Las cantidades de compuestos fendlicos cuantificados en los propoleos de las distintas localidades
de la regién de Cuauhtémoc, Chih., tuvieron valores entre 193.12 y 214.13 mgEAG/g, siendo
estadisticamente iguales (Figura 15). Encontrando la mayor la cantidad de fenoles en el campo 2B
con 214.13 mgEAG/g, seguido por los propéleos de Cusihuiriachi con 203.47 mgEAG/g, mientras
que los valores obtenidos en ElI Vergel y el Campo 25 con 193.68 y 193.12 mgEAG/g
respectivamente (Figura 15).
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Figura 14. Determinacién del contenido de compuestos fendlicos de los propoleos de las diferentes
localidades de la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua. Las medias indexadas con una letra diferente
indica diferencia estadistica (P < 0.05).

La cantidad de fenoles detectados mostrd un rango de 193.12 mgEAG/g a 214.13 mgEAG/g no
teniendo diferencias significativas entre los propdleos evaluados. Con esto observamos que las de
resinas de las diferentes ubicaciones de la region pueden proporcionar prop6leos con cantidades
altas en contenido de fenoles.

En la mayoria de las investigaciones con EEP, se ha detectado mas de 170 mgEAG/g de fenoles.
Gardanay colaboradores (2007) caracterizaron por calidades los propéleos de acuerdo al contenido
de fenoles totales. Propoleos con cantidades de fenoles entre 110 mgeEAG/g a 140 mgEAG/g se
consideran de calidad aceptable, propdéleos con cantidades entre 140 mgEAG/g y 170 mgEAG/g
son considerados de una calidad buena y propdéleos con cantidades mayores a 170 mgeEAG/g son
considerados como calidad alta. Por lo que de acuerdo a estos autores, los propoleos estudiado
pueden considerarse son de alta calidad. Ademas que la NOM-003-SAG/GAN-2017 indica que
todo propoleo debe cumplir con al menos el 5 % de fenoles en su composicion total siendo una
cantidad equivalente a 50 mgEAG/g, obteniendo propoleos en la region de Cuauhtémoc hasta 4

veces mas el valor minimo permitido por la NOM-003-SAG/GAN-2017 Machado y colaboradores
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(2016), quienes reportaron cantidades de fenoles entre 110 y 198.77 mgEAG/g en propoleos en
zonas tropicales provenientes de flora Dalbergia ecastophyllum y Baccharis dracunculifolia.
Propoleos de zonas templadas originarios de flora Populus spp., fueron estudiados por Socha y
colaboradores (2015) quienes reportaron un contenido de fenoles entre 150 y 190 mgEAG/g. Sin
embargo, en propdleos del Centro de México (Estado de México, Michoacan y Veracruz) estudios
realizados por Rodriguez-Peréz y colaboradores (2020), al analizar 8 propoéleos, reportaron
cantidades de fenoles entre 12 y 191 mgEAG/mL, lo que nos indica la gran variabilidad que estos
pueden tener ya que la cantidad de fenoles presentes en el propoleo esta directamente relacionada
con la ubicacién geogréfica y el origen botanico de las resinas recolectadas. De aqui la importancia
de obtener propoéleos de alta calidad, debido a que los fenoles tienen una interaccion bioldgica con
organismos vivos, teniendo actividades benéficas como actividad antibacteriana, actividad
antiviral, actividad antioxidante, capacidad de inhibir la inflamacién y provocar analgesia.
Pahlavani y colaboradores (2019), menciona también que el propoleo interviene directamente con
procesos en el organismo estrechamente relacionado con enfermedades que provocan una mala
sefializacion y proliferacion celular, es por esto que es de suma importancia encontrar propdleos

con cantidades superiores a los 170 mgEAG/g, como los detectados en esta region.

7.5. Compuestos Flavonoides Totales de los EEP.

Al determinar la cantidad de flavonoides de los diferentes propoleos de la region, se obtuvieron
valores entre 33.36 y 36.7 mgEQ/g, no registrandose diferencias significativas entre ellos. Siendo
el apiario del Campo 2B el que obtuvo mayor cantidad de flavonoides con 36.7 mgEQ/g, mientras
que en Cusihuiriachi fueron de 34.46 mgEQ/g y finalizando con los propdleos del Campo 25y El
Vergel con 33.9 y 33.46 mgEQ/g respectivamente (Figura 16).
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Figura 15. Determinacion del contenido de flavonoides de las diferentes localidades de la region
de Cuauhtémoc, Chihuahua representado en estandar de Quercetina por gramo (mgEQ/g). Las
medias indexadas con una letra diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).

La cantidad de flavonoides registradas en los propéleos de las diferentes localidades, estuvieron
entre 33.36 y 36.70 mgEQ/g (3.3 y 3.7 %), no presentandose diferencias significativas entre los
propdleos evaluados. Estos valores sobrepasan las cantidades minimas requeridas establecidas por
la NOM-003-SAG/GAN-2017, la cual solicita, un minimo de 0.5 % equivalente a 5 mgEQ/g
Estudiados realizados por Machado y colaboradores (2016), con prop6leos de zonas tropicales
reportaron cantidades de flavonoides entre 24.4 y 58.2.6 mgEQ/g, mientras que en propdleos
provenientes de climas templados como Polonia, el contenido de flavonoides fue entre 35 y 62
mgEQ/g (Socha et al., 2015). Por otra parte estudios realizados por Herndndez-Zarate y
colaboradores (2018), en la regién de Guanajuato, México, reportaron cantidades de flavonoides
entre 13 y 246 mgEQ/mL. De acuerdo a los resultados obtenidos y a la cantidad de flavonoides
detectados en este estudio, con valores por debajo de los 36.70 mgEQ/g, su interaccion bioldgica
0 sus actividades benéficas como actividad antibacteriana, actividad antiviral, actividad
antioxidante, se podrian ver disminuidas (Gardana et al., 2007).
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7.6. Determinacion de la Capacidad Antioxidante In vitro (DPPH) de los EEP.

El mayor potencial antioxidante se registré en los propoleos del Campo 2B requiriendo una
concentracion de 92.94 ug/mL para lograr la 1C50, siendo estadisticamente diferentes los prop6leos
obtenidos de Cusihuiriachi, los cuales mostraron el menor potencial antioxidante requiriendo de
una concentracion de 296 pug/mL. De igual manera no sé registraron diferencias entre la IC50 de

las demas localidades (Figura 17).
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Figura 16. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los diferentes propdleos de las localidades
de la region de Cuauhtémoc, Chihuahua, para una inhibicion del 50 % del DPPH (IC50). Las
medias indexadas con una letra diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).

En los EEP evaluados encontramos diferencias significativas en la concentracidon necesaria para
IC50, con valores entre 92.97 y 296.93 pg/mL, siendo los propdleos del apiario del Campo 2B, los
que registraron un mayor efecto antioxidante con 92.97 ug/mL. La actividad antioxidante In vitro
de los EEP varian de acuerdo a la cantidad total de fenoles y flavonoides, sin embargo el tipo de
estos, también esta estrechamente relacionado con la actividad antioxidante, como los resultados

obtenidos en propoleos del estado de México, los cuales presentaron una buena capacidad
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antioxidante de 1C50 de 48 pg/mL, aun cuando sus valores de fenoles y flavonoides presentaron
una baja concentracion con 64 mgEA/g, y 19 mgEQ/g respectivamente (Rodriguez-Pérez y
colaboradores (2020). Por otra parte Devequi-Nunes y colaboradores (2018), utilizaron
concentraciones de 133.25 pg/mL para lograr una IC50, en propéleos tipo verde, mientras que en
los propdleos tipo marrén requirieron una concentracion de 159.54 pg/mL. Las variaciones en la
actividad antioxidante de igual manera se pueden obtener en las sinergias que estos mismos puedan
presentar, observando en ocasiones grandes variaciones en su activada antioxidante, asi como en
los propoleos estudiados por Rodriguez-Pérez y colaboradores (2020) quienes obtuvieron
concentraciones entre 26 y 950.4 pg/mL para una IC50.

Pahlavani y colaboradores (2020), mencionan que los principales compuestos antioxidantes del
propdleo estan en sus compuestos fenolicos, entre ellos la artepilina y los ésteres como es el caso
del propdleo tipo verde originario de la planta Baccharis dracunculifolia. Por otra parte Gardana y
colaboradores (2007), mencionan que los propéleos provenientes de Populus spp., contienen éster
fenetiilico de &cido cafeico que es de los componentes con mayor actividad antioxidantes en estos
propdleos.

La actividad antioxidante, es una funcion deseada en los suplementos alimenticios, ya que la
presencia de radicales libres en el organismo afecta la funcion celular. Suran y colaboradores
(2021), mencionan que la oxidacion y reduccién de radicales libres acttan directa o indirectamente
en el organismo causando problemas con el funcionamiento del organismo viéndose afectado
varios procesos y factores relacionados con la proliferacion celular, induccion de detencion del

ciclo celular y la apoptosis, asi como la intervencion de la sefializacién celular.

7.8 Determinacion de la Actividad Antimicrobiana de EEP.

Se logré determinar que los propdleos de la region de Cuauhtémoc mostraron efecto bactericida
sobre bacterias Gram positivas especificamente contra Staphylococcus aureus (Figuras 18 y 19) y
Melissococcus plutonius. Por otra parte, estos propdleos no presentaron efecto bactericida en
bacterias Gram negativas contra Escherichia coli. En el cuadro 5 se muestran las concentraciones
de los diferentes propoleos que fueron utilizados para obtener un efecto antimicrobiano frente a los

diferentes microrganismos, mostrando que estos no tienen efecto contra Escherichia coli.
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Figura 17. Crecimiento de Staphylococcus aureus en agar soya tripticaseina, después de estar
sometido 24 h a diferentes concentraciones de EEP.

Cuadro 5. Determinacién de la actividad antimicrobiana de EEP mediante la determinacién de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién minima de Bactericida (CMB).

Localidad Staphylococcus aureus | Escherichia coli. Melissococcus plutonius
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)
Cusihuiriachi 0.3 0.7 -- -- -- 20
Campo 25 0.3 0.7 -- -- -- 20
El Vergel 0.3 0.7 -- - - 20
Campo 2B 0.3 0.7 -- -- -- 20

Al determinar la actividad antimicrobiana In vitro de los prop6leos contra Staphylococcus aureus
el menor crecimiento de colonias se contabilizé en los tratamientos donde se aplicaron los

propdleos del Campo 25 con 2.2 log (UFC/mL), no presentando diferencias significativas con los
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resultados obtenidos con los propdleos de Cusihuiriachi con 2.5565 log (UFC/mL) y del Campo
2B con 2.9449 log (UFC/mL). Las Unicas diferencias significativas entre los propoleos analizados

se obtuvieron con el propoleo del Campo 25y El Vergel. (Figura 19).
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Figura 18. Determinacion del halo de inhibicion en Staphylococcus aureus con diferentes propdleos
de la regidon de Cuauhtémoc, Chihuahua. Las medias indexadas con una letra diferente indica
diferencia estadistica (P < 0.05).

Al determinar la concentracion de los propéleos que presentaron un mayor efecto bactericida contra
Staphylococcus aureus, podemos ver una tendencia, siendo menor el nimero de bacterias a una
mayor concentracién, siendo la concentracion de propéleo de 0.7 mg/mL, en donde se registro el

menor nimero de bacterias (Figura 20).
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Figura 19. Determinacion de la actividad antimicrobiana a Staphylococcus aureus, con diferentes

concentraciones de propoleo de la localidad de Cuauhtémoc Chihuahua. Las medias indexadas con

una letra diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Al evaluar el efecto antimicrobiano de los propoleos obtenidos de los apiarios en las diferentes
localidades de Cuauhtémoc Chihuahua, para el control de Melissococcus plutonius, no se
presentaron diferencias significativas entre ellos, sin embargo los valores obtenidos en los halos de
inhibicién fueron entre 16.8 y 19.1 mm (Figura 21). Dichos resultados son prometedores, para el
control de esta enfermedad en campo. De igual manera al evaluar las concentraciones de 20, 30 y
40 mg/mL, aun cuando la concentracion mas baja presentd el menor halo de inhibicién con 16.3
mm, esta podria utilizarse en campo y ver su efectividad en el control de Melissococcus plutonius.
Aun cuando las concentraciones de 30 y 40 mg/mL fueron en donde se obtuvieron mayores halos

de inhibicién con 18.3 y 19.6 mm respectivamente (Figura 22).
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Figura 20. Determinacion del halo de inhibicion en Melissococcus plutonius con diferentes
propdleos de la regién de Cuauhtémoc, Chihuahua Las medias indexadas con una letra diferente
indica diferencia estadistica (P < 0.05).
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Figura 21. Determinacion de la actividad antimicrobiana a Melissococcus plutonius, con diferentes
concentraciones de propoéleo de la localidad de Cuauhtéemoc Chihuahua Las medias indexadas con
una letra diferente indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Todos Los EEP de la region de Cuauhtémoc, Chihuahua, mostraron tener efecto antibacteriano,
determinando una concentracion minima inhibitoria (CMI) y una concentracion minima

bactericida (CMB) de 0.3 y 0.7 mg/mL respectivamente en el control de Staphylococcus aureus,
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mientras que para M. plutonius la CMB fue de 20 mg/mL. No detectdndose efecto contra
Escherichia coli, aun a concentraciones de 100 mg/mL, lo que nos indica un mayor efecto en
bacterias Gram positivo que en Gram negativas. Al evaluar el efecto bactericida de los diferentes
EEP, si se observaron diferencias significativa frente a Staphylococcus aureus, siendo los
propoleos del Campo 25 con la mejor actividad antimicrobiana reportando un crecimiento de 2.22
log(UFC/mL) y siendo los propéleos de El vergel los que obtuvieron menor efecto antimicrobiano
con 3.19 log(UFC/mL), La variabilidad en la actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus, indica que los propdleos pueden tener diferente calidad o tipos de fenoles y flavonoides
con menor actividad antimicrobiana. Estos hallazgos pueden tener implicaciones en la aplicacion
potencial de propoleos para combatir infecciones bacterianas, especialmente aquellas causadas por
bacterias Gram positivas.

En el cuadro 6., se muestra la actividad antimicrobiana de propdleos originarios de diferentes
regiones del mundo frente Staphylococcus aureus. Se observd que propoleos de la region de
Cuauhtémoc cuentan con actividad antimicrobiana similar o mejor a otras partes del mundo, como
la region de Brasil, la cual su propéleo mostré una CMB de 0.8 mg/mL o los evaluados en el

centro de México los cuales requirieron una CMB de 30 mg/mL.

Cuadro 6. Comparacion de la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida de propoleos de la region de Cuauhtémoc y otras regiones del mundo para el control de
Staphylococcus aureus (Machado et al., 2016; Rodriguez-Pérez et al., 2020)

Actividad antimicrobiana

Region (Fuente boténica) (Staphylococeus aureus)
CMI CMB (mg/mL)
(mg/mL) g

Cusihuiriachi, Chihuahua, México. (Quercus spp Yy Bidens 0.3 0.7
ferilifolia)
Campo 25, Cuauhtémoc, Chihuahua, México. (Populos spp, Bidens 0.3 0.7
pilosa y Bidens ferilifolia)
El Vergel, Cuauhtémoc, Chihuahua, México. (Populos spp, Bidens 0.3 0.7
pilosa Bidens ferilifolia)
Campo 2B, Cuauhtémoc, Chihuahua, México. (Bidens pilosa, 0.3 0.7
Bidens ferilifolia y Verbascum thapsus)
Brasil (Baccharis latifolia) 0.2 0.8
Brasil (Dalbergia ecastaphyllum) 0.05 0.8-0.4
Meéxico (Quercus spp. y Pinus spp.) 0.46 0.93
México (Quercus spp. Citrus sinensis y Citrus limon) 15 30
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De igual manera al evaluar la capacidad bactericida contra Melissococcus plutonius. Los propdleos
de las diferentes localidades no mostraron diferencias significativas entre ellos, registrandose halos
de inhibicion mayores a 16mm a una concentracion de 20 mg/mL. Estudios realizados por Murray
y colaboradores (2023), reportaron extractos de propéleo en colmenas ubicadas en Ohio.EUA,
con un efecto antimicrobiano de 1.14 mg/mL contra Melissococcus plutonius, efecto similar al
encontrado por el antibiotico

Respecto al efecto bactericida contra Escherichia coli., los propoleos de la region de Cuauhtémoc
no presentaron propiedades antimicrobianas a concentraciones altas 100 mg/mL. De igual manera
Velazquez y colaboradores (2007), mencionan que los propoleos de sonora tampoco presentaron
efecto contra Escherichia coli, De igual manera Murray y colaboradores (2023) reportaron que
propbleos de Ohio., presentaron un menor o nulo efecto contra bacterias Gram negativas. La
ausencia del efecto antibacteriano de los propdleos de la region contra Escherichia coli esta
relacionada posiblemente con en el tipo y cantidad de flavonoides, observando que en los
propoleos de la regién se reportaron cantidades de flavonoides menores a 34 mgEQ/mL, ademas
las bacterias Gram negativas, suelen ser mas resientes a los efectos bactericidas del propdleo debido
a la membrana lipidica que estas presentan.

Alotaibi y colaboradores (2021) mencionan que flavonoides como la quercetina afecta la
permeabilidad de la bacteria y la galagnina inhibe la sintesis de ADN o ARN. Estos mismos
compuestos fueron estudiados por Vargas-Sanchez y colaboradores (2014) demostrando que
individualmente tiene un efecto contra bacterias, también demostraron que los flavonoides tienen
la capacidad de disminuir la motilidad de la bacteria disminuyendo la patogenicidad de las mismas.
Aunque hay compuestos en el propdleo que actlan directamente contra microrganismos, la
actividad bioldgica se relaciona mas por la composicion total del propdleo que con sus compuestos
individuales.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los EEP es una prueba que nos ayuda a dar mas
herramientas para la caracterizacion de propoleo. Estudios realizados por Machado et al., (2016),
mostraron que EEP tenian misma actividad antimicrobiana, pero cantidades diferentes de fenoles
y flavonoides totales, mostrando que no hay una relacion directa entre la cantidad de fenoles y
flavonoides totales y la actividad antimicrobiana. Evaluar la actividad antimicrobiana nos aporta

mas herramientas para caracterizar los propoleos de cada region.

62



8. CONCLUSIONES

El color de los propdleos de la region de Cuauhtémoc en forma general fue de un verdoso
amarillo, siendo los recolectados en El Vergel, los que presentaron un verde amarillo méas obscuro,
con diferencias significativas a los deméas en los valores de L* y b*, con 54.85 y 18.20
respectivamente.

En los anélisis proximales se observaron gran variabilidad en lipidos, proteinas y cenizas, en los
propoleos de la regién de Cuauhtémoc, registrandose diferencias significativas, siendo menor la
cantidad de lipidos en los propoleos del Campo 25 con 32.2 %. Mientras que en los prop6leos el
mayor contenido de proteina con 2.13 y 2.5 % se registraron en campo 25 y el campo 2B,
respectivamente, el mayor contenido de ceniza se registro en EI Vergel con 2.48 %.

No se registraron diferencias significativas en la cantidad de fenoles obtenidos en los prop6leos de
la region, considerandose todos ellos de alta calidad con valores entre 193.12 y 214.3 mgEA/mL.
La cantidad de flavonoides obtenidas en los diferentes propéleos de la region de Cuauhtémoc fue
baja con valores entre 33.36 y 36.7 mgEQ/mL. Sin presentar diferencias significativas entre ellos.
Los propdleos que registraron la mayor actividad antioxidante fueron los de la localidad del campo
2B con un valor de IC50 de 92.97 pg/mL, mientras que los propéleos del apiario de Cusihuiriachi,
registraron la menor actividad antioxidante con un valor de 1C50 de 296 ug/mL.

No se encontr6 actividad antimicrobiana de los propdleos contra Escherichia coli, pero si contra
Staphylococcus aureus, registrandose el menor crecimiento bacteriano en los propdéleos del campo
25 con 2.2 Log (UFC/mL), Todos los propdleos mostraron efecto bactericida contra Melissococcus

plutonius, a una concentracion de 20 mg/mL obteniendo halos de inhibicion mayores a los 16 mm.
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9. RECOMENDACIONES

Para estudios futuros recomendaria evaluar un minimo de seis colmenas por apiario, debido
a la complejidad en la composicion de los propdleos, y la variabilidad que estos puedan tener de
colonia a colonia y entre apiarios.
Es conveniente llevar a cabo este estudio en diferentes épocas del afio, para determinar si existen
cambios en las propiedades del propdleos.
Seleccionar el método de extraccion del propéleo adecuado es de suma importancia debido a que
todos los estudios seran a partir de EEP
Es importante sefialar que el solvente recomendado para los extractos de propoleo es el alcohol de
cafia a una concentracién de 70%, debido a que a esta concentracion podremos obtener mayor
cantidad de compuestos poli fendlicos en nuestros extractos, asi como mayor efecto en sus

actividades benéficas, ademas de proporcionar un facil manejo de los polifenoles para sus estudios.
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