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RESUMEN

Los propdleos son sustancias resinosas 0 pegajosas elaborados principalmente
por abejas de la especie Apis mellifera a partir de diferentes fuentes vegetales. La
palabra propoleos proviene del griego pro que significa (defensa) y de propolis (ciudad),

lo que se traduce en una sustancia en defensa de las colmenas.

En este trabajo de investigacion se determiné la relacién entre la composicién
guimica y actividad antifungica de extractos de propoleos recolectados de la regién del
austro ecuatoriano para la identificacion de los metabolitos responsables de esta
actividad mediante métodos cromatogréaficos, espectroscopicos y ensayos in vitro, y de
esta manera reemplazar en formulaciones cosméticas los ingredientes de origen

sintético por aquellos de origen natural.

Se elaboraron extractos metanolicos por maceracion, los mismos que fueron
analizados por cromatografia en capa delgada (CCD) usando placas de Silica gel GFs4,
como fase mévil una mezcla de cloroformo:metanol (9:1) y se realizaron dos tipos de
revelado, fisico y quimico. Se empled ademas la cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM) para la identificacion y cuantificacion relativa de los
metabolitos presentes. Asimismo, la actividad antifingica de los extractos obtenidos se
evalud mediante la concentracion minima inhibitoria (CMI) por microdiluciéon en caldo

frente a las cepas de Aspergillus niger, Candida albicans y Malassezia furfur.

En el estudio por CCD las tres muestras presentaron una composicion quimica
semejante, con la presencia de grupos cromoferos conjugados entre los que destacan
acidos fenolicos, flavonoides y cumarinas. En el analisis por CG/EM todas las muestras
evidenciaron cromatogramas complejos con un total de 44 compuestos identificados

para la muestra PE-15, 37 para la muestra PE-16 y 32 para la muestra PE-18 donde se
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incluyen azucares, polioles, acidos grasos, diterpenos y triterpenos como sus principales
componentes. En el estudio de la CMI por microdilucién en caldo se encontrd que la
CMI para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger fue de 25 mg/mL para la muestra
PE-15y PE-16 y para PE-18 fue de 12,5 mg/mL; la CMI para inhibir el crecimiento de
Candida albicans fue de 25 mg/mL para la muestra PE-15, para PE-16 y PE-18 fue de
12,5 mg/mL; la CMI para inhibir el crecimiento de Malassezia furfur fue de 25 mg/mL
usando la muestra PE-15, para PE-16 fue de 12,5 mg/mL y para PE-18 fue de
0,195mg/mL.

Palabras claves: propéleos, composicién quimica, actividad antifngica, Aspergillus

niger, Candida albicans, Malassezia furfur.
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ABSTRACT

Propolis are resinous or sticky substances made mainly by bees of the species
Apis mellifera from different plant sources. The word propolis comes from the greek
pro meaning (defense) and propolis (city), which translates into a substance in defense
of the beehives.

In this research work, the relationship between the chemical composition and
antifungal activity of propolis extracts collected from the Ecuadorian region was
determined for the identification of the metabolites responsible for this activity by
chromatographic, spectroscopic and in vitro assays, and from this way to replace in

synthetic formulations the ingredients of synthetic origin by those of natural origin.

Methanolic extracts were elaborated by maceration, which were analyzed by
thin layer chromatography (CCD) using plates of Silica gel GF2s4, as mobile phase a
mixture of chloroform:methanol (9:1) and two types of development were carried out,
physical and chemical. In addition, gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS) was used for the identification and relative quantification of the metabolites
present. Likewise, the antifungal activity of the obtained extracts was evaluated by the
minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution in broth against the strains

of Aspergillus niger, Candida albicans and Malassezia furfur.

In the CCD study, the three samples presented a similar chemical composition,
with the presence of conjugated chromophore groups, among which are phenolic acids,
flavonoids and coumarins. In the analysis by GC/MS, all the samples showed complex
chromatograms with a total of 44 compounds identified for sample PE-15, 37 for sample
PE-16 and 32 for sample PE-18, which included sugars, polyols, acids fatty acids,

diterpenes and triterpenes as its main components. In the MIC study by broth
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microdilution, the MIC to inhibit the growth of Aspergillus niger was found to be 25
mg/mL for sample PE-15 and PE-16 and for PE-18 was 12.5 mg/mL; the MIC to inhibit
the growth of Candida albicans was 25 mg/mL for sample PE-15, for PE-16 and PE-18
it was 12.5 mg/mL; the MIC to inhibit the growth of Malassezia furfur was 25 mg/mL
using sample PE-15, for PE-16 it was 12.5 mg/mL and for PE-18 it was 0.195 mg/mL.

Key words: propolis, chemical composition, antifungal activity, Aspergillus niger,

Malassezia furfur.
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CAPITULO |

1 INTRODUCCION

1.1Presentacion y planteamiento del problema

La tendencia actual por productos cosméticos naturales ha hecho que la industria
cosmeética desarrolle formulaciones con ingredientes de origen natural que sustituyan a
los sintéticos que podrian estar causando dafios a la salud humana, entre ellos,
ingredientes que ayuden a preservar las formulaciones cosméticas de microorganismos

contaminantes que deterioran el tiempo de vida Gtil de los productos cosméticos.

En el Ecuador hay una carencia de conocimientos y estudios de productos derivados
de las abejas, como los propéleos, debido a que la mayor parte de apicultores son

informales sin ninguna clase de preparacion, ni capacitacion.

Se desconoce la composicion quimica y propiedades antifungicas de los propo6leos,
las mismas que varian de acuerdo a la flora de la region geografica, la temporada, la

forma de recoleccion y la especie de abeja de la que se colectan los propoleos.

1.2 Antecedentes tedricos relacionados con el problema

planteado

La cosmética natural representa todavia una parte minoritaria en comparacion con
la cosmética convencional, pero en los proximos afios segun estudios de mercado se
estima un crecimiento del 15% frente al 5% global del resto de productos de cuidado

personal. Una importante empresa de investigacion de mercado en los Estados Unidos



Kline & Company estima que en Europa Occidental y América del Norte la demanda
de productos naturales crezca en un 10% para el afio 2016, en cuanto a nuestro pais no
se cuenta con datos exactos sobre esta nueva tendencia (Kline & Company, 2008).

Actualmente se encuentra en boga el uso de productos cosméticos naturales por lo
gue se busca sustituir los productos sintéticos utilizados en la elaboracién de cosméticos
por ingredientes de origen natural, entre ellos tenemos los productos derivados de las
abejas, como la miel, excelente humectante para la piel, asi también los propéleos que
cuentan con actividades microbioldgicas de gran significancia pudiéndose utilizar como

conservantes dentro de una formulacion.

En el Ecuador la actividad comercial apicola comenz6 desde el afio 1870 con
colmenas de Apis mellifera traidas desde Francia hacia Cuenca (Cabrera, 2007), pero
todavia se encuentra en una etapa de desarrollo incipiente, se realiza de forma
rudimentaria por la escasa especializacion y tecnificacion. El Gnico producto que se
obtiene es la miel por su facilidad de recoleccién, sin aprovecharse adecuadamente toda
la gama de productos apicolas que se pueden obtener, entre ellos los propéleos que
solamente se comercializan en un 3% a nivel nacional frente a un 90% de la miel de

abeja.

Al ser la apicultura una industria artesanal ha hecho que el gobierno ecuatoriano no
preste atencion al control en los procesos de produccion y comercializacion de estos
productos derivados de las abejas, por lo que muchas empresas han tenido que
abandonar esta actividad, debido a que no se estd explotando adecuadamente esta parte
de la industria (Falquez Chéavez, 2014).

Desde la década de los 40 se han realizado varios estudios acerca de su composicion
quimica y propiedades bioldgicas de los propoleos en paises como Chile, (Valenzuela-

Barra, y otros, 2015) Cuba, (Méarquez Hernandez, y otros, 2010) Brasil (da Silva



Frozzaa, y otros, 2013) y Argentina (Lima, y otros, 2009) encontrando una composicion
quimica muy compleja y diversas actividades bioldgicas como antioxidante,
antibacteriana, antifingica, cicatrizante, antitumoral entre otras, Gtiles en la Medicina,

Biologia y en la Industria (Ord6nez, 2005).

1.3Justificacion de la investigacion

Esta nueva tendencia en la industria cosmética, por lo natural y ecoldgico, se
fundamenta en la necesidad de aumentar la blsqueda e investigacion de materias primas
de origen natural, como alternativas para sustituir aquellas de origen sintético en las

formulaciones cosméticas.

Los productos provenientes de las abejas, principalmente los propéleos, que son
sustancias resinosas y aromaticas de origen vegetal utilizadas por las abejas en la
construccion de sus colmenas para protegerlas del viento y del ingreso de organismos
extrafos a sus colmenas, actualmente estan siendo utilizados en la industria cosmética
y farmacéutica por las diferentes propiedades bioldgicas que presentan, entre ellas las

actividades microbioldgicas.

En el Ecuador se han realizado muy pocos estudios o casi nulos sobre la
composicion quimica y actividad antifingica de los prop6leos, por lo que no se esta

aprovechando de manera adecuada los multiples beneficios que este producto ofrece.

Esta falta de estudios, se ha convertido en un factor limitante para usar los prop6leos
como un ingrediente de origen natural dentro de una formulacion cosmética que evite

la contaminacion con hongos y levaduras.



De esta manera se podrian reemplazar los ingredientes de origen sintético que estan
causando dafio en la salud, por ingredientes de origen natural como son los extractos de

propoleos.

1.40bjetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la relacion entre la composicidn quimica y actividad antifingica de
extractos de propdleos de la region del austro ecuatoriano para la identificacion de los

metabolitos responsables de la actividad antifingica.

1.4.2 Obijetivos especificos

— Determinar la composicién quimica de los extractos de prop6leos mediante métodos
cromatograficos para la identificacion de metabolitos que estan presentes.

— Evaluar la actividad antifungica de los extractos de propéleos, mediante la técnica
de microdilucion determinando su concentracion minima inhibitoria.

— Determinar la relacion existente entre la composicion quimica de los extractos de
propoleos y la actividad antifingica para la relacién entre el metabolito y su

actividad antifungica.

1.5Hipdtesis

Si en los prop6leos hay la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides entonces
serfan los responsables de la actividad antifingica ante las cepas de Candida albicans,

Malassezia furfur y Aspergillus niger.



CAPITULO I

2 MARCO TEORICO

2.1Estado del arte

El presente trabajo investigativo y experimental surge como una necesidad de
conocer y evaluar la composicion quimica y actividad antifungica de extractos de
propoleos de la region del austro ecuatoriano, que podrian utilizarse dentro de la
industria cosmética como un ingrediente de origen natural que reemplacen aquellos de
origen sintético, por lo que se ha visto menester recopilar estudios e investigaciones

sobre este tema, para tener un conocimiento mas amplio sobre el mismo.

Se han realizado varios estudios sobre la composicién quimica y propiedades
antimicrobianas de los prop6leos en paises como EEUU, Francia, Checoslovaquia,

Rumania, Japon, Brasil, Cuba y Uruguay, entre otros paises.

En el afio 2007, en la ciudad de la Habana-Cuba la Dra Mercedes Campo realizé un
estudio quimico de los prop6leos rojos cubanos a través de técnicas cromatograficas y
espectroscopicas en donde aislo y caracterizd 12 productos naturales en estos prop6leos,
ademas mediante la GC-EM se confirmo la presencia de flavonoides en los propdleos
rojos cubanos, asi como la semejanza en la composicion quimica, independientemente

de la zona geogréfica de recoleccion (Campo Ferndndez, 2008).

Asimismo en un estudio realizado sobre la caracterizacion organoléptica y fisico-
quimica de propoleos en la Libertad-Pert, en los analisis espectrofotométricos en la

region UV-VIS se pudieron observar en todos los casos la presencia de bandas tipicas



de flavonoides, los cuales serian responsables en su mayor parte de la actividad
bioldgica que presentan los propoleos (Alvarez M., 2010).

Hay que mencionar ademas, que en un estudio realizado en México de la actividad
antifingica de extractos de propoleos de la abeja Apis mellifera se observo actividad
inhibitoria sobre los hongos Candida albicans (ATCC 14055), Cryptococcus
neoformans, y Aspergillus fumigatus, mediante dos pruebas de susceptibilidad: difusion
en agar y microdilucion; por lo que estos resultados sugieren su posible uso como
tratamiento alternativo en infecciones contra hongos tanto filamentosos como

levaduriformes (Londofio Orozco, y otros, 2008).

Por otra parte, en una investigacién de la actividad antiflngica de propdleos en
diferentes especies de Candida, se determind la concentracion minima inhibitoria por
difusion en discos dando como resultado que la cepa mas sensible era C. albicans, que
mostré la mas alta actividad antifangica a 8 mg/mL (Ota, Unterkircher, Vera, &
Shimizu, 2001).

Se debe agregar que, en un estudio realizado de la eficacia de los propéleos sobre
Malassezia pachydermatis, en Buenos Aires-Argentina, empleandose la técnica de
dilucidn en placa de agar Sabouraud se determind la sensibilidad in vitro de la cepa de
Malassezia al extracto de propéleos empleado, obteniendo una concentracion minima
inhibitoria de 0,30 mg/mL (Lozina, Boehringer, D'Aquino, & Acosta, 2006).

2.2Propoleos. Generalidades

2.2.1 Definiciony origen de los propdleos

La palabra propo6leos proviene del griego pro que significa (antes, defensa) y de

propolis (gente, ciudad), lo que se traduce en una sustancia en defensa de la ciudad de



las abejas (colmena). El uso de los propoleos se remonta desde la antigtiedad por los
sacerdotes egipcios en el afio 300 AC (Asis, 2013) (Campo Ferndndez, 2008)
(Ghisalberti E. , 2015) (Lotfy, 2006).

Las especies de abejas que producen propéleos son Apis mellifera, Melipona
guadrifasciata, Melipona compressipes, Tetragonisca angustula y Nannotrigona sp

(Cupull-Santana, Cortés-Rodriguez, Olazabal-Manso, & Hernandez-Medina, 2013).

Los propoleos son productos elaborados por las abejas a partir de material resinoso
0 pegajoso recolectado de diferentes fuentes vegetales, como brotes de arboles o
arbustos, dicho material es recolectado y llevado por las abejas en sus mandibulas hacia
sus nidos, para la construccion, proteccion y reparacion de sus colmenas, tienen una
consistencia viscosa, constituidos principalmente por resinas y ceras (Farré, Frasquet,
& Séanchez, 2004) (Salatino, Fernandes-Silva, Abbud Righi, & F. Salatino, 2011)
(Konig, 2015).

Las abejas utilizan los prop6leos para cubrir con una capa delgada las paredes del
interior de sus colmenas, bloqueando de esta manera agujeros o grietas que se puedan
hallar, ademas para fortalecer los bordes delgados de los peines y repararlos, también lo
utilizan para embalsamar los cuerpos de organismos invasores extrafios a los cuales han
matado y no los pueden transportar fuera de las colmenas (Bankova, De Castro, &
Marcucci, 2000).

Hay que mencionar, también, que las abejas hacen uso de las propiedades
mecénicas y diversas actividades bioldgicas que presentan los propdleos para crear en
el interior de las colmenas una superficie limpia y lisa, reducir el crecimiento
microbiano, prevenir el flujo de aire no controlado y proteger de la humedad proveniente
del exterior (Bankova, De Castro, & Marcucci, 2000) (Simone-Finstrom & Spivak,
2010).



En la actualidad se ha visto una reduccion de la cantidad de propéleos elaborados
sobre todo por las abejas domesticadas productoras de miel a diferencia de las que se
encuentran en estado salvaje, pues para el apicultor se hace molestoso y dificultoso en
el momento de abrir las colmenas para recolectar la miel, por este motivo han optado
por reducir la produccién de propdleos en las colmenas (Simone-Finstrom & Spivak,
2010).

Desde mucho tiempo atras los propéleos han sido utilizados en la medicina popular
debido a sus propiedades antibacterianas, antiflingicas y antivirales, se han reportado
también otras actividades biol6gicas, entre las que se incluyen antiinflamatorias,
antitumoral, hepatoprotector, anestésico local, inmunoestimulante (Bankova, De
Castro, & Marcucci, 2000) (Nolkemper, Reichling, Heinz Sensch, & Schnitzler, 2010).

Por todas estas propiedades los prop6leos han sido utilizados en la apiterapia, en la
elaboracién de cosméticos, como alimentos y productos medicinales (Bankova, De
Castro, & Marcucci, 2000).

Las diversas propiedades que presentan los propdleos han hecho que se despierte
un gran interés por parte de los cientificos quienes han comenzado sus estudios desde
la década de los 60 existiendo en la actualidad muchas publicaciones sobre las
actividades biol6gicas, composicion quimica, usos farmacéuticos y terapéuticos de los

propoleos (Nolkemper, Reichling, Heinz Sensch, & Schnitzler, 2010).

La composicion quimica es bastante amplia y compleja, entre sus principales
compuestos tenemos fenoles, taninos, polisacéridos, terpenos, acidos aromaticos,
aldehidos entre otros, pero cabe mencionar que sus componentes quimicos varian
cualitativa y cuantitativamente dependiente del origen geogréfico, de la ecologia vegetal
de laregion y del método de recoleccion, (Cupull-Santana, Cortés-Rodriguez, Olazabal-

Manso, & Hernandez-Medina, 2013) lo que hace ain mas complicado el estudio de los



mismos por la amplia variabilidad que presentan (Nolkemper, Reichling, Heinz Sensch,
& Schnitzler, 2010) (Lotfy, 2006).

2.2.2 Usos tradicionales de los propdleos

En la medicina tradicional georgina se usaban los prop6leos como ungiiento para
el tratamiento de algunas enfermedades, se tenia la costumbre de colocar emplastos de
propéleos en el ombligo del recién nacido y los médicos los usaban para curar las
heridas de guerra en los soldados, debido a sus propiedades cicatrizantes (Lotfy, 2006)
(Santos Pereira, Rodrigues, Silva Seixas, & de Aquino Neto, 2002).

En muchos paises de América, Europa y Asia se han utilizado los propéleos como
una bebida buena para la salud (Banskota, Tezuka , & Kadota, 2001).

En Egipto por el aiio 1700 AC se utilizaba la cera negra, como eran conocidos los
propoleos para embalsamar los cadaveres (Santos Pereira, Rodrigues, Silva Seixas, &
de Aquino Neto, 2002).

En la antigua Union de Republicas Socialistas Soviéticas (URSS) se usaba como
medicina humana y veterinaria, incluso se utilizaban para el tratamiento de la
tuberculosis observandose una reduccion en los problemas pulmonares y un evidente

aumento del apetito (Santos Pereira, Rodrigues, Silva Seixas, & de Aquino Neto, 2002).

En Grecia también se utilizaba como un cicatrizante interno y externo, pues se
observaba que aliviaba inflamaciones y reducia los dolores (Santos Pereira, Rodrigues,
Silva Seixas, & de Aquino Neto, 2002).



2.2.3 Fuentes vegetales que originan los propoleos

Para la fabricacion de los propoleos las abejas utilizan materiales que recolectan de
los exudados producidos por las heridas en algunas plantas, sustancias secretadas
constantemente por las plantas, materiales lipofilicos en brotes foliares y hojas, resinas,

mucilagos, etc (Bankova, De Castro, & Marcucci, 2000).

A lo largo del tiempo se han hecho estudios para comparar la composicién quimica
de los propoleos recolectados de diferentes zonas geogréaficas, es asi que las primeras
investigaciones surgieron por la década de los 70 en Francia y Rusia, en donde se
analizaron la composicion de los flavonoides y se compararon con los exudados de

alamo y abedul (Bankova, Castro, & Marcucci, 2000).

Ademas, se pudo corroborar con otras publicaciones subsecuentes que en las zonas
templadas los exudados de las especies de Populus y sus hibridos son las fuentes
principales en la fabricacion de los propoleos, en especial para lugares como Europa,
Norteamérica y regiones de Asia que no son tropicales (Bankova, De Castro, &
Marcucci, 2000).

A diferencia de las zonas templadas en las zonas tropicales no se encuentran
siempre disponibles este tipo de vegetacidn es por eso que las abejas deben recurrir a
otras fuentes vegetales para la elaboracion de los prop6leos como son los exudados
foliares de Cistus spp en Tunez, de Ambrosia deltoidea en el desierto de Sonora y de

especies de Clusia en Venezuela (Bankova, De Castro, & Marcucci, 2000).

La importancia del conocimiento de las fuentes vegetales radica en tener una
estandarizacion establecida de la composicion quimica de los prop6leos, también es
necesario para que los apicultores se aseguren de que en el rango de vuelo de las abejas

exista la vegetacion necesaria para su elaboracién, porque se conoce ademas que las
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abejas al no encontrar el material adecuado recolectan en lugar de secreciones de las
plantas, elementos como pinturas, asfaltos y aceites minerales que podrian afectar
gravemente los usos farmacéuticos que proporcionan los propdleos (Bankova, De
Castro, & Marcucci, 2000).

Tabla 1.- Fuentes vegetales de propdleos de diferente origen geogréfico

Origen Geografico Fuente vegetal

Europa, Asia, América del Norte Populos spp. (alamo)

Norte de Rusia Betula verrucosa (abedul)
Brasil Baccahris spp, Araucaria spp.
Islas Canarias Desconocido

Fuente: (Bankova, De Castro, & Marcucci, 2000).

2.3Composicion quimica

El propoleo es una resina recolectada por abejas (Apis mellifera), que pude
presentar varios colores desde el verde al café dependiendo del origen botanico. Varias
investigaciones han demostrado que el prop6leo esta constituido por cera, flavonoides,

aminodcidos, aceites esenciales, polen, minerales y materias organicas (Ozcan, 1999).

La composicion quimica del propéleo depende de muchas caracteristicas tales como
son: flora, sitio de recoleccion, estacion del afio, materiales empleados para la
recoleccion y vegetacion. Entre los compuestos presentes en las muestras de prop6leos
de gran interés tenemos polifenoles (&cidos fendlicos y sus ésteres, flavonoides,
alcoholes y cetonas fendlicas, aldehidos), amino&cidos, esteroides, terpenoides y

compuestos inorganicos (Palomino, Martinez, Garcia, Gil, & Durango, 2010).
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En Europa, Asia y América del Norte, la composicion quimica del propdleo se
caracteriza por constituyentes fendlicos: flavonoides agliconas, &cidos aromaticos y sus

ésteres (Bankova, Castro, & Marcucci, 2000).

2.3.1 Acidos Fenélicos

Son compuestos fenolicos, los acidos fenolicos y sus ésteres, los mismos que son
componentes bioactivos del propéleos. Estos compuestos estan formados por un anillo
aromético unido a un grupo oxhidrilo. La estructura méas sencilla es la del &cido
benzoico (figura 1), pero con otros sustituyentes en el anillo se forman &cidos fendlicos.
También estan presentes &cidos organicos como el acido caféico, cinamico, ferdlico y
cumarico, comunes en los vegetales y en los prop6leos. Esta composicion es la que le
da propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales (Bedascarrasbure, Maldonado,
Alvarez, & Rodriguez, 2004).

Figura 1.- Acido Benzoico.

2.3.2 Flavonoides

Los flavonoides estan formados por dos anillos bencénicos en los extremos de la
molécula, unidos por un anillo de tres &tomos de carbono a la que se le pueden adicionar
grupos tales como oxhidrilos, metilos, azlcares, etc., generandose de esta manera

diferentes tipos de flavonoides tales como flavonoles, flavanonas (figura 2), flavonas,
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catequinas, antocianinas e isoflavonoides (Bedascarrasbure, Maldonado, Alvarez, &
Rodriguez, 2004).

OH O

Figura 2.- Flavanona

Estos compuestos tienen propiedades antioxidantes importantes, debido a que
minimizan la peroxidacién lipidica y el efecto de los radicales libres (Bedascarrasbure,
Maldonado, Alvarez, & Rodriguez, 2004).

Segun Kustenmacher determina que entre los constituyentes del propéleo estan:
alcohol de Cinamilo y Acido Cinamico, vanilina. Flavonoides como Crisina,
Quercetina, 3,3, 4,5,7 — pentahidroxiflavona, Kaempferol 3,5,7-trihidroxi - 4-
metoxiflavona, ramnetina (3,4, 5 - trihidroxi -7-metoxiflavona), 5,7dihidroxi - 4-
metoxiflavona (Acacetina), 5,7-dihidroxi-3,4-Dimetil-Oxifavona y 3,5-dihidroxi - 4,7-
dimetoxiflavona. Aldehido como son 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (Isovanilina)
(Ghisalberti E. , 2015).

2.3.3 Acidos cumaricos y acetofenona

En propoleos brasilefios se logro obtener acidos cumaricos con residuos prenilados

y como metabolitos secundarios las acetofenonas (Ghisalberti E. , 2015).

En Santiago del Estero, Argentina se realizé un analisis de las caracteristicas fisico

quimicas del propdleo, se encontr6 que tenian gran cantidad de compuestos fendlicos y
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flavonoides que son los responsables propiamente de la actividad antiflngica
(Chailloul, Herrerall, & Maidanalll, 2004).

En Santiago de Chile se ha identificado mas de 300 compuestos quimicos entre los
gue destacan lignanos, terpenos y flavonoides. También la presencia de acido ferdlico,
quercetina y é&cido caféico (Figura 3), que son los que proporcionan actividad
antioxidante al propéleo (Pefia, 2008).

COqH

OH
OH

Figura 3.- Acido Caféico.

El propoleo rojo de Brasil, que también puede ser encontrado en Cuba y México,
estd constituido por isoflavonoides. En los propéleos de las Islas Canarias se han
encontrado como principales constituyentes los lignanos, terpenoides y azlcares como
galactosa, maltosa, manosa, melobiosa, xilosa. Sin embargo, un prop6leo crudo presenta
un 50% de resina y balsamo vegetal (donde estdn presentes los compuestos
biol6gicamente activos), 35 % de ceras de abeja, algunas vegetales, 5% a 10% de aceites

aromaticos, 5% de polen y otras sustancias como desechos organicos (Groot, 2013).
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2.4 Actividad biologica de propdleos

Las actividades bioldgicas mas ampliamente estudiadas y extensas son la actividad
antibacterial y antifingica de propoleos, muchos autores han empleado propéleos de
diferentes zonas geogréficas ya que su composicion quimica varia de acuerdo a las
fuentes vegetales existentes en el lugar, (Kujumgiev, y otros, 1999) esta actividad
antimicrobiana se le atribuye a los propdleos principalmente por la presencia de
flavonoides, entre los que se encuentran pinocembrina, glangina, pinobanksina,
pinobanksina-3-acetato; la presencia de ésteres bencilicos principalmente del acido p-
cumarico y también por la presencia de mezclas de ésteres del &cido cafeico, entre otros
(Cupull-Santana, Cortés-Rodriguez, Olazabal-Manso, & Hernandez-Medina, 2013).

Existen diversos métodos para la determinacién de la actividad antifiingica de
productos naturales (extractos naturales y compuestos puros), entre los mas comunes
podemos mencionar los siguientes bio-autografia, difusion en disco, dilucién en agar y
pruebas de dilucion, los resultados obtenidos dependen de la técnica que se ha utilizado

(Scorzoni, y otros, 2007).
2.4.1 Meétodos de difusion en agar

El método de difusion de disco en agar es facil de realizar y de costo bajo. Se
impregna el disco con la solucion del extracto a analizar de concentracion conocida y
se pone en contacto con el medio inoculado, luego se mide el halo de inhibicion
(diametro) formado alrededor del disco después de un cierto tiempo de incubacion.
Presentan ventajas como la posibilidad de probar hasta 6 extractos por placa y de usar
pequefios volumenes de las soluciones a analizar; se trata de una técnica previa
solamente, no se debe utilizar para liquidos no polares y en aquellos que no se puedan

difundir facilmente en el agar (Scorzoni, y otros, 2007).
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2.4.2 Métodos de bio-autografia

Este método es solamente cualitativo y se realiza sobre un cromatograma de tres

maneras diferentes:

e Bioautografia directa, el microorganismo crece directamente sobre la placa de
cromatografia de capa delgada.

e Bioautografia de contacto, el antifingico que se encuentra en la placa de
cromatografia delgada se transfiere a otra placa de agar en donde se encuentra
inoculada el microorganismo, a través del contacto directo.

e Bioautografia de recubrimiento, donde se aplica directamente sobre la placa de

cromatografia de capa delgada el medio de agar sembrado.

Esta técnica es altamente sensible, pero se limita a aquellos microorganismos que
solamente crecen sobre la placa de cromatografia de capa delgada (Scorzoni, y otros,
2007).

2.4.3 Métodos de dilucion

En este método los compuestos se mezclan con un medio de cultivo apropiado en
el que se ha inoculado previamente la cepa flngica, se puede realizar tanto en medios
liquidos como en medios sélidos y asi también se puede medir el crecimiento de los

microorganismos de maneras diferentes (Scorzoni, y otros, 2007).
En el método de dilucion en agar, se puede determinar la CMI (Concentracion

Minima Inhibitoria), que es la concentracién mas baja capaz de inhibir cualquier tipo de

crecimiento fangico visible (Scorzoni, y otros, 2007).
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En el método de dilucion liquida o en caldo, la turbidez y los indicadores redox son
comUnmente utilizados, la medida de la turbidez se puede hacer visualmente o midiendo
la densidad dptica a 405 nm, se debe tener en cuenta que algunas de las muestras no son
completamente solubles por lo que podrian interferir en la lectura de la turbidez, para
ello se recomienda hacer un control negativo que contiene extracto disuelto en medio

blanco (Scorzoni, y otros, 2007).

El uso de la microdilucion para determinar la CMI ha sido reconocido como el
método estandar general para probar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas

(Scorzoni, y otros, 2007).
2.4.4 Otros métodos

Existen métodos como la citometria de flujo (FC), métodos colorimétricos o
fluorescentes y métodos comerciales antimicéticos, para la determinacion de la

actividad antifingica de los compuestos (Scorzoni, y otros, 2007).

La citometria de flujo es una técnica que sirve para determinar la susceptibilidad
de algunos microorganismos, tiene ventajas como susceptibilidad y precision en la
obtencién de resultados, asi como también pruebas mas rapidas, entre sus principales
desventajas podemos mencionar los costos elevados del equipo de citometria de flujo,
ademas de que se precisa de operadores expertos para obtener resultados Optimos

(Scorzoni, y otros, 2007).
2.5Usos en cosméticos de los propodleos

El propdleo es conocido por sus propiedades antinflamatorias, bacteriostaticas,
astringentes y antimicéticas. Dentro de la cosmética es usado para elaborar cremas,

shampos, acondicionadores, balsamos labiales y esmaltes (Groot, 2013).
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Debido a la alta actividad antioxidante del propéleo, por sus componentes fenélicos
que presenta una accion inhibidora sobre la peroxidacion lipidica del acido linoleico en
el dodecil sulfato de sodio, es usado en la preparacion de protectores solares ya que se
ha demostrado su efectividad como fotoproteccion de UVB y UVA de amplio espectro

(Gregoris, Fabris, Bertellea, Grassato, & Stevanatoa, 2011).

En Corea debido a la propiedad antibacteriana de los propéleos es usado en la
elaboracién de lociones, crema corporal y para los ojos ya que les proporciona

hidratacién, revitalizacidn, elasticidad de la piel (Sung & Suk, 1997).

2.6 Microorganismos: hongos y levaduras

2.6.1 Candida albicans

Es un hongo dimorfo ya que se comporta como una levadura capaz de producir
filamentos. Como levadura crecen a temperatura ambiente en el huésped, y a
temperatura ambiente como hifas. Pertenece a la subdivisién Deuteromycotina y a la

familia Saccharomycetacea.

En forma de levadura presenta un aspecto de células redondas u ovaladas,
blanguecinas de 4 a 6 micras de tamafio, agrupadas formando colonias, mientras que,
en forma de hongo filamentoso, las células se alargan dando la apariencia de filamentos,
hifas o0 micelios. Para su desarrollo se usa agar sabouraud dextrosa, sus colonias crecen
en 24 horas a 37°C (Mendoza, 2005).

2.6.2 Aspergillus niger

Aspergillus es un género mitosporico que se caracteriza por la produccion de hifas,

denominadas conidi6foros, sobre los que se encuentran las células conidiégenas que
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originaran las esporas asexuales o conidios. Presenta colonias de color blanco o
amarillo, con esporas de color negro que crecen en un lapso de 3 a 7 dias a 25°C, el
medio de cultivo usado para su desarrollo es agar dextrosa o agar papa (PDA).

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, sus esporas pueden
permanecer durante un largo tiempo suspendidas en el ambiente por lo que el hombre

puede inhalar constantemente (Arbaca, 2000).

2.6.3 Malassezia furfur

Malassezia furfur es una especie dimorfica con evidente pleomorfismo, es una

levadura que presenta células ovaladas y esféricas (Aspiroz, Moreno, & Rubio, 1997).

Pertenece a las levaduras que requieren una adicion de acidos grasos de cadena
larga para su desarrollo, el agar usado para su crecimiento generalmente es agar Dixon
0 agar sabouraud adicionado con aceite de oliva. Sus colonias son opacas con un
diametro de 5 micras, sus células son ovoides y esféricas pudiendo llegar a formar

filamentos miceliares, crecen de 4 a 7 dias a 37°C (Giusiano, 2006).

2.7 Conservantes cosméticos

Para escoger el conservante adecuado en una formulaciéon cosmética para
protegerla de una posible proliferacion microbioldgica, es necesario conocer el tipo de

formulacion que se esta desarrollando, ya sea capilar, corporal, etc (Vega Picon, 2015).

Cabe mencionar que ningun conservante cosmético por si solo es lo
suficientemente eficaz para proteger al cosmético de la contaminacion microbiol6gica
desde el desarrollo hasta el tiempo de vida Gtil en manos del consumidor, por lo que en
la mayoria de los casos se utilizan combinaciones de los conservantes (Vega Picon,
2015).
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En el Ecuador existen regulaciones que ponen de manifiesto la necesidad de un

control microbioldgico de los productos cosméticos cuando salen al mercado,

directrices que son dadas por la CAN (Comunidad Andina de Naciones) como es la

Resolucion 1482 de Limites de contenido microbioldgico de productos cosméticos

(CAN, 2012).

Tabla 2.- Limites de contenido microbioldgico de productos cosméticos.

AREA DE APLICACION

LIMITES DE ACEPTABILIDAD

Productos para uso infantil

Productos para el area de los ojos

Productos que entran en contacto con las

membranas mucosas

a. Recuento de microorganismos mesoéfilos
aerobios totales. Limite maximo 1x10?
UFC/g o mL.

b. Ausencia de Pseudomona aeruginosa en 1
gomL.

c. Ausencia de Staphylococcus aureusen 1 g
o mL.

d. Ausencia de Coliformes totalesen1 g o

mL.

Demas productos cosméticos susceptibles

de contaminacion microbiol6gica

a. Recuento de microorganismos meséfilos
aerobios totales. Limite maximo 1x10°
UFC/g o mL.

b. Ausencia de Pseudomona aeruginosa en 1
gomL.

c. Ausencia de Staphylococcus aureusen 1 g
o mL.

d. Ausencia de Coliformes totalesen1 g o

mL.

Productos a ser utilizados en los 6rganos

genitales externos

a. Ausencia total de Candida albicans.

Fuente: (CAN, 2012).
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Existen ademas otras pruebas para evaluar la eficacia de un conservante como es
el caso de la Evaluacion de la proteccion antimicrobiana de un producto cosmético -
Prueba de eficacia (Challenge test) de conservantes - Norma UNE-EN ISO 11930:2012,
gue se trata de una prueba de exposicion para determinar el poder de un conservante,
los microorganismos utilizados son Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans y Aspergillus brasiliensis, los cuales se inoculan en
el producto cosmético para determinar su eficacia frente al conservante
(1S011930:2012, 2012).

2.8Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases es una técnica que permite la separacién de mezclas muy
complejas. Una vez separados, identificados e incluso cuantificados los componentes
de una muestra problema, el Gnico dato del que se dispone es el tiempo de retencién de
los picos cromatogréaficos, pero esto no es suficiente para una identificacion inequivoca

de muestras que contienen multiples componentes (Gutiérrez Bouzan & Droguet, 2002).

La espectrometria de masas es capaz de identificar cualquier sustancia pura, pero
no sin previa separacion de los compuestos presentes en una muestra, debido a la
complejidad del espectro obtenido por la superposicién de los espectros particulares de

cada compuesto (Gutiérrez Bouzan & Droguet, 2002).

Por la union de estas dos técnicas nace la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM), que es una técnica analitica capaz de separar,
cuantificar e identificar mezclas muy complejas de sustancias volatiles y semivolatiles
(Gutiérrez Bouzan & Droguet, 2002) (Hibschmann, 2015).

Debido a la alta complejidad de los componentes de los propéleos desde la década

de 1980 se utilizé este método (CG/EM) para la caracterizacion quimica de muestras de
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propoleos de diferente origen geogréafico (Petkova Popova, Graikou, Chinou, &
Stefanova Bankova, 2010).
2.8.1 Aplicaciones CG/EM

A continuacién, se mencionan algunas aplicaciones de la cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG/EM).

— En investigacion para la identificacion y cuantificacién de moléculas organicas
volétiles.

— En laindustria se utiliza para evaluar la pureza de los reactantes y productos de la
reaccion, asi como también monitorizar la secuencia de la reaccion.

— En la industria petrolera sirve para analizar los componentes de la gasolina
(Stashenko & Martinez, 2012).

— Se utiliza ademas para evaluar la contaminacion de aguas con plaguicidas,

pesticidas.
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CAPITULO I

3 MATERIALES Y METODOS

3.1Recoleccién de muestras

Aunque existen varios métodos para la recoleccion de este material resinoso, las
muestras de prop6leos se recolectaron usando el método mas sencillo y tradicional como
es el raspado, que consiste en raspar con espatula o palanca todos los lugares de la

colmena en donde las abejas han depositado los propéleos.

Las muestras de propdleos se recolectaron de colmenas de abejas de la especie

Apis mellifera, de diferentes zonas geograficas del austro ecuatoriano y fueron

identificadas como propdleos ecuatorianos (PE): PE-15, PE-16 y PE-18.

En la tabla 3 se encuentran detallados los datos de recoleccion correspondientes

a las muestras de propoleos.

Tabla 3.- Datos de recoleccion de las muestras de propéleos.

Muestra Apicultor Fecha de recoleccion Ubicacion
PE-15 Patricio Morales Octubre de 2016 Sayausi, Azuay
Liliana Astudillo .
PE-16 i Octubre de 2016 Cojitambo, Cafar
Alvarez
10 de Noviembre de Octavio Cordero Palacios,
PE-18 Nadm Zumba
2016 Azuay

3.2Preparacion de extractos
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Se obtuvieron de las muestras de propoleos PE-15 (70,75g), PE-16 (197,00g) y
PE-18 (42,38Q) y se realizo la extraccion con metanol absoluto (Sigma Aldrich) por un
proceso de maceracion durante 7 dias. El disolvente fue removido los dias 3y 5 con el

objetivo de favorecer el proceso de extraccion.

Los extractos metandlicos obtenidos se procesaron a través de papel filtro,
combinados y llevados a sequedad a 40°C bajo presion reducida en un rotoevaporador
Heidolph laborota 4001.

Tanto las muestras como los extractos secos de los propoleos fueron pesados en
una balanza técnica OHAUS SPX2201.

Los extractos secos se almacenaron en frascos de vidrio color ambar debidamente

etiquetados a una temperatura entre 6 - 8 °C, para su posterior analisis.

El calculo del rendimiento para las 3 muestras de propdleos se obtuvo empleando

la siguiente ecuacion:

o P x 100
Rendimiento (%) =

Donde P es el peso del extracto seco (g) y m es el peso de la muestra (g)

3.3Cromatografia en capa delgada (CCD)

Para el desarrollo de la CCD se utilizaron placas de Silica gel GFzs4 (0,20 mm)
con dimensiones de 20 x 10 cm. Estas se encontraban sobre un soporte de aluminio. Las
muestras se aplicaron usando capilares de vidrio y se dejaron secar al ambiente las

aplicaciones (Verdugo Torres & Tola Alvarez, 2017).
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Se utilizé una cAmara cromatografica de vidrio de 21,5 cm de altura y de 23 cm
X 6 cm el area de la base. La corrida cromatogréafica se realizd bajo una camara
extractora de gases en el laboratorio y se trabajo a temperatura ambiente (25-29°C). El
tiempo de saturacion de la camara fue de 15 minutos (Verdugo Torres & Tola Alvarez,
2017).

La fase mdvil utilizada en las corridas cromatograficas fue una mezcla de
cloroformo:metanol en proporciones 9:1. Todos los disolventes fueron quimicamente
puros. Después de la corrida, el secado de la placa se efectud a temperatura ambiente

bajo la corriente de aire de la campana (Verdugo Torres & Tola Alvarez, 2017).

Se realizaron dos tipos de revelado, fisico y quimico. El revelado fisico se
desarroll6 al someter la placa bajo la luz ultravioleta, a longitudes de onda de 254nmy
365nm. El revelado quimico se llevé a cabo con una mezcla de vainillina en etanol (1%,
m/v), acido sulfurico en etanol (50%, v/v) y calor. Después de rociar la placa con la
ayuda de un nebulizador se calenté la misma en una plancha de calentamiento a una
temperatura entre 105-110°C de 3 a 5 minutos, hasta que se modificé la apariencia de

la misma (Verdugo Torres & Tola Alvarez, 2017).

3.4Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/EM)

Se disolvieron 10 mg del extracto de propdleos en 1 mL de etanol al 90%. Se
tomaron 100uL de la disolucion y se evaporaron a sequedad bajo una corriente de
nitrogeno. El residuo se derivatiz6 con 50uL de N-metil-N-trimetilsililtrifluoracetamida
(MSTFA) a 100°C por 30 minutos (Verdugo Torres & Tola Alvarez, 2017).

Se utilizé un cromatografo de gases Agilent modelo GC 6890 acoplado a un

espectrémetro de masas cuadrupolar HP 5973N. La inyeccidn de la muestra se realizd

25



por el modo “split” con una relacion de 1:10, siendo la temperatura del inyector 280 °C.
Se trabaj6 con una temperatura inicial de 80 °C y el cromatdgrafo se programé a 80°C
por 2 min, incrementandose hasta 310°C con una relacion de 3°C min-1, seguido de un
proceso isotérmico de 20 min. El volumen final de inyeccion fue de 1 pL. Los
componentes de la muestra se fraccionaron en la columna HP-5MS (30m x 0,25mm X
0,25 um). El tiempo total de corrida fue de 100 min, operando por ionizacion electronica
a 70 eV con un rango de masas de 35 - 700 uma. Como gas portador se utiliz6 helio a
un flujo de 0,8 mL/min (Verdugo Torres & Tola Alvarez, 2017).

Las estructuras identificadas fueron propuestas a partir de la comparacién con la
base de datos del equipo (NIST 98) y sobre la base del proceso de fragmentacion
general. La cuantificacién relativa de los compuestos se realiz6 por normalizacion
interna del area bajo la curva de cada pico cromatografico (Verdugo Torres & Tola
Alvarez, 2017).

3.5Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por microdilucion

en caldo

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron 3 cepas fungicas ATCC:
Aspergillus niger (ATCC® 6275™), Candida albicans (ATCC® 10231™) vy
Malassezia furfur (ATCC® 14521™), suministradas por Mlcrobiologics.

3.5.1 Viabilizacion de las cepas ATCC

Para la activacion de las cepas ATCC, se sigui6 el método Microbiologics KWIK-

STIK™ que se menciona en la tabla 4.

Tabla 4.- Método de Activacion de las cepas ATCC.
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Microorganismo | Cepa Método de Medio de cultivo
ATCC activacion

Aspergillus niger 6275 Microbiologics Agar Papa Dextrosa (PDA)
KWIK-STIK™

Candida albicans | 10231 Microbiologics Agar Sabouraud Dextrosa
KWIK-STIK™ (SDA)

Malassezia furfur | 14521 Microbiologics Agar Sabouraud Dextrosa
KWIK-STIK™ (SDA) + Aceite de Oliva 10%

» Meétodo Microbiologics KWIK-STIK™:

El dispositivo (hisopo) que contenia al microorganismo ATCC liofilizado y al
liquido hidratante, se mezclaron hasta obtener una suspensién homogénea y se
inocularon en el medio con el agar especifico a temperatura 'y en condiciones apropiadas

para el microorganismo.
3.5.2 Preparacion del indculo fangico
» Levaduras:

A partir de un cultivo de Malassezia furfur durante 7 dias a 30°C y 3 dias a 25°C
para Candida albicans, se seleccionaron 4 a 5 colonias de cada una y se preparé una
suspension en solucién salina estéril al 0,9% hasta alcanzar una concentracion
equivalente a 0,5 McFarland (1-5x10° UFC/mL).

» Hongo filamentoso:

Desde un cultivo de Aspergillus niger a 25°C durante 7 dias, se realizo el lavado

de esporas en solucion salina estéril 0,9%, se filtr6 usando gasa estéril y se realiz6 el
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conteo de esporas en la camara de Neubauer para obtener una suspension con una
concentracion de 1-5x10% UFC/mL.

3.5.3 Control positivo

Para el desarrollo de esta técnica se usé como control positivo de inhibicién

itraconazol 10mg/mL.

3.5.4 Control negativo

Es aquel que contiene solo el indculo fungico de las cepas de Aspergillus niger,
Candida albicans y Malassezia furfur.

3.5.5 Concentracion Minima Inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se emple6 para determinar la menor
concentracién de cada uno de los extractos de propdleos que inhiben el crecimiento de
los hongos objeto de estudio.

Para el desarrollo de esta prueba inicialmente se prepararon soluciones madre de los

extractos de propoleos puros en DMSO a una concentracién de 100mg/mL.

En la microplaca de 96 pocillos se coloc6 en las 6 primeras columnas el indculo
fangico con las muestras de propéleos (PE-15 y PE-16), en las tres filas siguientes se
afiadié en control positivo y en las 3 Gltimas filas el control negativo (figura 4). Se

procedid con el método de doble dilucidn (tabla 5).

Cabe indicar que para el extracto de prop6leos PE-18 se utilizo otra microplaca

con las mismas condiciones descritas anteriormente.
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Se incubaron las microplacas a 25°C por 7 dias para Aspergillus niger, a 25°C
por 3 dias para Candida albicans, y a 30°C por 7 dias para Malassezia furfur, realizando
lecturas de las microplacas a una longitud de onda de 450 nmy 630 nm a las 0 horas,
24 horas, 48 horas, 72 horas y 7 dias para Aspergillus niger y Malassezia furfur y hasta

las 72 horas para Candida albicans.

Es importante mencionar que el procedimiento se realizé por triplicado para

mayor precision de los resultados.
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Figura 4.- Microplaca de 96 pocillos.

Tabla 5.- Concentracion final de los extractos de propoéleos en la microplaca

Concentracion final de los extractos
de propoleos PE-15, PE-16, PE-18
A 25 mg/mL
12,5 mg/mL
6,25 mg/mL
3,125 mg/mL
1,562 mg/mL
0,781 mg/mL
0,390 mg/mL
0,195 mg/mL

I O m m O O @
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.10btencién y rendimiento de los extractos de propéleos

La extraccion de los prop6leos se hizo por maceracion con recambio de solvente
para permitir la maxima disolucion de los metabolitos presentes en las muestras de
propoleos. Se usé este método de extraccion ya que no usa calor y por ende no modifica
la composicion quimica de los propoleos (Campo Fernandez, 2008).

En la tabla 6 podemos observar el rendimiento obtenido en el proceso de
extraccion de las muestras de propéleos.

Tabla 6.- Rendimiento de los extractos secos de prop6leos.

Masa de Peso de extractos Rendimiento
Muestras
propoleos (g) secos (Q) (%)
PE-15 70,75 20,68 29,23
PE-16 197,00 36,98 18,77
PE-18 42,38 12,85 30,32

Como se puede observar, los rendimientos de los extractos secos de propdleos
varian entre 18,77 y 30,32%. Este porcentaje puede variar por factores como la flora
circundante a las colmenas que pueden diferir de una zona a otra, la temporada de

recoleccion, método de recoleccion empleado y el tipo de solvente utilizado para la
extraccion.
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La variacion de rendimiento entre estas tres muestras al utilizar el mismo
procedimiento extractivo es un resultado habitual en propdleos y los aspectos antes
mencionados justifican este comportamiento. La diferencia de rendimiento influye de
forma determinante en los procesos de elaboracion de extractos y formas terminadas,
por lo tanto, es un aspecto importante a tener en cuenta en el proceso de elaboracion de

productos que contengan propoleos.

El rendimiento de los extractos obtenidos, se relaciona con los encontrados en
otras muestras de propoleos (Cuesta Rubio, y otros, 2017), (Lima, y otros, 2009)
mencionan un rendimiento entre 42,13 y 76,26% para propéleos argentinos de la

provincia de San Juan extraidos con metanol.

4.2 Analisis de cromatografia en capa delgada (CCD)

Los extractos metandlicos de los propéleos se sometieron a un estudio por CCD

para obtener un analisis cualitativo preliminar de las muestras en estudio.

En la figura 5, se puede observar en las tres muestras de propéleos (PE-15, PE-
16 y PE-18) un gran nimero de manchas al rociar las placas con la combinacion de 1%
de vainillina y 50% de &cido sulfarico (ambas disueltas en etanol) y calor, empleando
como fase mavil cloroformo:metanol (9:1). Se observaron manchas a lo largo de todo
el cromatograma, lo que evidencia la presencia de compuestos de diversa polaridad. Se
observaron ademas coloraciones rojizas y violaceas oscuras que sugieren la presencia
de compuestos de naturaleza fendlica y triterpénica respectivamente (Campo
Fernandez, Cuesta Rubio, Marquez Hernandez, Rosado Pérez, & Porto, 2008). Lo
expresado anteriormente confirman que las 3 muestras de propdleos tienen un

comportamiento bastante similar.
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PE-15 PE-16 PE-17

Figura 5.- Revelado cromatografico con vainillina al 1% en etanol, acido sulfdrico al 50 % en etanol
y calor.

En las figuras 6 y 7 podemos observar los revelados con luz UV a 254nmy 365nm
respectivamente, usando como fase mdvil cloroformo:metanol (9:1). Se observaron
manchas en el cromatograma con valores de Rf medios a altos lo que sugiere la
presencia en su estructura de grupos cromoforos conjugados. En los revelados con luz

UV a 365nm se observaron manchas de color azul y amarillo verdoso.
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PE-15 PE-16 PE-17

Figura 6.- Revelado cromatogréafico con luz UV a 254 nm.

PE-15 PE-16 PE-18

Figura 7.- Revelado cromatografico con luz UV a 365 nm.
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Wagner y Bladt sugiere una posible relacion entre el color observado y la
estructura quimica de los compuestos analizados (tabla 7) (Verdugo Torres & Tola
Alvarez, 2017).

Tabla 7.- Relacion entre el color y la posible estructura de los compuestos quimicos.

Color Metabolito sugerido

Amarillo fluorescente intenso Antronas y antranoles

Naranja, verde y azul Glicdsidos de flavonoides

Azul intenso, azul verdoso Cumarinas

Azul Acidos fenolicos (ejemplo cafeico)
Amarillo anaranjado, amarillo verdoso | Flavonoles

Naranja, amarillo verdoso Flavonas

Fuente: (Verdugo Torres & Tola Alvarez, 2017)

Lo expuesto en la tabla 7 ha sido corroborado ampliamente en varios estudios a
nivel internacional. En zonas templadas los propdleos poseen como principales
constituyentes compuestos fendlicos entre ellos tenemos a los flavonoides, acidos
cindmicos y derivados (Palomino G., Garcia P., Jesus H., Rojano, & Durango R., 2009).
Es asi que en zonas templadas de América del Norte, Asia y Europa se encontraron
constituyentes como los &cidos fendlicos y flavonoides (Marcucci, 1995). También en
muestras de propoleos de Egipto y el este del Mediterraneo se identificaron ésteres del
acido cafeico (Christov, Bankova, Hegazi, Abd El Hady, & Popov S., 1998) (Bankova
V., Chemical diversity of propolis and the problem of standardization, 2005) (Sahinler
& Kaftanoglu, 2005). En muestras originarias de Nueva Zelanda se han identificado
principalmente fenoles (Markham, Mitchell, Wilkins, Daldy, & Lu Y., 1996). Asi como
también en propodleos estudiados en México, Chile y Argentina se han identificado
metabolitos como fenoles, triterpenos, flavonoides y cumarinas (Tolosa & Cafiizares,
2002).
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Las tres muestras estudiadas presentaron cromatogramas bastante similares por
lo que se podria decir que su composicion quimica es semejante, con la presencia de
grupos croméforos conjugados entre los que destacan acidos fendlicos, flavonoides y

cumarinas.

El resultado observado en la CCD también revela que a pesar de que las tres
muestras recolectadas no son del mismo lugar, su composicién quimica semejante se
deberia a que las muestras fueron obtenidas de zonas cercanas pertenecientes a la region

del austro ecuatoriano en donde existe una flora bastante similar.

4.3 Analisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG/EM)

En base a los resultados obtenidos de los posibles componentes presentes en las
diferentes muestras de propoleos se realizé la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG/EM).

En el cromatograma de la muestra de propoleos 15 (figura 8) se obtuvieron 44

picos, a los mismos que se les realizd el espectro de masas por impacto electrénico.
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Figura 8.- Cromatograma gaseoso de la muestra PE-15.

Al realizar el analisis de cada uno de estos picos se obtuvieron 25 propuestas de

compuestos quimicos, el resto no fueron identificados, estas propuestas estan detalladas

en la tabla 8.

37



Tabla 8.- Compuestos identificados en el andlisis de la muestra PE-15 por CG/EM.

No Componente Quimico TR % Relativo
1 Trimetilsilil éter de glicerol 6,434 | 2,17
2 | Acido mélico, tris-TMS 11,262 | 0,13
3 Butanal 2,3,4-tris(trimetilsilil)oxy- 11,758 | 0,08
4 Butane,1,2,3,4-tetrakis(trimetilsilil)oxy- 11,924 | 1,03
5 4-Hidrofeniletanol di-TMS 12,721 | 0,44
6 Xilitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O-TMS 16,662 | 0,34
7 D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-TMS 17,346 | 0,20
o Acido benzoico, 3,4, -bis [(trimetilsilil)oxy]-, 18,148 | 024
éster Trimetilsilil
9 D-Fructosa,1,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 18,381 | 3,52
10 | D-Fructosa,l1,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 18,541 | 3,09
11 | Myo-inositol,5-deoxy-1,2,3,4,6-penyakis-O-TMS | 19,749 | 1,36
12 | D-galactosa,2,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 20,048 | 1,68
13 | Glucosa, pentakis-O-TMS 21,936 | 1,38
14 | Acido hexanodecanoico, TMS 22,241 | 1,42
15 Acido cindmico, 4-methoxy--(trimetilsiloxy)-, 23,114 | 024
éster Trimetilsilil
16 | Trimetilsilil ,4-bis(trimetilsilil) cinamato 24,052 | 0,34
17 | 9,12-acido octadecenoico (Z,2)- éster trimetilsilil | 25,097 | 0,60
18 | Acido oleico, éster Trimetilsilil 25,205 | 2,38
19 | No identificado 26,052 | 1,27
20 | No identificado 28,012 | 6,78
21 | Acido eicosanoico, éster Trimetilsilil 28,894 | 1,67
22 | No identificado 29,212 | 0,95
23 | No identificado 29,363 | 1,74
24 | I1sémero de 23 29,657 | 2,94
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25 | No identificado 30,306 | 1,85
26 | No identificado 31,187 | 1,49
27 | Acido docosanoico, éster trimetilsilil 31,862 | 1,67
28 | No identificado 31,978 | 2,10
29 | No identificado 32,653 | 0,96
30 | Acido tetracosanoico, éster trimetilsilil 34,634 | 0,94
31 | No identificado 35,314 | 0,86
32 | No identificado 36,417 | 1,46
33 | No identificado 37,427 | 3,41
34 | No identificado 40,163 | 10,48
35 | No identificado 40,348 | 4,71
36 | No identificado 40,638 | 3,37
37 | Lupan-20(29)-en-3-ona 40,843 | 12,93
38 | No identificado 41,311 | 2,59
29 Silane, (9,19-cyclo-9-beta-lanost-24-en-3-beta- 41456 | 1.33
yloxy)trimetil
40 | No identificado 43,554 | 2,17
41 | No identificado 43,756 | 3,98
42 | No identificado 44,339 | 2,29
43 | No identificado 44,522 | 1,51
44 | No identificado 45,058 | 3,90

La figura 8 y la tabla 8 muestran que hasta los 21,9 minutos se detectaron algunos
azucares, acidos carboxilicos (acido malico y benzoico) y varios polioles. Estos
compuestos obtenidos forman parte de la composicion quimica de los prop6leos y van
a depender de varias caracteristicas como: sitio de recoleccion, materiales empleados,

vegetacion (Ozcan, 1999).
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El porcentaje relativo que estos componentes presentaron es el 15,66% del total
de la muestra. Desde los 22 minutos hasta los 45 minutos se pudieron identificar varios
acidos carboxilicos como son el &cido cinamico, octadecenoico, docosanoico,
eicosanoico, tetracosanoico, oleico, éteres derivados de la glicerina, triterpenos y otros
componentes que no logaron ser identificados. La presencia de estos acidos
carboxilicos, asi como la de terpenoides corresponden a la mayoria de componentes

caracteristicos de los propdleos (Pefia, 2008).

En el cromatograma de la muestra de prop6leos 16 (figura 9) se obtuvieron 37

picos, a los mismos se les realizo el espectro de masas por impacto electrénico.

Abundance

TIC : PE 16 .D
3000000

2800000
2600000
2400000
2200000
2000000 2 4
1800000 11
1600000 { 9
1400000
1200000
1000000

800000

600000

200000

1
400000 | 12
x 1

)

Tim e -->

Figura 9.- Cromatograma gaseoso de la muestra PE-16.

En cuanto al cromatograma gaseoso de la muestra de propdleos 16 se obtuvo 23
propuestas de compuestos quimicos y otras 14 que no pudieron ser identificadas (tabla
9).
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Tabla 9.- Compuestos identificados en el andlisis de la muestra PE-16 por CG/EM.

No Componente Quimico TR ReI(::ivo
1 | Trimetilsilil éter de glicerol 6,433 | 4,69
2 | No identificado 9,914 | 1,50
3 Butanal 2,3,4-tris(trimetilsilil)oxy- 11,757 | 0,67
4 Butane,1,2,3,4-tetrakis(trimetilsilil)oxy- 11,920 | 1,49
5 4-Hidrofeniletanol di-TMS 12,716 | 0,92
6 2,3,4-TRIHYDROXYBUTYRIC ACID TETRA TMS 13128 | 015
7 | Xilitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O-TMS 16,399 | 0,39
8 | Isbmero de 7. 16,660 | 0,67
9 D-Fructosa,1,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 18,384 | 6,37
10 | D-Fructosa,1,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 18,539 | 13,97
11 | D-galactosa,2,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 20,047 | 6,40
12 | Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS-, epi- 21,255 | 0,90
13 | Glucosa, pentakis-O-TMS 21,935 | 4,47
" Acido D-glucénico, 2,4,5,6-pentakis-O-TMS-, éster 22165 | 0,65
trimetilsilil

15 | Acido hexanodecanoico, éster trimetilsilil 22,240 | 1,41
16 | Acido Oleico, éster trimetilsilil 25,203 | 2,02
17 | Acido octadecanoico - éster trimetilsilil 25,692 | 0,34
18 | No identificado 27,963 | 3,15
19 | Acido eicosanoico, éster trimetilsilil 28,894 | 3,27
20 | No identificado 29,351 | 3,74
21 | No identificado 29,394 | 4,05
22 | Isémero de 20 29,669 | 6,20
23 | No identificado 30,413 | 4,44
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24 | Isomero de 23 30,582 | 8,44
25 | No identificado 31,366 | 1,96
26 | No identificado 31,970 | 2,47
27 | Compuesto relacionado al heptadecylglycerol 32,649 | 1,43
28 | No identificado 32,760 | 1,41
29 alfa-D-Glucopiranoésido, 1,3,4,6-tetrakis-O-TMS-beta-D- 32,805 | 0.87
fructofuranosyl, 2,3,4,6-tetrakis O-TMS
30 | Azucar 33,043 | 0,52
31 | Relacionado con 27 35,309 | 1,19
32 | No identificado 40,129 | 2,00
33 | No identificado 40,322 | 0,65
34 | No identificado 40,792 | 2,40
35 | No identificado 41,444 | 1,85
36 | No identificado 43,721 | 1,53
37 | No identificado 45,060 | 1,41

azucares como glucosa, galactosa, fructosa y varios polifenoles, que han sido
mencionados en la literatura citada en el marco teérico porque forman parte de la
composicion quimica de los prop6leos (Palomino, Martinez, Garcia, Gil, & Durango,
2010).

muestra analizada. Los componentes fendlicos obtenidos son los responsables de la

La figura 9 y la tabla 9 muestran que hasta los 21,9 minutos se detectaron algunos

Estos componentes presentaron un porcentaje relativo de 42,59 % del total de la

actividad antifangica de los propéleos (Chailloul, Herrerall, & Maidanalll, 2004).

carboxilicos como son &cido oleico, octadecanoico, eicosanoico y esteres de glicerina.

42

A partir de los 22 minutos y hasta los 32 minutos se identificaron acidos




Estos acidos carboxilicos presentes son los responsables de la actividad antioxidante del

propoleo (Pefia, 2008)

En el analisis de la cromatografia gaseosa de la muestra de propdéleos PE-18

(Figura 10) se obtuvieron 32 picos, a los mismos se les realiz0 el espectro de masas por

impacto electronico.
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Figura 10.- Cromatograma gaseoso de la muestra PE-18.

En el cromatograma gaseoso de la muestra de propdleos 18 se obtuvo 20

propuestas de compuestos quimicos y otras 12 que no pudieron ser identificadas (tabla

10).
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Tabla 10.- Compuestos identificados en el analisis de la muestra PE-18 por CG/EM.

No Componente Quimico TR Reloa/:ivo
1 | Trimetilsilil éter de glicerol 6,434 6,49
2 | Butanal 2,3,4-tris(trimetilsilil)oxy- 11,757 1,11
3 | Butane,1,2,3,4-tetrakis(éster trimetilsilil)oxy- 11,933 15,43
4 | 2,3,4-trihydroxybutyric acido tetra TMS 12,706 0,65
5 | Xilitol, 1,2,4,5-pentakis-O-TMS 16,665 9,60
6 | D-Xilosa, tetrakis(trimetilsilil) 17,343 0,47
7 | D-Fructosa,1,4,5,6-pentakis-O-TMS 18,380 5,83

D-Fructosa,1,4,5,6-pentakis-O-TMS (Isémero de
8 |4 18,537 9,79
9 | Myo-inositol,5-deoxy-1,2,3,4,6-penyakis-O-TMS 19,745 2,95

10 | D-galactosa,2,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 20,043 6,24
11 | D-Manitol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS 20,838 1,55
12 | Glucosa, pentakis-O-TMS 21,934 5,94
13 | Acido D-gluconico, 2,3,4,5,6-pentakis-O-TMS 22,165 0,75
14 | Myo-inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS 23,637 0,24
15 | Trimetilsilil ,4-bis(éster trimetilsilil) cinamato 24,044 0,47
16 | Acido oleico, TMS 25,198 | 0,58
17 | No identificado 26,038 0,71
18 | No identificado 28,000 5,03
19 | Acido Eicosanoico, éster trimetilsilil 29,349 1,53

20 | No identificado 29,644 2,26

21 | No identificado 31,176 0,94

alpha-D-Glucopiranosido, 1,3,4,6-tetrakis-O-TMS

22 | isémero de 20 32,895 1,53

23 | Isémero de 22 o compuesto relacionado. 34,277 1,52
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24 | No identificado 40,137 4,35
25 | No identificado 40,322 1,96
26 | No identificado 40,612 1,15
27 | Lup-20(29)-en-one 40,808 5,72
28 | No identificado 41,125 0,41
29 | No identificado 41,292 0,90
30 | No identificado 43,540 0,92
31 | No identificado 43,598 1,59
32 | No identificado 45,037 1,38

Al realizar el analisis de los componentes obtenidos de la muestra de propdleos
18 por cromatografia gaseosa que podemos observar en la figura 10 y tabla 10, su
composicion similar a las otras dos muestras de prop6leos PE-14 y PE-16. Alrededor
del minuto 21 se logré obtener azucares, derivados del glicerol y algunos compuestos
fendlicos. Estos compuestos quimicos obtenidos corresponden a un porcentaje relativo
66,5 % del total de la muestra.

Desde los 22 minutos hasta los 45 minutos se pudieron identificar varios acidos
carboxilicos como son el acido eicosanoico, oleico, éteres derivados de la glicerina,

triterpenos y otros componentes que no logaron ser identificados.

4.4 Andlisis de concentracion minima inhibitoria (CMI) por

microdiluciéon en caldo

Para la determinacion de la concentracion minima inhinitoria (CMI), se utilizé
inicialmente la media aritmética (promedio) como medida de tendencia central entre las
absorbancias medidas en los dias 0, 1, 2, 3 y 7 para cada concentracion en mg/mL

aplicada, a longitudes de onda de 450 nm y 630 nm, para cada uno de los propdleos
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PE-15, PE-16, PE-18 y para cada tipo de hongo analizado Aspergillus niger, Candida
albicans y Malassezia furfur. En la tabla 11, 12, 13 se muestran los resultados de los
promedios de las absorbancias (Promedio DO) medidas con el espectrofotometro.

Tabla 11.- Absorbancias a 450nm y 630nm para Aspergillus niger.

Concentra
cién de Absorbancia - DOgsonm Absorbancia - DOgzonm
prop6leos
[ma/ DIA | DIA | DIA | DIA | DIA Promedio | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA Promedio
% cP cpP
mL] 0 1 2 3 7 DO 0 1 2 3 7 DO
2,78 217 222[ 220 230 23 1,78 | 1,42 | 1,39 | 1,40 | 1,44 | 21
25| 100 2,339 1,492
2 9 2 4 8 38 8 9 1 5 8| 47
2,371 138|071 1,01 | 1,08| 2.2 158 | 0,78 0,48 | 0,46 | 0,49 | 2,0
125| 50 1,314 0,763
0 8 3 8 3 34 6 5 6 1 6| 35
156 | 1,02 0,69 | 0,66 | 0,71 | 2,2 1,31 0,71 0,39 0,36 | 0,38 2,0
6,25 25 0,932 0,635
6 0 3 8 5 32 4 2 6 4 71 35
094|058 042|040 044 22 097|049 026|025 027]| 20
0 | 3125|125 0,561 0,452
E 5 4 7 6 3 78 1 2 2 8 6 59
C') 0,74 | 0,47 | 0,30 | 0,27 | 0,27 | 24 0,710,535 020|019 | 0,19| 20
A | 1562625 0,414 0,334
0 1 5 9 5| 35 8 9 0 4 9| 76
0,47 (0,33 0,22| 021 0,21 | 23 048] 026|017 017 ] 017 | 1,9
0,781 | 3,12 0,292 0,255
3 7 1 1 7] 05 4 6 7 3 6| 82
0,37 0,24 0,19 0,17 | 0,27 | 2,2 0,36 0,19 | 0,26 | 0,15 | 0,15 | 2,0
0,39 | 1,56 0,232 0,208
4 5 3 1 5 78 9 7 0 6 9 60
025|020 016|015 0,15| 22 025|015 0,14 | 0,14 | 0,14 | 20
0,195 | 0,78 0,185 0,166
5 2 5 0 4 40 0 2 2 1 5] 32
2,88 232229219 225]| 23 1,76 | 1,44 1,36 | 1,36 | 1,38 | 21
25| 100 2,391 1,465
4 1 3 6 9| 38 8 4 5 4 7| 47
158 ] 119 114 1,19 1,19 | 2.2 1,32 1,06 [ 0,94 ] 092 094 20
125| 50 1,263 1,040
4 8 2 6 7] 34 9 5 0 6 1| 35
107|084 0,76 | 0,79 | 0,78 | 2,2 0941072 | 063 | 0,64 | 060| 2,0
6,25 25 0,851 0,709
7 1 0 3 2 32 0 0 3 6 8 35
067]050[ 055|051 052] 22 068|045 041|042 043] 20
© | 3125|125 0,554 0,483
E 0 3 5 6 7 78 0 4 8 7 4 59
é 6,24 | 058 | 0,41 | 0,40 | 0,39 | 0,40 | 2,4 064036 | 032(033]|033| 20
A | 1562 0,441 0,401
8 4 4 9 7 1| 35 8 3 6 3 6| 76
312 051) 032|027 | 0,26 | 0,27 | 2,3 050| 0,26 | 0,22 | 0,23 | 0,23 | 1,9
0,781 0,332 0,290
4 0 9 9 9 5 05 1 2 4 1 3 82
033]025[021]019|020] 22 032] 020 017|018 0,18] 20
0,39 | 1,56 0,242 0,212
6 7 6 8 1 78 0 2 5 1 1 60
025[021[018] 017|017 22 024] 016 015] 06| 0,16 2,0
0,195 | 0,78 0,202 0,179
8 9 3 4 7] 40 2 9 4 3 6| 32
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DO - P18

349] 2,00 1,86 ] 192 ] 1,92 2.3 230] 1,55 1,19 ] 1,24 ] 1,27] 2.1
25| 100 2,262 1,532
6| 7| 2| 7| 6| 46 4| 2| 8| 5| 3| 23
250 | 1,96 | 1,83 | 2,00 | 2,00 | 2,3 104 ] 1,49 | 1,26 | 1,33 | 1,35 | 2.1
125| 50 2,079 1,477
ol o| 1| 3| ol = 4l 4| o 4| 4| 24
234 1,43 | 124 | 1,22 1,22 23 151 084 0,68 | 067 | 067 21
625| 25 1,494 0,879
5| 3| 7| o 7| 53 a4l 4| 2| 9| 9l 39
131 0,75] 0,66 | 0,65 | 0,66 | 2.4 1,17 ] 059 0,49 | 0,50 | 050 | 2.1
3,125 | 12,5 0,810 0,654
4| 6| o 6| 4| o3 ol 1| 9o 1| 1] 37
624 | 1,38 | 0,76 | 0,57 | 0,56 | 0,56 | 2,4 121] 058 044 044 044 21
1,562 0,770 0,627
8| 3| s| 5| 7| 1| 85 1| 8| 7| 8| 3| a
312 0,71 | 051 ] 0,41 | 0,41 | 0,41 | 2,4 072 0,46 | 037 | 0,37 | 037 | 2,1
0,781 0,494 0,462
4| 2| 7| 1| 2| 8| 26 3 7| 1| 4| 3| 3
050 | 0,37 | 0,29 | 0,29 | 0,29 | 2,4 052 032 | 024 ] 0,25 0,25 | 2,1
039 | 1,56 0,352 0,320
8| o| 3| 4| 6| 15 2| o 7| 5| 4| 30
036 0,28 | 021 ] 0,21 0,21 | 2,4 037] 023|018 0,19 0,19 | 2,1
0,195 | 0,78 0,259 0,234
ol o| 7| 4| 7| 33 ol 1| 2| 4| 5| 26
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Tabla 12.- Absorbancias a 450nm y 630nm para Candida albicans.

Concentraci
6n de Absorbancia - DOgsonm Absorbancia - DOg3zonm
propéleos
[ma/ DIA | DIA | DIA | DIA Promedio | DIA | DIA | DIA | DIA Promedio
% CP CP
mL] 0 1 2 3 DO 0 1 2 3 DO
2,33 2,24
25 100 | 2,925 | 1,944 | 1,961 | 1,975 9 2,201 11,939 | 1,245 | 1,240 | 1,239 ; 1,416
2,37 2,18
12,5 50 | 2,521 | 1,538 | 1,214 | 1,117 6 1,598 | 1,395 | 0,929 | 0,665 | 0,610 5 0,900
2,31 2,16
6,25 25(1,949| 1,391 | 0,983 | 0,856 4 1,295 1,575 | 1,018 | 0,657 | 0,563 3 0,953
2,32 2,15
) 3,125 12,5 | 1,457 | 0,822 | 0,458 | 0,406 0 0,786 | 1,308 | 0,665 | 0,313 | 0,290 9 0,644
o
o 231 2,15
A 1,562 6,25 | 1,103 | 0,511 | 0,334 | 0,317 ) 0,566 | 1,029 | 0,426 | 0,259 | 0,251 . 0,491
2,32 2,16
0,781 3,12 | 0,809 | 0,385 | 0,278 | 0,259 8 0,433 | 0,769 | 0,325 | 0,230 | 0,219 9 0,386
2,26 2,11
0,39 | 1,56 | 0,526 | 0,293 | 0,234 | 0,220 3 0,318 | 0,501 | 0,255 | 0,201 | 0,198 3 0,289
2,22 2,11
0,195 0,78 | 0,362 | 0,272 | 0,229 | 0,205 4 0,267 | 0,333 | 0,251 | 0,210 | 0,204 6 0,250
2,33 2,24
25 100 | 2,987 | 2,173 | 2,109 | 2,094 9 2,341 12,335 | 1,366 | 1,316 | 1,310 . 1,582
2,37 2,18
12,5 50 | 2,736 | 1,852 | 1,771 | 1,736 6 2,024 | 2,062 | 1,374 | 1,323 | 1,310 5 1,517
2,31 2,16
6,25 25 | 2,368 | 1,679 | 1,600 | 1,563 . 1,802 | 1,946 | 1,297 | 1,219 | 1,204 3 1,417
2,32 2,15
Q 3,125 12,511,534 | 0,779 | 0,678 | 0,661 0 0,913 | 1,421 | 0,691 | 0,601 | 0,585 9 0,824
o
o 2,31 2.15
A 1,562 | 6,248 | 1,328 | 0,606 | 0,516 | 0,499 ) 0,737 | 1,255 | 0,505 | 0,438 | 0,430 . 0,657
2,32 2,16
0,781 | 3,124 | 1,055 | 0,432 | 0,369 | 0,351 o 0,552 | 1,021 | 0,368 | 0,323 | 0,319 o 0,508
2,26 2,11
0,39 1,56 | 0,761 | 0,344 | 0,291 | 0,280 3 0,419 | 0,733 | 0,317 | 0,263 | 0,260 3 0,393
2,22 2,11
0,195 0,78 | 0,562 | 0,311 | 0,259 | 0,245 4 0,344 | 0,556 | 0,276 | 0,238 | 0,235 6 0,326
2,34 2,16
@ 25 100 | 3,496 | 3,198 | 3,114 | 3,086 . 3,223 | 2,417 | 1,596 | 1,518 | 1,506 ; 1,759
o
o 2,35 2,15
a 12,5 50 | 3,243 | 2,864 | 2,741 | 2,731 5 2,895 | 2,236 | 1,690 | 1,601 | 1,595 ; 1,780
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2,35 2,16

6,25 25| 2,459 | 1,249 | 1,038 | 0,994 s 1,435 1,906 | 0,899 | 0,686 | 0,662 4 1,038
2,41 2,15

3,125 12,512,088 | 0,999 | 0,733 | 0,701 9 1,131 ] 1,751 | 0,802 | 0,560 | 0,536 1 0,912
2,44 2,25

1,562 | 6,248 | 1,684 | 0,805 | 0,551 | 0,525 1 0,891 | 1,534 | 0,690 | 0,444 | 0,425 0 0,773
2,44 2,15

0,781 | 3,124 | 1,288 | 0,623 | 0,386 | 0,355 4 0,663 | 1,254 | 0,552 | 0,320 | 0,304 ; 0,607
2,43 2,15

0,39 1,56 | 0,937 | 0,495 | 0,300 | 0,281 1 0,503 | 0,966 | 0,450 | 0,267 | 0,255 3 0,484
2,45 2,15

0,195 0,78 | 0,647 | 0,398 | 0,288 | 0,272 ) 0,401 | 0,650 | 0,366 | 0,268 | 0,260 . 0,386
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Tabla 13.- Absorbancias a 450nm y 630nm para Malassezia furfur.

Concentra
cién de Absorbancia - DOssonm Absorbancia - DOg3onm
propéleos
[ma/ DIA | DIA | DIA | DIA | DIA Promedio | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA Promedio
% CP CP
mL] 0 1 2 3 7 DO 0 1 2 3 7 DO
199 | 147 | 146 | 1,47 | 153 | 18 1,36 | 090 0,88 088 | 091 15
25 100 1,586 0,990
2 0 1 7 1| 40 2 3 1 3 9| 35
153 | 1,44] 0,75| 0,67 | 0,70 | 1,6 1,12 092 0,62 | 057 | 059 | 1,6
12,5 50 1,022 0,769
0 9 0 6 3| 34 6 6 3 1 71 59
1,22 | 1,32| 0,60 | 054 | 054 | 16 099069 059(051|050]| 14
6,25 25 0,849 0,659
6 2 9 4 6 10 7 0 6 4 0| 86
094 054029028034 15 083069 029(028|032]| 14
n | 3,125 | 125 0,482 0,486
E 3 9 2 3 0| 83 8 5 3 3 1] 53
CIJ 032 033|021(021(025]| 15 065|041 023 0,23| 0,27 | 14
A | 1562 | 6,25 0,267 0,362
7 2 2 1 0| 94 0 5 6 1 6| 37
045) 024|018 0,18 0,18 | 1,7 063031022022 021| 15
0,781 | 3,12 0,251 0,320
4 5 7 5 2| 56 0 2 5 0 1] 94
0,33]018| 0,14 | 0,14 | 0,24 | 15 044 024|018| 018|016 | 1,4
0,39 | 1,56 0,190 0,244
3 2 5 9 1| 63 7 3 1 2 4| 64
024) 015|012 0,22 0,10 | 1,5 0,32 020|015 0,45| 0,12 | 1,6
0,195 0,78 0,152 0,190
6 5 7 7 6| 03 2 1 5 0 1| 48
227216 | 137|135 132| 1,8 157| 09| 088| 086 | 0,84 15
25 100 1,699 1,025
0 9 6 1 7| 40 1 0 0 7 5 35
1,76 | 127 | 119 117 | 1,15| 1,6 1,37 094|086 085|083 16
12,5 50 1,311 0,976
6 1 3 1 3| 34 9 0 9 4 5| 59
1,24 | 0,74 0,94 | 0,63 | 0,61 | 1,6 107|090 0,75| 0,73 0,72 | 14
6,25 25 0,837 0,838
5 6 4 3 9| 10 5 6 5 3 2| 86
099 073|063(063(061| 15 090 065|053 052|051| 14
© |3125| 125 0,722 0,628
E 2 8 4 3 2| 83 6 7 8 7 0| 53
é 0,78 0,50 | 0,42 | 0,42 | 0,40 | 15 0,75( 046 | 037 036 | 033 14
A | 1.562 | 6,248 0,506 0,459
6 0 2 2 2| 94 8 4 4 1 7| 37
0,85(037(030[030(027]| 17 0,84(034(02(025]023| 15
0,781 | 3,124 0,420 0,389
4 0 0 1 4| 56 5 4 6 8 0| 94
065|032 | 0,27 0,26 | 0,23 | 1,5 064030 024(023|019]| 14
0,39 | 1,56 0,351 0,324
0 7 1 9 6| 63 7 6 4 1 2| 64
0,50 [ 0,27 0,23 0,23|0,20| 15 050 [ 025{020(019] 015| 1,6
0,195 | 0,78 0,289 0,263
2 3 7 4 1| 03 2 0 6 6 9| 48
233(217(206( 201|209 21 164 | 1,11 | 1,05 1,04 | 1,03 1,1
o) 25| 100 2,135 1,178
E 4 6 3 1 0| 35 7 6 0 5 4| 78
('3 210( 136 | 1,23 | 1,19 121 | 14 1,44 | 087|077 | 0,75| 0,74 | 0,9
A | 125 50 1,422 0,918
6 5 4 5 2| 22 3 8 0 3 5| 18
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158 | 1,24 | 0,9 | 0,60 | 0,60 | 1,0 122|090 063 | 0,60 059 | 0,7

6,25 25 1,000 0,794
0 4 8 7 3| 00 9 8 3 7 1] 9%
130| 061|043 | 042| 041| 0,6 1,11| 0,76 | 0,50 | 0,48 | 0,46 | 0,6

3,125 | 125 0,640 0,666
4 9 6 5 41 40 1 5 2 7 4| 66
1,04 | 047|030 030| 029 | 04 096 | 062] 037|036 035| 05

1,562 | 6,248 0,484 0,539
1 3 7 3 8| 84 5 7 9 9 6] 39
0,78 033| 021|022 021| 03 0,77 | 0,47 027 | 0,27 | 0,26 | 04

0,781 | 3,124 0,356 0,413
9 9 7 0 5| 56 9 1 8 5 2| 13
056|023 015| 0,15| 0,13 | 0,2 089032020020 | 017 | 03

0,39 | 1,56 0,250 0,360
8 3 8 2 9] 50 1 1 8 0 8| 60
040| 021|016 013| 0,11| 0.2 063 025|018 0,20 0,18 | 0,2

0,195| 0,78 0,207 0,293
4 6 8 2 3| 07 5 5 3 6 6| 93

Las tablas 11 a 13 muestran también las absorbancias para el control positivo de
inhibicién (CP) mismo que también es resultado del promedio entre las absorbancias de
los CP medidos para cada dia, para cada tipo de prop6leo y para cada tipo de hongo

analizado.

Por otra parte, las figuras 11, 12, 13 muestran los graficos de dispersion de las
absorbancias a longitudes de onda de 450 nm y 630 nm respecto al porcentaje de
concentraciéon de propéleos PE-15, PE-16 y PE-18, respectivamente, actuando en el
hongo Aspergillus niger.
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Absorbancia vs. Concentracion P15 - 430 nm
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Figura 11.- Absorbancias vs. Concentracién de PE-15 a (i) 450nm y (ii) 630nm para Aspergillus niger.
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Absorbancia vs. Concentracion - P16 a 450 nm
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Absorbancia vs. Concentracion P16 - 630 nm
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Figura 12.- Absorbancias vs. Concentracién de PE-16 a (i) 450nm y (ii) 630nm para Aspergillus niger.

53



Absorbancia vs. Concentracion P18 - 450 nm
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Figura 13.- Absorbancias vs. Concentracion de PE-18 a (i) 450nmy (ii) 630nm para Aspergillus niger.

Como se observa en las figuras 11, 12, 13, la curva de las absorbancias promedio

(curva tomate) muestra la tendencia de inhibicion de los propéleos sobre el hongo
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Aspergillus niger, por lo que se justifica la utilizacion de este valor para el calculo de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Este resultado se obtuvo de igual manera para
los hongos Candida albicans y Malassezia furfur.

Con los valores promedio de absorbancias del CP y absorbancias promedio de los
dias en los que se midieron las DO, la CMI se determiné utilizando estos resultados y

considerando el siguiente criterio:

e Si la absorbacia promedio DO son cercanas o iguales a las absorbacias del
control positivo CP, se considerd que la concentracién de propéleos actla
inhibiendo el crecimiento de los hongos; para lo cual se calculé la diferencia
entre estos valores.

e Seguido se calculd la relacion de estas absorbancias en pocentaje. Los valores
cercanos a cero indican que las absorbancias son similares y existe inhibicién
del crecimiento del hongo. Valores por encima del 80% se consideré que no
existe inhibicién, tal como lo indica Malbran (2012), en su articulo “Método de
determinacion de sensibilidad antimicrobiana por dilucién” en donde menciona
gue “el punto final de la CMI correspondera a la concentracion en la que haya

mas del 80% de reduccion del crecimiento comparado con el control”.

Yereducci 1 Absorbancia control positivo — Absorbacia promedio medida 100
reduccion = 1 — X
0 Absorbancia control positivo

. DO_CP — DO_promedio
%reduccion = 1 — D0 CP x 100

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 14, 16, 17.
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Hongo: Aspergillus niger

Tabla 14.- CMI de cada prop6leos para Aspergillus niger a 450nm y 630nm.

Concentracion DOusonm DOs30nm
mg/mL] | % cp Prolgnoedio CSI; CMI  CP Prolgnoedio CDZFé CIM
25 |100 %P | 2330 [-0001 | P 2| 1492 0,654 | 70%
125 | 50 |22 1314 | o919 [s0% 20°| 0763 | 1273 | 37
625 | 25 | 22%| 0932 1300 | 42% 20°| 0635 1,401 | 31%
2| 3125 | 125 | 27| os6 1717 | 25% 20° | 0452 1,607 | 22%
Q| 1862 | 625 28 oas | 202 (1% 27| 03 | 1742 | 16%
o781 |312 | 2| o2 2014 | 13% % | 0255 1,727 | 13%
030 [156 | 22" | 0232 | 2046 |20% >3°| 0208 | 1852 |10%
0195 | 078 | %2 | 0185 | 2055 | 8% % | 0166 | 1866 | 8%
25 1200 |%° | 2301 | -00s3| D7 2| 1465 0,681 | 68%
125 | 50 |22 1263 [ 0970 [57% 0| 1040 | 0995 | 51%
625 | 25 | 22%|  ogs 1381 | 38% 00| 0709 1,326 | 35%
S| 3125 125|257 |  oss4 | 1724 [20% 00| 0483 | 1576 |23%
g 1562 | 625 | “° | 0441 1995 | 18% o' | 0401 1,675 | 19%
o781 | 32|23 o 1973 [14% P | 0200 | 1692 | 15%
030 |16 | %27 | 0242 2036 | 11% 00| 0212 1,849 | 10%
0195 | 078 | 2| 020 2038 | 9% 20| 0179 1,853 | 9%
25 |100 || 2262 [o0085 |9% 3°| 1532 | 0590 |72%
1125 [ 50 | 2B 207 0275 | 88% 30| 1477 0,647 | 70%
F.
g 625 | 25 [23°| 1404 | 0859 |64% 00| 0879 1,260 | 41%
1 315 | 125 2291 o010 1593 | 3% “7°| 0654 1,483 | 31%
se2 | 02|28 om0 | ama [ 2| o6z 1514 | 29%
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0,781 3j2 2’(;‘2 0,494 1,932 | 20% 2’213 0,462 1,670 | 22%
039 | 1,56 2';‘1 0,352 2,063 | 15% 2’33 0,320 1,810 | 15%
0195 | 078 2';'3 0,259 2174 | 11% 2,;2 0,234 1,892 | 11%

Como se puede apreciar en latabla 14, la CMI utilizando el PE-15 es de 25mg/mL

(100%) para el hongo Aspergillus niger. Esto indica el limite de concentracién minima

de PE-15 que se requiere para que empiece a inhibir el crecimiento del hongo.

La CMI utilizando el PE-16 es de 25 mg/mL (100%) y con el PE-18 es de

12,5 mg/mL (50%).

En la figura 14 se muestra la relacion existente entre el porcentaje de reduccién

de las absorbancias frente al porcentaje de concentracion de los propdleos, en donde se

observa que el punto final de inhibicidn ocurre entre los valores que se encuentran

dentro del recuadro de color verde en la figura 14.
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% de reduccion vs. % de concentracion
(CMI - %reduccion del crecimiento mayor al 80%)

—8—P15 —8—P16 »—P18
120%

. cmI 8

80%

Z 60%
Q
40%

20%

%de Concentracion

0%
0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100

Figura 14.- Determinacion de la CMI para el hongo Aspergillus niger.

En las tablas 15, 16, se muestran las CMI de los propéleos para los hongos
Candida albicans y Malassezia furfur.

Hongo: Candida albicans

Tabla 15.- CMI de cada prop6leo para Candida albicans a 450nm y 630nm.

Concentracion DO4s0nm DO630nm
Promedio CP- Promedio CP- | CM
[mg/mL] % CP DO DO CMI CP DO DO |
2,33 2,24
25| 100 9 2,201 0,137 | 94% 7 1,416 0,831 | 63%
10 2,37 2,18
o 12,5 50 6 1,598 0,779 | 67% 5 0,900 1,286 | 41%
o 231 2,16
al 6,25 25 4 1,295| 1,020| 56% 3 0,953 | 1,210| 44%
2,32 2,15
3,125 12,5 0 0,786 1,535 | 34% 9 0,644 1,515 | 30%
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2,31 2,15
1562| 625 2 0566| 1746| 24% 7 0,491 1,666 | 23%
2,32 2,16
0781 312| 8 0433| 1,895| 19% 9 0,386| 1,784 18%
2,26 2,11
039 156| 3 0318| 1945| 14% 3 0,289 1,824 14%
2,22 211
0195| 078 4 0267| 1957| 12% 6 0,250 | 1,866 | 12%
2,33 100 224
25| 100] 9 2341 0002 % 7 1,582| 0,665 | 70%
2,37 2,18
125| 50| 6 2024| 0352| 85% 5 1,517| 0,668 | 69%
2,31 2,16
625| 25| 4 1,802| 0512 78% 3 1,417| 0,747 65%
© 2,32 2,15
a 3125| 125| 0 0913| 1,407| 39% 9 0,824| 17335| 38%
o 6,24 2,31 2,15
a 1562 8| 2 0737| 1575| 32% 7 0,657 | 1,500 | 30%
312 2,32 2,16
0781 4| 8 0552| 1776| 24% 9 0,508 | 1,661 | 23%
2,26 211
039| 156| 3 0419| 1845| 19% 3 0,393| 1,720 19%
222 2,11
0195| 078 4 0344| 1879| 15% 6 0,326 1,790 15%
2,34 137 2,16
25| 100| 7 3223| 0876 % 7 1,759 | 0,408 | 81%
2,35 123 215
125| 50| 5 2895| 0540 % 7 1,780| 0,376 | 83%
2,35 2,16
625| 25| 5 1435 0920| 61% 4 1,038| 1,126 | 48%
9 2,41 2,15
a 3125| 125| 9 1,131 1289 47% 1 0912 1,239 42%
o 6,24 | 2,44 2,25
a 1562 8| 1 0891| 1550| 36% 0 0773 | 1,477 34%
312 2,44 2,15
0781 4| 4 0663| 1781 27% 7 0,607 | 1,550 | 28%
2,43 2,15
039 156| 1 0503| 1,928| 21% 3 0,484 | 1,669 | 22%
2,45 2,15
0195| 078 2 0401| 2051| 16% 7 0386 1,771| 18%

La CMI utilizando el PE-15 para inhibir el crecimento del hongo Candida
albicans es de 25 mg/mL (100%), para el PE-16 es de 12,5 mg/mL (50%) y para el
PE-18 es de 12,5 mg/mL (50%).
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Figura 15.- Determinacion de la CMI para el hongo Candida albicans.
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Hongo: Malassezia furfur

Tabla 16.- CMI de cada prop6leo para Malassezia furfur a 450nmy 630nm.

Concentracion DO4s0nm DOs30nm

[mg/mL] | % CP | Promedio DO | CP-DO | CIM  CP | Promedio DO | CP-DO | CIM

25| 100 1,840 1586 | 0,254| 86% 1,535 0,990 | 0546 | 64%

12,5 50 | 1,634 1,022 | 0612| 63% 1,659 0,769 | 0,890 | 46%

o 6,25 251,610 0,849 | 0,761 | 53% 1,486 0,659 | 0,826| 44%

E. 3,125 | 12,5|1,583 0482 | 1102| 30% 1,453 0,486 | 0967 | 33%

8 1562 | 6,251,594 0,267 1,328 | 17% 1,437 0,362 1,075 | 25%

0,781 | 3,12|1,756 0,251 1506 | 14% 1,59 0,320 1,275 20%

0,39 | 1,561,563 0,190 1,373 12% 1,464 0,244 1,221 | 17%

0,195| 0,781,503 0,152 | 1,350 | 10% 1,648 0,190 | 1458 | 12%

25| 100 1,840 1699 | 0141| 92% 1,535 1,025| 0511| 67%

12,5 50 | 1,634 1311| 0,323| 80% 1,659 0,976 | 0,683| 59%

© 6,25 251,610 0,837 | 0,773| 52% 1,486 0,838 | 0,648 | 56%
<

o 3,125| 12,5|1,583 0,722 | 0,862 | 46% 1,453 0,628 0,825| 43%

8 1,562 | 6,248 | 1,594 0,506 | 1,088| 32% 1,437 0459 | 0978| 32%

0,781 | 3,124 | 1,756 0,420 1.336| 24% 1,594 0,389 | 1,206 | 24%

0,39| 1,561,563 0,351 | 1213| 22% 1,464 0,324 | 1140| 22%

0,195| 0,781,503 0,289 | 1213| 19% 1,648 0,263| 1,385| 16%

25| 1002135 2,135| 0,000 | 100% 1,178 1,178 | 0,000 | 100%

12,5 50| 1,422 1422 | 0,000 |100% 0,918 0,918 | 0,000 | 100%

© 6,25 25| 1,000 1,000 | 0,000 | 100% 0,794 0,794 | 0,000 | 100%

E. 3,125 | 12,550,640 0,640 | 0,000 | 100% 0,666 0,666 | 0,000 | 100%

8 1,562 | 6,248 | 0,484 0,484 | 0,000 | 100% 0,539 0,539 | 0,000 | 100%

0,781 | 3,124 | 0,356 0,356 | 0,000 | 100% 0,413 0,413 | 0,000 | 100%

0,39 | 1,560,250 0,250 | 0,000 | 100% 0,360 0,360 | 0,000 | 100%

0,195 | 0,78 | 0,207 0,207 | 0,000 | 100% 0,293 0,293 | 0,000 | 100%

La CMI utilizando el PE-15 para inhibir el crecimento del hongo Malassezia
furfur es de 25 mg/mL (100%). Para el PE-16 es de 12,5 mg/mL (50%) y para el
PE-18, se considera que la CMI esta por debajo del 0,195 mg/mL.
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% de reduccion vs. % de concentracion
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Figura 16.- Determinacién de la CMI para el hongo Malassezia furfur.

Los resultados obtenidos de las CMI utilizando los propéleos PE-15, PE-16 y
PE-18 para inhibir el crecimiento de cada tipo de hongo analizado, se resume en la tabla
17.

Tabla 17.- CMI para cada hongo por tipo de propdleos

Concentracion Minima Inhibitoria (mg/mL) - CMI
A. niger C. albicans M. furfur
P15 25 25 25
P16 25 12,5 12,5
P18 12,5 12,5 0,195
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4.5Relacion existente entre la composicion quimica de los

extractos de propdleos y la concentracion minima inhibitoria

Para encontrar la relacion existente entre la composicion quimica de los propdleos
y la concentracion minima inhibitoria de los propéleos frente a los hongos analizados,
fue necesario en primer instancia separar el porcentaje de polioles, diterpenos y
triterpenos que cada tipo de propdleos tienen a partir de la cromatrografia de gases, tabla
18, para luego realizar una grafica de linea ajustada a partir de una regresion lineal
utilizando Minitab 18.

Tabla 18.- Composicion Quimica de los Propoleos.

Cromatografia de gases
PROPOLEOS Composicién Quimica de los Propdleos
% POLIOLES |% DITERPENOS | % TRITERPENOS
P15 15,660 53,630 30,700
P16 42,590 42,140 15,260
P18 66,800 14,810 18,380
Tabla 19.- Composicién Quimica de los Propdleos y CMI.
Cromatografia de gases CMmI
PROPOLE Composicién Quimica de los Propo6leos [mg/mL]
(0N % % % A. C. M.
POLIOLES | DITERPENOS | TRITERPENOS | niger | albicans | furfur
P15 15,660 53,630 30,700 25 25 25
P16 42,590 42,140 15,260 25 12,5 12,5
P18 66,800 14,810 18,380 12,5 12,5 0,195

63




Los resultados de los parametros de la regresion lineal efectuada se muestran en
la tabla 20.

Tabla 20.- Resultados de la regresion lineal realizada en Minitab 18.

A. niger C. albicans M. furfur
P R? P R? P R?
% POLIOLES 0,353 | 72,30 | 0,314 | 77,61 | 0,017 | 99,93
% DITERPENOS 0,186 | 91,70 | 0,481 | 53,04 | 0,150 | 94,54
% TRITERPENOS | 0,789 | 10,58 | 0,122 | 96,35 | 0,453 | 57,38

p = probabilidad, R? = coeficiente de regresion lineal (%)

45.1 Relacion entre el porcentaje de polioles, diterpenos y triterpenos

frente a la CMI para Aspergillus niger

La figura 17, muestra que no hay una asociacion estadisticamente significativa
entre el porcentaje de polioles de los propdleos 15, 16 y 18 (variable de respuesta) y la
concentracién minima inhibitoria (CMI) (predictor), debido a que la probabilidad
obtenida a partir de un analisis de regresion lineal es de p = 0,353 siendo mayor que el
nivel de significancia de 0,05. Sin embargo, el coeficiente de correlacion (R?) obtenido

es del 72,3% entre la variacion del porciento de polioles y la CMI.
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Figura 17.- Relacidn entre el % de polioles y la CMI para Aspergillus niger.

Esto permite concluir que cuanto mayor sea el porcentaje de polioles que
contengan los propéleos, menor serd la CMI. En este sentido, el PE-18, que tiene mayor
concentracion de polioles es el que menor concentracion requiere en mg/mL para inhibir

el crecimiento de los hongos, conforme se muestra en la tabla 18.

Por otra parte, el andlisis de diterpenos en los propdleos, figura 18, tampoco
muestra una asociacién estadisticamente significativa entre los porcentajes contenidos
en los propoleos 15, 16 y 18 y la concentracion minima inhibitoria (CMI) debido a que
la probabilidad obtenida es de p = 0,186. Sin embargo, el coeficiente de regresion (R?)
obtenido es del 91,7%, (valor cercano al 100%) lo que permite deducir que la relacion
entre el porcentaje de diterpenos y la CMI es directamente proporcional, como se

aprecia en la figura 18.
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Grafica de linea ajustada
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Figura 18.- Relacidn entre el % de diterpenos y la CMI para Aspergillus niger.

Finalmente, la figura 19, muestra el andlisis de regresion entre el porcentaje de
triterpenos contenidos en los propéleos 15, 16 y 18, donde tampoco existe una
asociacion estadisticamente significativa con la concentracion minima inhibitoria

(CMI), ya que la probabilidad obtenida es mayor al nivel de significancia de p = 0,789.
El coeficiente de regresion (R?) obtenido es del 10,58% por lo que no podemos

afirmar que existe alguna relacion entre la CMI y la cantidad de triterpenos que tengan

los propoleos.
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Grafica de linea ajustada
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Figura 19,- Relacion entre el % de triterpenos y la CMI para Aspergillus niger,

Considerando estos resultados se puede afirmar que cuanto mayor sea el
porcentaje de polioles que presente la composicién quimica de los propéleos, menor
seré la concentracion minima inhibitoria CMI que se requiera para inhibir el crecimiento
de los hongos. Asimismo, cuanto mayor sea la CMI, mayor sera la cantidad de
diterpenos que contenga el propoleo.
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4.5.2 Relacién entre el porcentaje de polioles, diterpenos y triterpenos

frente a la CMI para Candida albicans y Malassezia furfur

Las figuras 20 y 21, muestran las gréficas de linea ajustada del porcentaje de

polioles de cada propdleo frente a los hongos Candida albicans y Malassezia furfur.

Para el caso de la Candida albicans, no hay una asociacion estadisticamente
significativa entre el porcentaje de polioles de los propdleos 15, 16 y 18 y la CMI,
debido a que la probabilidad obtenida es 0,314 (ver tabla 21). Sin embargo, para la
Malassezia furfur, si existe una asociacion estadisticamente significativa entre el

porcentaje de polioles y la CMI ya que la probabilidad obtenida es p = 0,017.

Los coeficientes de correlacion (R?) obtenidos en ambos casos son 77,61% y
99,93% respectivamente, mostrando una fuerte relacion entre estas variables, Al igual
gue con el hongo Aspergillus niger, el porcentaje de polioles y la CMI estan

relacionados inversamente, esto es, a mayor cantidad de polioles menor sera la CMI.
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Figura 20.- Relacidn entre el % de polioles y la CMI para Candida albicans.
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Figura 21.- Relacidn entre el % de polioles y la CMI para Malassezia furfur.

69



Las figuras 22 a 25, muestran las gréficas de linea ajustada para el porcentaje de
diterpenos y triterpenos frente a la CMI para los hongos Candida albicans y Malassezia

furfur,

Grafica de linea ajustada
% DITERPENOS = 3,32 + 2,012 CIM-h2

S 19,3252
R-cuad. 53,0%
50 R-cuad.(ajustado) 6,1%
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20
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Figura 22.- Relacion entre el % de diterpenos y la CMI para Candida albicans.
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Figura 23.- Relacidn entre el % de diterpenos y la CMI para Malassezia furfur.
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Figura 24.- Relacion entre el % de triterpenos y la CMI para Candida albicans.
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Figura 25.- Relacion entre el % de triterpenos y la CMI para Malassezia furfur.
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En todas las gréaficas se aprecia que la relacion entre la cantidad de diterpenos y
triterpenos y la CMI es proporcional, tal cual ocurrio con Aspergillus niger.

Adicionalmente se hizo una prueba de ANOVA de un solo factor conjuntamente
con la prueba de Tukey para obtener una comparacion simultanea entre los prop6leos
15, 16 y 18 para ver cudl de estos es el mas efectivo para inhibir el crecimiento de los
hongos.

La grafica de intervalos, figura 26, muestra intervalos de confianza de 95% para
cada media. Se observa que el propdleo 18 tiene la media mas pequefia de CMI
equivalente a 8,4 mg/mL con un intervalo de confianza entre 0,138 a 16,658 mg/mL,
seguida del PE-16 con una media de 16,67 mg/mL; mientras que el PE-15 queda con
una media alejada de 25 mg/mL.

Grafica de intervalos de CM vs. Propdleos
95% IC para la media

35
30

25

20 T
=
Vo —
\
0 —
5
0
P-15 P-16 P-18
Propoleos

La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 26.- Gréfica de intervalos de CMI vs. Propo6leos.
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Asi también, en la figura 27, tomando como referencia la linea discontinua en
cero, el intervalo P18 — P15, no contiene el cero, esto demuestra que las medias
correspondientes son significativamente diferentes entre estos propdleos. Por su parte,
los intervalos P16 — P15 y P18 — P16 no presentan diferencias significativas en las
medias, pudiendo deducir que los prop6leos de mejor actuacion frente a los hongos son
el PE-18 sequido del PE-16.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para CM

P-16 - P-15 } o

P-18-P-15 f - }

P-18 -P-16 | .

I I

-30 -20 -10
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.

Figura 27.- ICs simultaneos de 95% de Tukey.

En este sentido, el orden de los prop6leos analizados, ordenados de menor a

mayor CMI para inhibir el crecimiento de los hongos se presenta en la tabla 21:

Tabla 21.- Orden de propdleos frente a la CMI.

Propdleos | CMI promedio® | %POLIOLES | %TRITERPENOS | %DITERPENOS
lro. | PE-18 8,4 mg/mL 66,8 18,3 14,81
2do. | PE-16 | 1p67mgmL | 4259 15,26 42,14
3ro. | PE-15 25 mg/mL 15,66 30,7 53,63

! Resultado estadistico arrojado por la prueba ANOVA.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1Conclusiones

v En el estudio por CCD las tres muestras presentaron una composicién quimica
semejante, con la presencia de grupos cromdforos conjugados entre los que destacan

acidos fenolicos, flavonoides y cumarinas.

v' En el andlisis por CG-EM todas las muestras evidenciaron cromatogramas
complejos con un total de 44 compuestos identificados para la muestra PE-15, 37
para la muestra PE-16 y 32 para la muestra PE-18 donde se incluyen azucares,
polioles, &cidos grasos, diterpenos y triterpenos como sus principales componentes,
tal como lo mencionan en su articulo Chaillou, Herreray Maidana (2004), indicando
gue los compuestos fendlicos y los flavonoides son los principales responsables de

la actividad antifangica de los prop6leos.

v/ La cromatografia de gases realizada presenta la composicién quimica de los
propéleos PE-15, PE-16 y PE-18, misma que muestra los contenidos porcentuales
de los compuestos quimicos identificados como no identificados, siendo estos

ualtimos de 10, 20, 30% en los propoleos 15, 16 y 18, respectivamente.

v Se pudo agrupar los compuestos quimicos en tres grupos prioritarios para cada uno
de los propdleos tomando en cuenta los tiempos de retencion (TR) en el espectro de
la cromatografia de gases, quedando de la siguiente manera: polioles, diterpenos y

triterpenos,
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v" Se determind la concentracion minina inhibitoria (CMI) para cada tipo de hongo
analizado con las diferentes concentraciones de prop6leos PE-15, PE-16 y PE-18,
obteniéndose los siguientes resultados:

e La CMI para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger fue de 25 mg/mL
utilizando los prop6leos PE-15 y PE-16; mientras que con el uso del
propéleo PE-18 fue de 12,5 mg/mL, siendo esta Gltima la menor CMI
alcanzada.

e La CMI para inhibir el crecimiento de Candida albicans fue de 25 mg/mL
utilizando el propéleo PE-15. Con los prop6leos PE-16 y PE-18 fue de 12,5
mg/mL.

e La CMI para inhibir el crecimiento de Malassezia furfur fue de 25 mg/mL
utilizando el propdleo PE-15; con el PE-16 fue de 12,5 mg/mL; mientras
que con el uso del propdleos PE-18 fue de 0,195 mg/mL.

v" De los tres tipos de hongos analizados el Aspergillus niger necesita mayor
concentracién de propdleo para inhibir su crecimiento, seguido de la Candida

albicans y finalmente de la Malassezia furfur.

v’ El andlisis estadistico de la relacion entre la composicién quimica de los propdleos
y la CMI, dié como resultado que la relacion entre estos parametros es inversamente
proporcional respecto a la cantidad de polioles que contengan los propéleos; es
decir, cuanto mayor sea la cantidad de polioles, menor serd la concentracion de

propoleos (en mg/mL) que se necesite para inhibir el crecimiento del hongo.

v El prop6leo PE-18 present6 la mejor eficacia para inhibir el crecimiento de los tres
hongos analizados, seguido del propéleo PE-16. Mientras que el PE-15, es el que
mayor cantidad de concentracion necesita para inhibir el crecimiento de los hongos

debido a su bajo contenido de polioles.
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v El resultado de la prueba estadistica ANOVA sugiere los siguientes valores como
valores promedios para la CMI que se requiere para inhibir el crecimiento de los
hongos.

Propoéleos CMI promedio
PE-18 8,4 mg/mL
PE-16 16,67 mg/mL
PE-15 25 mg/mL

5.2Recomendaciones

v Realizar otros estudios quimicos que permitan caracterizar estructuralmente los

compuestos no identificados,
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ANEXOS

Anexo 1,- Espectro de masas del trimetilsilil éter de glicerol,
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Anexo 2,- Espectro de masas del &cido malico, tris-TMS,
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Anexo 3,- Espectro de masas del butanal 2,3,4-tris(trimetilsilil)oxy-

Anexo 4,- Espectro de masas del butane,1,2,3,4-tetrakis(trimetilsilil)oxy-
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Anexo 5,- Espectro de masas del 4-hidrofeniletanol di-TMS,
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Anexo 6,- Espectro de masas del xilitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O-TMS,
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Anexo 7,- Espectro de masas del d-xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-TMS,
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Anexo 8,- Espectro de masas del &cido benzoico, 3,4, -bis [(trimetilsilil)oxy]-, éster trimetilsilil,
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Anexo 9,- Espectro de masas del D-Fructosa,1,3,4,5,6-pentakis-O-TMS,

Abundance

Scan 1949 (18.379 min): PE15.D
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Anexo 10,- Espectro de masas del Myo-inositol,5-deoxy-1,2,3,4,6-penyakis-O-TMS,
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Anexo 11,- Espectro de masas del d-galactosa,2,3,4,5,6-pentakis-O-TMS,
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Anexo 12,- Espectro de masas del Glucosa, pentakis-O-TMS,
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Anexo 13,- Espectro de masas del acido hexanodecanoico, TMS,

Abundance
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Anexo 14,- Espectro de masas del acido cindmico, 4-methoxy--(trimetilsiloxy)-, éster Trimetilsilil,
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Anexo 15,- Espectro de masas del trimetilsilil ,4-bis(trimetilsilil) cinamato,
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Anexo 16,- Espectro de masas del 9,12-acido octadecenoico (Z,Z)- éster trimetilsilil,

Abundance
Scan 2742 (25.094 min): PE15.D
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Anexo 17,- Espectro de masas del acido oleico, éster Trimetilsilil,

Abundance
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Anexo 18,- Espectro de masas del acido eicosanoico, éster trimetilsilil,

Abundance
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Anexo 19,- Espectro de masas del isomero 23,

Abundance

Scan 3282 (29.667 min): PE15.D
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Anexo 20,- Espectro de masas del acido docosanoico, éster trimetilsilil,

Abundance
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Anexo 21,- Espectro de masas del acido tetracosanoico, éster trimetilsilil,

Abundance

45000

40000

35000

30000

25000

43

20000

15000

10000

5000

Scan 3869 (34.637 min):

34 38

311‘
esiai bt g s

PE15.D

425

: \

449 479503

536560584

619

|
50 100 150

m/z-->

201
171 281
L b ez 2se 28

T
200

t \ T
250 300 350

f |
400 450

T
500

Anexo 22,- Espectro de masas del lupan-20(29)-en-3-ona,
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Anexo 23,- Espectro de masas del silane, (9,19-cyclo-9-beta-lanost-24-en-3-beta-yloxy)trimetil,
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Anexo 24,- Espectro de masas del 2,3,4-trihydroxybutyric acid tetra TMS,

Abundance
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Anexo 25,- Espectro de masas del isomero de 7,

Abundance
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73

4

ol

R ICE
bl WL 20T (3oss 29522 assiezea1iarsie s1s

4
WH‘\ ‘ : : ‘
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

m/z-->

Anexo 26,- Espectro de masas del inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS-, epi-
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Anexo 27,- Espectro de masas del Acido D-glucénico, 2,4,5,6-pentakis-O-TMS-, éster trimetilsilil,

Abundance

30000

25000

20000

15000

10000

5000 44

0 &w

73

103

147

L e

Scan 2396 (22.165 min):

217

191
L lh24e 1

333

35
I \‘h \‘\ Ll

9

PE16.D

435
405 b 477
T T

523 553 582 613

50
m/z-->

!
100

150

200 250

300 350

400

T
450 500

T
550

Anexo 28,- Espectro de masas del acido hexanodecanoico, éster trimetilsilil,
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Anexo 29,- Espectro de masas del acido octadecanoico - éster trimetilsilil,

Abundance
Scan 2813 (25.696 min): PE16.D
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Anexo 30,- Espectro de masas del isomero de 20,

Abundance
85000 Scan 3282 (29.667 min): PE16.D
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Anexo 31,- Espectro de masas del isomero de 23,

Abundance

Scan 3390 (30.581 min): PE16.D
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Anexo 32,- Espectro de masas del compuesto relacionado al heptadecylglycerol,

Abundance

an 3634 (32.648 min): PE16.D
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Anexo 33,- Espectro de masas del alfa-D-glucopiranésido, 1,3,4,6-tetrakis-O-TMS-beta-D-
fructofuranosyl, 2,3,4,6-tetrakis O-TMS,
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Anexo 34,- Espectro de masas del azlcar,

Abundance
Scan 3681 (33.045 min):PE16.D
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Anexo 35,- Espectro de masas relacionado con 27,

Abundance

Scan 3948 (35.306 min): PE16.D
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Anexo 36,- Espectro de masas del xilitol, 1,2,4,5-pentakis-O-TMS,
Abundance

Scan 1746 (16.661 min): PE18.D
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Anexo 37,- Espectro de masas del D-xilosa, tetrakis(trimetilsilil),

Abundance

Scan 1827 (17.347 min):P E18.D
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Anexo 38,- Espectro de masas del D-fructosa,1,4,5,6-pentakis-O-TMS,

A bundance

Scan 1949 (18.380 min): PE 18.D
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Anexo 39,- Espectro de masas del D-fructosa,1,4,5,6-pentakis-O-TMS (Isémero de 4)

S can 1967 (18 .532 m in): P E 18.D
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Anexo 40,- Espectro de masas del D-manitol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS,

Abundance

120000
110000
100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000
0

m/z-->

Scan 2240 (20.844 min): PE18.D
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Anexo 41,- Espectro de masas del acido D-glucénico, 2,3,4,5,6-pentakis-O-TMS,

Abundance
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Anexo 42,- Espectro de masas del myo-inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS,

Abundance
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Anexo 43,- Espectro de masas del acido oleico, TMS,

S ¢ an 2754 (25 .196 m in): P E 128 .0D
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Anexo 44,- Espectro de masas del alpha-D-glucopiranésido, 1,3,4,6-tetrakis-O-TMS isémero de 20,

S can 3663 (32.893 min):P E 18.D
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Anexo 45,- Espectro de masas del isomero de 22 o compuesto relacionado,

Scan 3827 (34.282 min):P E 18 .D
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Anexo 46,- Espectro de masas del lup-20(29)-en-one,

Abundance

Scan 4598 (40.810 min): PE18.D
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ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA'Y
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS
DE PROPOLEOS DE LA REGION DEL AUSTRO
ECUATORIANO

Los propodleos son sustancias resinosas o pegajosas elaborados principalmente por abejas de la especie Apis
mellifera a partir de diferentes fuentes vegetales. La palabra propoleos proviene del griego pro que significa
(defensa) y de propolis (ciudad), lo que se traduce en una sustancia en defensa de las colmenas.

En este trabajo de investigacion se determing la relacion entre la composicion quimica y actividad antifingica de
extractos de propdleos recolectados de la region del austro ecuatoriano para la identificacion de los metabolitos
responsables de esta actividad mediante métodos cromatograficos, espectroscopicos y ensayos in vitro, y de esta
manera reemplazar en formulaciones cosméticas los ingredientes de origen sintético por aquellos de origen
natural.

Se elaboraron extractos metandlicos por maceracion, los mismos que fueron analizados por cromatografia en
capa delgada (CCD) usando placas de Silica gel GF254, como fase mévil una mezcla de cloroformo:metanol (9:1)
y se realizaron dos tipos de revelado, fisico y quimico. Se empleé ademas la cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM) para la identificacion y cuantificacion relativa de los metabolitos presentes.
Asimismo, la actividad antifiingica de los extractos obtenidos se evalu6 mediante la concentracion minima
inhibitoria (CMI) por microdilucion en caldo frente a las cepas de Aspergillus niger, Candida albicans y Malassezia
furfur.

En el estudio por CCD las 3 muestras presentaron una composicion quimica semejante, con la presencia de
grupos cromoferos conjugados entre los que destacan acidos fenélicos, flavonoides y cumarinas. En el analisis por
CG/EM todas las muestras evidenciaron cromatogramas complejos con un total de 44 compuestos identificados
para la muestra PE-15,37 para la muestra PE-16 y 32 para la muestra PE-18 donde se incluyen aziicares, polioles,
acidos grasos, diterpenos y triterpenos como sus principales componentes. En el estudio de la CMI por microdilu-
cion en caldo se encontro que la CMI para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger fue de 1,562 mg/ml para la
muestra PE-15y PE-16 y para PE-18 fue de 0,390 mg/ml; la CMI para inhibir el crecimiento de Candida albicans
fue de 0,781 mg/ml para la muestra PE-15, para PE-16 fue de 0,390 mg/ml y para PE-18 fue de 0,195 mg/ml; la
CMI para inhibir el crecimiento de Malassezia furfur fue de 0,781 mg/ml usando la muestra PE-15, para PE-16
fue de 0,195 mg/ml y para PE-18 no se pudo determinar la CMI a la concentracion empleada.

Palabras claves: propoleos, composicion quimica, actividad antifingica, Aspergillus niger, Candida albicans,
Malassezia furfur.





