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Introduccién

1. INTRODUCCION

Desde sus origenes, la humanidad ha buscado en las plantas una alternativa para
tratar los padecimientos que la aquejan, plantas cuyas propiedades terapéuticas
han sentado las bases de la medicina empirica, la que se ha mantenido durante
siglos sin que los conocimientos cientificos modernos hayan podido prescindir de

ellas [1].

El conocimiento de recursos naturales con fines medicinales, adquirido
empiricamente por el ser humano a lo largo de miles de afios, ha favorecido el
desarrollo de diversas areas como la terapéutica, la farmacéutica, la farmacologia
y la medicina, asi como de la industria cosmética y de los alimentos. Aunque, sin
duda, su mayor impacto lo ha tenido en el campo de las ciencias médicas y

farmacéutica al identificar y desarrollar nuevos y potentes agentes medicinales [2].

En este contexto, es importante mencionar que el propdleo es uno de los
remedios comunmente utilizados en diferentes paises, siendo aplicado para el
tratamiento de heridas y quemaduras, para el dolor de garganta, Ulceras
estomacales, etc. Debido a su popularidad en la medicina tradicional, se ha
convertido en el tema de intensos estudios farmacoldgicos y quimicos de los

altimos 30 afios [3].

Estudios previos han probado que el geopropoleo presenta abundantes
propiedades biologicas y farmacoldgicas tales como actividad inmunomoduladora,
antiséptica, antineoplasica, antiinflamatoria, antioxidante, antibacterial, antiviral,

antifangica, entre otras [3, 4].

Sin embargo, en ausencia de estudios cientificos sobre la composicion
quimica y/o actividad biologica, el uso popular de los propdleos de abejas sin

aguijon en la medicina popular sigue estando basado en el conocimiento empirico

[5].
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En este marco de referencia se plante6 el presente proyecto de
investigacion que consiste en la identificacion de los compuestos volatiles
presentes en una muestra de geopropéleo recolectada en el Estado de Veracruz,

México.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Abejas sin aguijon

2.1.1 Generalidades

En el mundo existen aproximadamente 20, 000 especies de abejas. Aunque todas
estas especies varian en tamafio, forma y estilo de vida, tienen como
caracteristica comun su dependencia de las flores para abastecerse de energia
(néctar) y de proteinas (polen). Las abejas sin aguijon, también llamadas
meliponinos, a diferencia de la mayoria de las especies que se conocen, viven en
colonias permanentes con una reina y miles de obreras [6]. Ademas, junto con las
abejas meliferas (Apis mellifera), las abejas sin aguijon son las Unicas que poseen

un comportamiento altamente social (eusocialidad) [7].

En Mesoamérica, las abejas sin aguijon llegaron a cultivarse de manera
sistemética; de hecho, en el estado de Yucatan, la meliponicultura (cultivo de las
abejas sin aguijon) data desde la época de los mayas; cuando el cultivo de estas
abejas se relacionaba fuertemente a las costumbres religiosas, existiendo incluso

un dios de las abejas meliponas llamado Ah Mucen Kab [7].

Se sabe también, que durante el apogeo de la cultura maya, el cultivo de
abejas sin aguijon alcanz6 un grado de sofisticacion comparado al del cultivo de
Apis mellifera en la Europa de ese entonces. Incluso se conocian los métodos de
reproduccion y cuidado de las colonias, asi como su mantenimiento; por lo que
llegaron a tenerse colonias de abejas sin aguijén en concentraciones de miles.
Siendo la miel y la cera obtenidos productos muy apreciados en el ambito

econdémico en Mesoameérica [7].

Los productos de las abejas sin aguijon han sido ampliamente utilizados en
la medicina tradicional maya. La miel se ha empleado para tratar afecciones de los
ojos, oidos, problemas respiratorios, digestivos y de la piel. No obstante, es en

tiempos recientes que estas propiedades curativas y antibiéticas de los productos
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producidos por las abejas sin aguijon han empezado a ser estudiadas y valoradas

fuera de las comunidades campesinas [8].

2.1.2 Taxonomia

La tribu Meliponini se clasifica dentro de la familia Apidae y subfamilia Apinae [9] y

agrupa a todas aquellas abejas conocidas como “abejas sin aguijon” [10].

Familia

Subfamilia

Xylocopinae

Tribu

Apidae

Nomadinae

Bombini
(Abejorros)

Apinae
(abejas con corbicula)

Apini
(Abejas meliferas)

Euglossini
(Abejas de las orquideas)

Meliponini
(Abejas sin aguijén)

Figura 1. Clasificacién simplificada de las abejas sin aguijon (Meliponini) de

acuerdo con Michener

Existe la hipbtesis de una separacion temprana en la evolucién de la tribu

Meliponini de los otros tres grupos que conforman la subfamilia Apinae (Figura 1).

Lo cual, apoyaria también el surgimiento dual de un comportamiento eusocial en

Apinae, mientras que las similitudes entre las abejas meliferas y las abejas sin

4|
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aguijon serian producto de la convergencia evolutiva mas que de la existencia de

un ancestro comun [8].

Una caracteristica notoria del grupo de las abejas sin aguijon, comparada
con las abejas meliferas, es precisamente la gran diversidad de especies que
difieren no sélo en su morfologia sino también en sus habitos de anidacion y de
alimentacion. A pesar de tales diferencias, todas las abejas sin aguijon o
meliponinos poseen caracteristicas anatomicas que las ubican dentro de un

mismo grupo [8].

2.1.3 Caracteristicas

La caracteristica anatomica principal de estas abejas es precisamente la carencia
de un aguijon funcional [7]. Ademas poseen una estructura pilosa en forma de
cepillo en el extremo mas ancho de la tibia, conocida como penicillium [8], alas con
venacion débil o reducida y ojos desnudos. Ademas construyen nidos muy
caracteristicos para albergar a sus crias con entradas generalmente conspicuas,
las cuales, en algunos casos, sirven para identificar especies. Por otro lado, no
todas las abejas sin aguijon utilizan polen como fuente de proteina; puesto que
existen también algunas especies con habitos necréfagos. El tamafio promedio de

cada individuo varia desde 2 mm hasta 1.5 cm [7].




Antecedentes

Figura 2. Melipona beecheii

De acuerdo con sus caracteristicas anatomicas y de comportamiento, las
abejas sin aguijon mexicanas se dividen en dos grandes grupos, el de las
Meliponas y el de las Trigonas; aunque esta divisibn no es estrictamente

taxonodmica, se utiliza con fines practicos para facilitar su clasificacion.

Algunas caracteristicas correspondientes a cada grupo son las siguientes:

a) Abejas Meliponas: Tienen dimensiones corporales de aproximadamente
1 cm; son abejas robustas con mucha pilosidad en el cuerpo. El pterostigma

es débil y sus alas anteriores no sobrepasan la longitud total de su cuerpo.

b) Abejas Trigonas: Son abejas pequefias de estructura aerodinamica y
cuerpo alargado, brillante, con escaso pelo. Las alas anteriores sobrepasan

la longitud del abdomen y tiene un pterostigma grande.
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Figura 3. A) Alas anteriores, donde se observa la reduccion de las venas.
Pt= ptesostigma; B) Pata posterior donde se muestran las siguientes
estructuras: F=fémur, T=tibia, C=corbicula, P=penicillium, B=basitario y

U=ufias simples.

2.1.4 Distribucién

Las abejas sin aguijén habitan Gnicamente las regiones tropicales del planeta. En
la actualidad se tiene conocimiento de la existencia de aproximadamente 400
especies distribuidas en unos 50 géneros. Reportandose en el continente
americano la existencia de al menos 300 especies, de las cuales, 46 se

encuentran en México [8].
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De acuerdo a su distribucion geografica, las abejas sin aguijon pueden dividirse en

tres grupos [11]:

1) Amplia distribucién tropical y subtropical
2) Distribucion asociada al bosque tropical perennifolio

3) Especies endémicas

OCEANO ATLANTICO

//

\

OCEANO PACIFICO

N

>z

Figura 4. Distribucion de meliponinos en América Latina.

El numero de colonias de abejas sin aguijon en las selvas tropicales puede
fluctuar entre 10 y 100 por km?, lo que demuestra su importancia numérica en este
tipo de ecosistemas. Ademas, se estima que entre 30 y 40% de las especies
vegetales en el trépico son visitadas por este tipo de abejas en busca de néctar y

polen, moviendo asi grandes cantidades de biomasa. Asimismo, muchas especies
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vegetales dependen de las visitas de los meliponinos para su polinizacion, siendo

por tanto de vital importancia en el mantenimiento de las selvas [10].

2.2 Geopropoéleo

El término propodleo deriva del griego pro (“en frente de”, “en la entrada de”) y polis
(“‘comunidad” o “ciudad”), y su significado es “en defensa de la colmena”. El
propéleo es un material resinoso recolectado por las abejas obreras de la corteza
de numerosas especies de arboles tales como el abedul, el dlamo, el pino, el
sauce y la palma, asi como de exudados de las plantas. Una vez recolectado, este
material es enriquecido con secreciones enzimaticas y salivales y es utilizado por
las abejas para cubrir las paredes de sus colmenas, rellenar grietas o huecos y

embalsamar cadaveres de insectos invasores [13].

En algunos paises tropicales existe cierto tipo de abejas sin aguijén que
recolectan el material resinoso de las plantas y lo mezclan con cera de abeja y
componentes del suelo para formar el geopropdleo [13]; término que es utilizado
para distinguir el producto producido por las abejas sin aguijén del propéleo

producido por las abejas del género Apis mellifera [14].

2.2.1 Definicion

Las abejas de la tribu Meliponini elaboran una sustancia conocida como
geopropoleo, el cual es llamado asi debido a que, junto con las resinas
provenientes de plantas y las ceras secretadas por las abejas, contiene
componentes organicos e inorganicos provenientes del suelo [14], lo cual lo

provee de distintas caracteristicas fisicoquimicas [15].
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Figura 5. Muestra de Geopropéleo. Obtenido de
http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S0378874112
00520X#f0025

2.2.2 Usos y propiedades medicinales

El propdleo no es solamente un material de construccion, es el "arma quimica"
mas importante de las abejas contra los microorganismos patdgenos y es utilizado
como un remedio por los seres humanos desde tiempos remotos. Esta resina
sigue siendo uno de los remedios mas utilizados en diferentes paises, siendo
aplicado para el tratamiento de heridas y quemaduras, para el dolor de garganta,
Ulceras estomacales, etc. Debido a su popularidad en la medicina tradicional, se
ha convertido en el tema de intensos estudios farmacolégicos y quimicos en los

ualtimos 30 afios [16].

El propdleo se ha utilizado ampliamente desde la antigliedad. Los egipcios
se beneficiaron de sus propiedades para evitar la putrefaccion al embalsamar a
sus muertos. Se utilizd también como agente antiséptico y cicatrizante por los
médicos griegos y romanos. Los incas emplearon el propdleo como un agente
antipirético y en las farmacopeas de Londres del siglo XVII aparece como una
droga oficial. En la actualidad su uso continia como un remedio tradicional y esta

10
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disponible ya sea en forma pura o en combinacion con otros productos naturales

en cosmeéticos y como componente en algunos alimentos [17].

Se ha demostrado ademas que el propoleo posee diversas propiedades
biolégicas y farmacéuticas que incluyen actividad antimicrobiana, antiviral,
antinflamatoria, analgésica, anticariogénica, antioxidante, citotoxica,
hepatoprotectora y propiedades inmunomoduladoras y nociceptivas, entre otras
[18-26].

La actividad farmacolégica atribuida al propéleo, normalmente se refiere al
producto elaborado por Apis mellifera, la especie mas comun en algunos paises
[27]. Sin embargo, algunas de esas actividades también han sido observadas en el
propdleo producido por otras especies de abejas, incluyendo a los miembros de la
tribu Meliponini [28,29].

Sin embargo, aunque el geopropéleo es utilizado en la medicina tradicional
de manera similar al propéleo producido por A. mellifera [13] para curar heridas,
para el tratamiento de la gastritis y como agente antibacteriano [7], se conoce muy

poco sobre su composicién quimica y su actividad biolégica [30].

La diversidad en cuanto a la actividad farmacolégica demostrada puede
deberse a variaciones en la composicién quimica, como se ha observado en otro
tipo de propéleos [14,31]. La fuente botanica, el origen geografico y las
subespecies de abejas estan relacionados con la variabilidad quimica del
geopropdleo [32]; la cual es uno de los problemas relativos a la normalizacién de

este producto abeja [3].

11
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2.2.3 Composicién quimica
La composicion quimica del propdleo es altamente variable ya que depende de los
diferentes tipos de arboles y plantas del sitio de recoleccion (caracteristicas

fitogeograficas), lo que dificulta su estandarizacion [17].

Su composicion quimica incluye flavonoides, &cidos arométicos, ésteres,
aldehidos, cetonas, acidos grasos, terpenos, esteroides, aminoacidos,
polisacéaridos, hidrocarburos, alcoholes, hidroxibencenos, y algunos otros
compuestos en trazas [33, 34]. Contiene también algunos componentes volatiles,
resinas, balsamo vegetal, polen y cera de abeja [34,35]. Ademas se encuentran
presentes metabolitos secundarios de plantas que contribuyen a la actividad

bioldgica, a pesar de que solo se encuentran en pequefias concentraciones [35].

Se han realizado estudios que muestran que el propdleo de zonas
templadas, especialmente el propdleo Europeo, contiene predominantemente
compuestos fendlicos, incluyendo numerosos flavonoides [36]. Un estudio por
Bankova y colaboradores (2002) en diez muestras de propdleo de Bulgaria, Italia 'y
Suiza pone en evidencia el contenido de pinocembrina, pinobanksina, crisina,

galangina y ésteres de los acidos cafeico y feralico [37].

En el propdleo Brasilefio se han encontrado derivados prenilados del
cromano y del acido cumérico [38], derivados isoprenilados de benzofenona
fueron aislados del propéleo Cubano [39]. El propdleo de las islas Canarias
muestra un perfil quimico particular con lignanos furofuranicos [40]. Mientras que
en proplleos provenientes de Chile se han aislado compuestos como
pinocembrina, acacetina, galangina, izalpina y preniletina [41], asi como galangina,
acido cafeico, acido p-cumarico acido ferulico y fenetil éster del acido cafeico
(CAPE) [42].

Varias propiedades biologicas del propoleo producido por A. mellifera se
han descrito, asi como la composicion de diferentes propdleos, pero se sabe poco

acerca de los geopropoleos producidos por las abejas sin aguijon [43].

12 |
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Sin embargo, previamente se han identificado algunos compuestos
fendlicos presentes en el geopropoleo de Melipona fasciculata [34, 44, 45], acidos
fendlicos en el caso de Scaptotrigona bipunctata [25], derivados del acido
p-cumarico en Tetragonisca angustula [46] y benzofenonas preniladas en el

geopropoleo de la abeja venezolana Scaptotrigona depilis [47].

En un estudio realizado por Velikova y colaboradores (2000) se analizaron
21 muestras de geopropdleo de Brasil proveniente de 12 especies diferentes de
abejas sin aguijon y se observo la presencia de compuestos tales como
diterpenos, triterpenos y acido galico [25]. Por otro lado, Bankova y colaboradores
(2000) identificaron méas de 50 sustancias, en su mayoria compuestos fendlicos en
el geopropoleo de Brasil producido por M. compressipes, M. quadrifasciata
anthidiodes y Tetragona clavipes [34].

En cuanto a los compuestos volatiles Pino y colaboradores (2006)
realizaron un analisis de una muestra de geopropéleo producida por Melipona
beecheii obtenida en el estado de Yucatan, en Meéxico, reportando como

compuestos mayoritarios los indicados en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales compuestos volatiles identificados en muestras de

geopropoleo por otros grupos de trabajo

Compuesto Estructura Referencia

a-pineno Pino y cols. 2006

13
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Tabla 1. Principales compuestos volatiles identificados en muestras de

geopropoleo por otros grupos de trabajo (continuacion)

Compuesto Estructura

Referencia

H

B-cariofileno
SELLLETTT]

Pino y cols. 2006

HO

espatulenol

Pino y cols. 2006

6xido de cariofileno
//I/,,"

=

-
-
-
-

Pino y cols. 2006

14
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Tabla 1. Principales compuestos volatiles identificados en muestras de

geopropoleo por otros grupos de trabajo (continuacion)

Compuesto Estructura Referencia
B-bourboneno Pino y cols. 2006
B-pineno Pino y cols. 2006
a-copaeno Pino y cols. 2006

15
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2.3 Microextraccion en fase solida (SPME)

2.3.1 Generalidades

La microextraccion en fase sélida (SPME, Solid-Phase Microextraction) fue
desarrollada por Pawliszyn y colaboradores en 1990. Es una técnica que integra
muestreo, extraccion, concentracion e introduccién de la muestra en un Unico paso
libre de disolvente. Los analitos en la muestra se extraen y concentran
directamente en la fibra de extraccion. Razones por las que este método ofrece
diversas ventajas como la reduccion de costos, el ahorro de tiempo, la disminucion
del uso de disolventes y mejora los limites de deteccién [48]. Ademas, es
facilmente transportable y ofrece la posibilidad de utilizarse con todos los tipos de

muestras, ya sean gaseosas, solidas o liquidas [49].

Esencialmente, la SPME consta de dos etapas: 1) La adsorcion del soluto
desde la matriz de la muestra a algin material adsorbente y 2) La transferencia de
los analitos a un sistema cromatografico, ya sea de liquidos o gases [50].

Esta técnica ha sido utilizada rutinariamente en combinacién con la
cromatografia de gases (CG) y la espectrometria de masas (EM) siendo aplicada
con éxito a una amplia variedad de compuestos, especialmente para la extraccion
de compuestos organicos volatiles en muestras bioldgicas, en alimentos [51] y en
el analisis de esencias florales, impurezas de procesos farmacéuticos, agentes
quimicos toéxicos, pesticidas organoclorados, compuestos volatiles presentes en

vinos y quesos, contaminantes en muestras de agua, entre otras [50].
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2.3.2 Fundamentos

El equipo utilizado para la SPME es un dispositivo muy simple (Figura 5). Consta
de una fibra de soporte y de una fibra retractil de silice fundida recubierta de un
material adsorbente (tal como polidimetilsiloxano (PDMS)) [51]. Debido al pequefio
tamafio de la fibra y su geometria cilindrica permiten incorporarla en una jeringa.
De esta forma, se facilita su manipulacion y al mismo tiempo se protege la fibra

cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja de la jeringa.

— Embolo

N}— Tambor de la jeringa

| Tomillo de retenciéon

| Ranura enformade Z

Ventana del eje
(-)// e

~+— Cuerpo central

: “\._ " Muelle tensor Aguja
& Séptum

Tubo que sujeta la fibra

Fibra de silice

Figura 5. Esquema del dispositivo comercial de SPME (Martiet al., 2003).

El principio en el que se basa la SPME generalmente es la particion de los
analitos entre la matriz de la muestra y el recubrimiento de fibra [56]. Asi, el
transporte de los analitos desde la matriz de la muestra hasta la fibra comienza
cuando la fibra entra en contacto con la muestra y la extraccion se considera
completa cuando la concentracibn de analito ha alcanzado el equilibrio de
distribucion entre la muestra y la fibra [49]. Existen basicamente dos modos de
extraccion posibles en SPME, introduciendo la fibra directamente en la muestra o

bien en el espacio de cabeza o headspace [49].
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Posteriormente, los solutos absorbidos son transferidos desde la fibra
adsorbente a un sistema donde los solutos son desorbidos por la alta temperatura
del inyector de un cromatografo de gases, para después pasar en forma gaseosa
a la columna cromatografica. El éxito de esta técnica depende de la eleccion de
las condiciones que favorezcan la adsorcion de los solutos en la fibra utilizada y de
gue la subsecuente liberacién sea tan rapida y completa como sea posible para su

posterior analisis cromatografico [52].

2.3.3 Procedimiento de la microextraccion en fase sélida

En el proceso de SPME se pueden diferenciar principalmente dos etapas. Una
primera etapa de extraccion en la que la fibra recubierta del adsorbente se pone
en contacto con la muestra durante un tiempo y temperatura determinadas, de
manera que se produce una migracion de los analitos desde la solucién a la fibra
hasta que se alcanza la situacion de equilibrio. Después de esta primera etapa, se
realiza la desorcion de los analitos retenidos por la fibora. Como se ha comentado
en el apartado anterior, existen dos formas basicas de realizar la extraccién en

SPME: extraccion por inmersion directa o bien del espacio de cabeza [49].

a) Extraccion

En cualquier caso, la aguja se inserta en la posicion apropiada (por ejemplo, a
través de un septo en el espacio de cabeza), la aguja que protege la fibra es
retraida y la fibra se expone a la muestra ya sea en un liquido o en fase
gaseosa [52]. El recubrimiento de polimero actia como una esponja,
concentrando los analitos por procesos de absorcion y adsorcion [48]. La
cantidad de solutos en la capa de SPME poco a poco llega a un equilibrio con
su entorno, lo que representa la cantidad maxima de soluto que puede ser
adsorbida [52] La cinética del proceso de extraccién de la SPME depende de
una serie de parametros (por ejemplo el espesor de pelicula, la agitacion de la
muestra, la temperatura, etc.) [51].
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En una microextraccion, la cantidad de analito absorbido en una fibra

recubierta se puede expresar con la siguiente ecuacion:

_ KViCoV,

AT

donde V: es el volumen de la pelicula de la fibra, Vs es el volumen de la
disolucién de la que se extrae, y Cp es la concentracion inicial (ug/mL) de la
disolucién que se extrae. K es el coeficiente de reparto del soluto entre la
pelicula y la disoluciéon. La ecuacion supone que el volumen de la muestra es
mucho mayor que el volumen de la capa de SPME [53]. Los recubrimientos
para SPME tienen tipicamente espesores de aproximadamente 10-100 um
[52].

b) Transferencia
Después del muestreo, la fibra se retrae en la aguja de metal (como
proteccién mecanica), y el siguiente paso en realizarse es la transferencia
del analito desde la fibra hasta el cromatografo. Una vez que la aguja se
introduce en un cromatégrafo de gases la fibra se expone dentro de la guia

caliente del inyector.

c) Desorcion
Una vez en su lugar dentro del cromatografo, el analito se desorbe
térmicamente de la fibra, y se introduce sin divisiéon durante un tiempo fijo
[53]. La fibra se inserta en el inyector del cromatografo de gases (d) que se
encuentra a temperatura suficientemente elevada para que, al bajar de
nuevo el émbolo de la jeringa (e), de forma instantdnea se desorban los
analitos entrando en la columna cromatogréafica. Es la forma de desorcion

mas ampliamente utilizada [65].

19



Antecedentes

Desorcion

@

/— soporte fibra SPME

1 1

/— inyector CG

fibra

analitos

Figura 6. Etapa de desorcion de los analitos en la fibra de HS/SPME.

2.3.4 Variables que afectan el proceso de SPME

El proceso de SPME se puede ver afectado por una serie de variables
experimentales que pueden ser modificadas para incrementar la eficacia del
proceso de extraccion. Entre estas variables se encuentra la agitacion de la
muestra, que incrementa la difusion de los analitos desde la matriz de la muestra a
la fibra o al espacio de cabeza por lo que se disminuye el tiempo requerido para
llegar al equilibrio. Otros parametros importantes son el tiempo y la temperatura de
extraccidon, asi como la modificacion de las condiciones de la muestra, y los
parametros que afectan la etapa de desorcion. Estos ultimos dependen de la
técnica analitica que se utilice a continuacion para llevar a cabo la separacion y

cuantificacion de los analitos [49].
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Debido a la automedicacion y al uso indiscriminado de algunos antibidticos, la
prevalencia de organismos patdgenos resistentes es cada vez mayor. Ademas, las
infecciones causadas por bacterias multirresistentes causan una amplia morbilidad
y mortalidad, implicando también la aparicion de tratamientos mas costosos,
peligrosos e invasivos. Estas razones han impulsado la bdsqueda de nuevas
alternativas a partir de fuentes naturales que permitan combatir procesos

infecciosos que afectan a la mayor parte de la poblacion.

En este sentido, el geopropdleo representa una opcion viable para el
desarrollo de nuevos tratamientos contra diversas enfermedades debido a sus
propiedades  antimicrobianas, antivirales, antinflamatorias, analgésicas,
anticariogénicas, antioxidantes, citotoxicas, hepatoprotectoras,
inmunomoduladoras y nociceptivas. Este tipo de propdleo es producido por abejas
sin aguijén y es una mezcla de exudados de plantas, cera de abeja y suelo. Sin
embargo, no existen estudios sobre la composicion quimica de los geopropdleos

mexicanos.

Con base en las consideraciones anteriores el objetivo general del presente
proyecto de investigacién consiste en determinar la composicién de compuestos
volatiles de una muestra de geopropdleo producida por abejas del género
Melipona recolectada en el Estado de Veracruz. Para cumplir con el objetivo

principal se plantearon los siguientes objetivos particulares:

¢ Realizar una busqueda exhaustiva de las diferentes publicaciones sobre
los geopropoleos.

e Establecer las mejores condiciones analiticas de extraccion para la
muestra de geopropéleo utilizando la técnica MEFS-EC-CG-EM-TV (HS-
SPME-GC-MS-TOF)

¢ Realizar la determinacion de los componentes volatiles del geopropoleo
utilizando la técnica de MEFS-EC-CG-EM-TV (HS-SPME-GC-MS-TOF).
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Implementar la metodologia de Kovats para identificar los compuestos
volatiles presentes en el geopropodleo.
Determinar la actividad biolégica de los compuestos mayoritarios

identificados en el geopropdleo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Procedimientos generales

4.1.1 Material vegetal y procedimiento de extraccion

Las muestras de geopropdleo producidas por las abejas de los géneros Melipona
y Scaptotrigona fueron recolectados manualmente en el mes de julio del 2011 en
Coatepec, Veracruz, México. La recoleccion estuvo a cargo del MVZ. Angel Lopez
Ramirez del Departamento de Conejos, Abejas y Especies pequefias de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM. El geopropoleo fue molido
(Melipona: 131.6819 @) y se extrajo utilizando un método de maceracion con
etanol como disolvente durante un periodo de 72 horas. Al término de las

extracciones, los extractos se filtraron, se combinaron y concentraron a sequedad.

Figura 7. Microextraccion en fase solida por el método de espacio de cabeza
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4.1.2 Microextraccion en fase solida

Para realizar la microxtraccion se empled la fibra de Divinilbencen-carboxen-
polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS 2cm 50/30um); la cual fue activada siguiendo
las instrucciones del fabricante (Supelco). Previo a cada proceso de
microextraccion se realizdé una corrida blanco. Posteriormente, para realizar cada
microextraccion se emplearon aproximadamente 5 g de la muestra de geopopoleo,
5 mL de agua y 20 mg de NacCl, los cuales fueron colocados en un vial de 40 mL
con septum de politetrafluoroetileno (PTFE). El vial cerrado herméticamente fue
sometido a agitacion, a una temperatura de entre 45-50°C vy la fibra elegida se
expuso en el espacio de la cabeza del vial para la adsorcion de los analitos
durante 90 minutos (Figura 7). Después de ello, se retird la fibra del vial para
introducirla dentro del inyector del cromatégrafo por 3 minutos para su desorcion y
analisis. Este proceso se realizo por triplicado.

4.1.3 Cromatografia de gases-Espectrometria de masas

Para la realizacion del analisis se empled el espectrébmetro de masas con
analizador masico de tiempo de vuelo (TOF), marca LECO, modelo Pegasus 4D,
acoplado a un cromatografo de gases Agilent, modelo 6890N equipado con una
columna capilar DB-5 (5%fenil-polimetilsiloxano) con dimensiones de 10 m x 0.18
mm x 0.18um. La temperatura del inyector se mantuvo a 300°C; utilizando como
gas acarreador Helio (Praxair, 5.0) a un flujo de 1 mL/min. La temperatura del
horno se program6 a 40°C (durante 1 minuto) y se incrementé a 20°C/min hasta
los 300°C durante 5 minutos. Las inyecciones fueron realizadas mediante el modo

de inyeccion “split” (division de flujo) 1:20.

En el espectrémetro de masas se utilizd ionizacién electrénica a 70eV, la
temperatura de la camara de ionizacion fue de 200°C y de la linea de
transferencia, 250°C. Se programé una velocidad espectral de 20 espectros/seg.
El barrido de masas fue de 33-400 u (unidad de masa atomica).
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Tabla 2. Condiciones de analisis optimizadas.

Técnica de preparacion de la | Microextraccion en fase solida en la fase gaseosa

muestra

(HS-SPME)

Microfibra utilizada

2cm 50/30pum DVB/CAR/PDMS

Marca Supelco Lote P340030 No. Cat. 573-48-U

Tiempo de exposicion de la
fibra

90 minutos

Temperatura de la muestra

45-50°C (bafio de agua)

Posicién de la fibra en la

extraccion

En fase gaseosa (Headspace)

Tiempo de desorcion en el

inyector

3 minutos

Tabla 3. Condiciones optimizadas para el andlisis de las muestras.

Marca y modelo del equipo

LECO Pegasus 4D

Técnica analitica

CG-EM-TOF

Temperatura del inyector

300°C

Cromatografo de gases

Agilent 6890N

Columna capilar (fase)

DB5 10 m x 0,18 mm di x 0,18 pum

Programacién de la temperatura

del horno

40°C (1 minuto), 20°C/minuto hasta 300°C

(5 minutos)

Tipo de inyeccion

Split (con division de flujo) 1:20

Gas acarreador

Helio, Praxair, grado 5.0 (Ultra Alta Pureza)

Flujo del gas acarreador

1 mL/minuto
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Temperatura de la linea de
. 250°C
transferencia
Tipo de ionizacion lonizacion electronica (IE)
Analizador mésico Tiempo de vuelo (TOF)
Adquisicién espectral 20 espectros/Segundo
Retraso/encendido del filamento 0 minutos
Intervalo masas 33-400 u
Temperatura de la camara de
o 200°C
ionizacion
Compuesto de calibracién Perfluoroterbutilamina (PFTBA)

4.1.4 Identificacion de los compuestos volatiles

La identificacion de los compuestos volatiles se realizé en primer lugar por
comparacion de los espectros de masas obtenidos con los encontrados en la base
de datos NIST (National Institute of Standards Technology). Por otra parte, se
implemento6 la metodologia de Kovats para determinar los indices de retencion y
realizar la identificacibn de los compuestos al comparar los indices con los
descritos en la biblioteca NIST y en Adams (2007) [62].
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4.2 Ensayo bioldgico

4.2.1. Microorganismo de prueba

El microorganismo de prueba utilizado para determinar la actividad bacteriana de
los extractos etandlicos de las muestras de geopropdleo fue Streptococcus mutans
(ATCC 10449), el cual es el principal agente causal de caries. Para el crecimiento
optimo la bacteria, se utiliz6 como medio de cultivo el caldo de la infusion de

cerebro-corazon (BHI).

4.2.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La actividad antibacteriana de los compuestos y extractos, se determind mediante
un ensayo de microdilucion en placa de 96 pozos. Se utiliz6 una cepa de
S. mutans conservada en glicerol a -64°C. Previamente, se incubd el cultivo
bacteriano por 24 h, en caldo BHI, para reactivar la cepa, después se resembro
en caldo BHI, y se cultivo por 4 horas, posteriormente, la suspension de células se
ajustoé utilizando un espectrofotdmetro (marca Agilent, modelo 8453E) a una
concentracién de 1 x 10° UFC/mL. En cada pozo se colocé el medio de cultivo
(100 pL), y en el primer canal se adicion6 el compuesto de prueba (100 L), del
cual se realizaron diluciones seriadas. Después se agregd medio de cultivo con
1% de sacarosa (80 pL). Posteriormente se adicion6 1 x 10° UFC/mL de S.
mutans (20 pL). La CMI se determind por duplicado para cada compuesto o
fraccion de prueba, utilizando diferentes controles como se muestra en la Tabla 4.
Finalmente, las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en una
incubadora Labnet 211DS.
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Tabla 4. Controles para el ensayo bioldgico.

Control Medio de cultivo Compuesto de prueba Condiciones
ntrol .
C?O trol de Con inoculo - 37°C
disolvente*
Control negativo Con in6culo - 37°C
Blanco Sin inéculo - 37°C
. . gluconato de clorhexidina
ntrol n inécul 7°
Control positivo Con inoculo (CHX) al 0.12% 37°C

*El disolvente utilizado fue agua: DMSO (80:20); -: sin compuesto de prueba

La bacteria S. mutans se incub6 en condiciones aerobias, el crecimiento se estimo
espectroscopicamente (Asso nm) después de 24 y 48 horas utilizando un lector de
placas. El valor de CMI para S. mutans se determind como la concentracion
minima del compuesto de prueba que inhibe el crecimiento bacteriano en el pozo

de dilucion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Recientemente, se ha intensificado el estudio de los componentes volatiles y
aceites esenciales derivados de especies vegetales como agentes de control
bacteriano [54]. Esta tendencia obedece a que los aceites esenciales contienen
constituyentes con actividad antibacteriana sobre bacterias Gram positivas vy
Gram negativas [55]. Otras actividades importantes de los aceites son las
espasmoliticas, antinociceptivas y antioxidantes, entre otras. Ademas, los aceites
esenciales poseen propiedades inmunomoduladoras, psicotropicas, acaricidas y
expectorantes [54]. Recientemente, se les ha descrito a los compuestos volétiles
actividades antivirales y propiedades supresoras del cancer [55]. Debido a estas
propiedades los aceites esenciales poseen numerosas aplicaciones en la medicina

y la aromaterapia [56].

En el curso de la historia los aceites esenciales han sido utilizados en la
medicina tradicional por sus propiedades antibacterianas. Por esta razon, las
plantas y materiales vegetales que los contienen se usan para el tratamiento de
enfermedades infecciosas desde tiempos antiguos, aun cuando no se tenia

conocimiento de la existencia de los microorganismos [56].

Las plantas medicinales y materiales vegetales como los propdleos se
siguen utilizando hasta la fecha, sin embargo, la investigacion de los compuestos
activos es posible utilizando técnicas analiticas modernas. En un principio estos
estudios consistian en el aislamiento de los aceites esenciales y su
caracterizacion utilizando la cromatografia de gases (CG) y de liquidos de alta
resolucién (HPLC) combinadas con la espectrometria de masas [57]. Sin embargo,
en ninguno de los casos los métodos pueden utilizar las matrices integras
directamente. En general, los métodos analiticos involucran procesos tales como
el muestreo, para la preparacion de la muestra, separacion, deteccion y analisis
de datos. Por otra parte, es importante mencionar que estos analisis consumen

gran cantidad de tiempo y el 80 % del tiempo se gasta en el muestreo y los pasos
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concernientes a la preparacion de la muestra como la extraccion, la concentracion,
fraccionamiento y aislamiento de los analitos. Con la finalidad de conseguir
meétodos practicos y confiables para el analisis de matrices complejas, tales como
los alimentos y materiales vegetales, se han desarrollado numerosos métodos
como la destilacién por arrastre de vapor, la extraccion con disolventes organicos
o fluidos supercriticos y la extraccion en fase soélida. Sin embargo, estos métodos
presentas algunos inconvenientes, tales como ser tediosos y consumidores de
tiempo, ademas de requerir grandes volumenes de muestras y disolvente [57, 58].
Ademas de que algunos de estos métodos causan una pérdida parcial de los
analitos debido a que en el proceso la temperatura volatiliza algunos compuestos,

como es en el caso de la destilacion y la extraccion Soxhlet [67, 68].

Por las razones mencionadas previamente, se desarroll6 la microextraccion
en fase sélida (SPME) por Pawliszyn y colaboradores en 1990 [57]. Esta técnica
de preparacién de la muestra relativamente nueva involucra la utilizacion de una
fiora de silica fusionada recubierta en su exterior por diferentes fases
estacionarias. En este método el analito es directamente extraido y concentrado
en el recubrimiento de la fibra. Las mayores ventajas que posee la SPME es el
ahorro de tiempo, de disolvente y la mejora en los limites de deteccion [58]; sin la
pérdida de analitos que debido a la temperatura conlleva un proceso de extraccion
(destilacion, Soxhlet, etc.) [67,68].

La muestra de geopropoéleo de las abejas sin aguijon se obtuvo a partir de
un meliponario ubicado en Coatepec, Veracruz en el mes de junio de 2011. La
flora natural que existe en esta zona del estado estd compuesta principalmente
por vegetacion del bosque mesofilo montafia de donde destacan especies como el
alamillo (Populus tremula), palo de baqueta (Ulmus mexicana), palo barranco
(Mirandaceltis monoica), alamo (Populus mexicana), cedro (Cedrela odorata) y

ocozote (Liquidambar styraciflua) [59].

La primera parte de este estudio consistio en la obtencion de las

condiciones oOptimas para llevar a cabo el analisis de la muestra de geopropoleo.
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En esta fase se realizaron pruebas para determinar la temperatura y el tiempo de

extraccion optimos.

Los compuestos volatiles del geopropoleo se determinaron utilizando la
técnica de HS-SPME-CG-EM-TOF utilizando una fibra gris (DVB/CAR/PDMS). En

la Tabla 5 se resumen los compuestos separados, las abundancias relativas y los

tiempos de retencién para cada uno de los compuestos separados en una

columna DB-5.

Tabla 5. Compuestos volatiles identificados en el geopropdleo de Melipona mediante
la metodologia de Kovats.

Pico Nombre % Area T.R.(8) | IK& | K& l\i/lde;g;jl? Peso | Formula
1 hexanal 0.6410+ 0.12 104.044 803 805 EM/IR 100 CsH10
2 (2E)-hexenal 0.0685+ 0.03 158.444 855 855 EMIR 98 CsH10O
3 estireno 10.3520+ 0.63 | 203.944 898 895 EMIR 104 CsHg
4 heptanal 24496+ 0.27 | 217544 | 900 | 902 | EWR | 114 | cHu0

. EM/IR
5 a-pineno 4.3196+ 0.34 | 240.194 | 939 939 136 CioH16
EM/IR
6 B-fencheno 13.5569+ 0.46 | 244.494 | 944 948 136 CioH1s
EM/IR
7 canfeno 1.3481+ 0.17 | 254.444 | 955 954 136 CioH1s
. EM/IR
8 artemisol 0.6219+ 0.06 259.144 960 970 152 C1oH160
. EM/IR
9 benzaldehido 7.8279+ 0.19 274.344 | 977 978 106 C,HgO
. EM/IR
10 B-pineno 2.3613+0.21 278.094 981 979 136 CioH1s
. EM/IR
11 | ter-butilbenceno 0.2420+0.07 288.194 | 992 992 134 CioH14

®IRL de los compuestos determinados utilizando DB-5; IRL: indices de retencién lineales

PEM: espectrometria de masas; IR: indices de retencién
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Tabla 5. Compuestos volatiles identificados en el geopropdleo de Melipona mediante
la metodologia de Kovats (continuacion).

Método
Pico Nombre % Area T.R. () IKe IKr ident. Peso | Férmula
. . EM/IR
12 (1-metilpropil)-benceno 0.1237+ 0.05 299.044 1009 | 1009 134 CioH14
EM/IR
13 octanal 0.9812+ 0.12 301.294 1012 | 1012 128 CgH60
14 o-isopropeniltolueno 0.1923+ 0.03 301.894 1014 EM 132 CioH12
. EM/IR
15 a-terpineno 0.0499+ 0.002 306.694 1023 | 1019 136 CioH1s
. EM/IR
16 p-cimeno 0.2756+ 0.07 308.244 1026 | 1026 134 CioH1a
. EM/IR
17 m-cimeno 4.2386+ 0.34 313.394 1035 | 1037 134 CioH1a
. EM/IR
18 limoneno 27776+ 0.12 315.494 1039 | 1039 136 CioH1s
19 | 1-(2-furanil)-3-butanona | 0.4594+0.09 | 316.044 | 1040 EM 138 | CoHio0,
. EM/IR
20 alcohol santolina 0.2620+ 0.05 316.894 1041 | 1040 154 CyoH1g0
. EM/IR
21 3-metilfenol 0.0161+ 0.001 331.144 1067 | 1070 108 C,HgO
9o | A-metl-1-(I-metletenil)- | 4 1989, 007 | 332.144 | 1070 | 1072 | EM'R | 136 | CyoHys
ciclohexeno
EM/IR
23 2-octenal 0.1914+ 0.03 335.344 1075 | 1072 126 CgH1.0
4-(1-hidroperoxi-2,2- EM
24 dimetil-6-metilen- 1.4770+ 0.35 340.994 | 1085 238 | C14H,,04
ciclohexil)-pent-3-en-2-ona
. . EM/IR
25 cis-tujona 0.0841+ 0.001 350.244 1102 | 1102 152 C1oH160
26 m-cimeneno 2.1941+ 0.14 352.094 1106 EM 132 CioH12

%IRL de los compuestos determinados utilizando DB-5; IRL: indices de retencién lineales
PEM: espectrometria de masas; IR: indices de retencion
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Tabla 5. Compuestos volétiles identificados en el geopropdleo de Melipona
mediante la metodologia de Kovats (continuacion).

Método

Pico Nombre % Area T.R. (s) IKg K+t ident Peso |Férmula
27 | 5-metil-2-hexanona |0.4375+0.03 |352.894| 1108 EM 114 | C;H.O
gg | L24Stetrametl- 1, ean, 004 |354.944| 1112 | 1224 | EMIR | 134 | oMy,

benceno
29 A-(Lmetlet- o 11462002 |360.494| 1122 | 1126 | EWR | 142 | coHi0
ciclohexanol
30 | 26dimetiocta- 5599, 001 |371.794| 1243 | 1244 | MR | 136 | ciobie
2,4,6-trieno

31 a-canfolenal 22172+ 0.13 |372.294| 1143 EM 152 | CyoH160
. EM/IR

32 trans-pinocanfona |2.1153+ 0.07 380.594 | 1158.9 | 1162 152 | C1oH16O

33 p'me”ta'iis'd'e”'s' 1.0863£0.09 |382.244| 1162 | 1165 | EMIR | 150 | CiHL0
. EM/IR

34 cis-pinocanfona 1.1517+ 0.03 389.594 | 1175.5 | 1175 152 | CioH160O
) EM/IR

35 m-cimenol 0.9743% 0.07 390.744 | 1178 | 1179 150 | CyoH1,O
) EM/IR

36 trans-isocarveol 2.8011+ 0.09 396.794 | 1189 1189 152 | C1oH6O

37 santalona 1.9821+0.04 |398.194| 1191 EM 164 | CyH10
— EM/IR

38 dihidrocarveol  [1.9819+0.06 |398.444| 1192 | 1193 154 | CyoH10
EM/IR

39 (4E)-decenal 3.2825+0.12 |400.994| 1197 | 1196 154 | CyoH10

40 3,4-dimetilfenol  |0.0818+ 0.001 [403.294| 1201 EM 122 | CgHyO

41 b'C'C'O[ezrf#(])Tept'z' 0.2676+0.002 |403.844| 1202 EM | 110 | ciHwO

42 (62)-nonen-1-ol  |0.2677+0.02  |404.094| 1203 EM 142 | CoHysO
EM/IR

43 verbenona 2.5920+ 0.13 407.194| 1210 1205 150 | CioH14O
EM/IR

44 trans-pulegol 2.0598+ 0.17 410.044 | 1216 | 1214 154 | CoH1gO

®IRL de los compuestos determinados utilizando DB-5; IRL: indices de retencién lineales

PEM: espectrometria de masas; IR: indices de retencién
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Tabla 5. Compuestos volétiles identificados en el geopropdleo de Melipona mediante

la metodologia de Kovats.

Método
Pico Nombre % Area TR.(s) | IKg IKt ident. | Peso | Férmula
45 | Z-(@-metil-2-butenil)- 0.7941%0.06 | 413.344 | 1224 | 1227 | EMIR | 155 | cyoHy0
ciclopentanona
. EM/IR
46 (2)-ocimenona 5.4962+ 0.17 | 415.794 | 1230 | 1229 150 | CyoH140
EM/IR
47 neral 0.4072+0.03 | 419.594 | 1239 | 1238 152 | CyoH160
) EM/IR
48 cis-anetol 0.0697+ 0.001 | 428.394 | 1259 | 1258 148 | CyoH1,0
49 D-carvona 0.4584+ 0.010 | 429.144 | 1260 EM 150 | CyoH10
. EM/IR
50 a-citral 0.1336+ 0.002 | 433.494 | 1270 | 1267 152 | CyoH160
. EM/IR
51 timol 0.0483+ 0.002 | 440.694 | 1288 | 1290 150 | CyoH10
52 trans-verbenilacetato 1.3559+ 0.090 | 444.644 | 1296 | 1292 EMIR 160 | CyoHsO,
53 | 2,3,5,6-tetrametil-fenol | 0.0463+0.002 | 456.144 | 1323 | 1319 | EMR | 150 | cpoHLO
— EM/IR
54 a-longipineno 0.1633+ 0.012 | 469.894 | 1355 | 1352 204 | CisHas
55 modhefeno 0.4387+0.012 | 482.044 | 1383 | 1383 | EM'R | 204 | Cihis
EM/IR
56 -bourboneno 0.6939+ 0.007 | 485.544 | 1391 | 1390 204 CisHy4
57 | 1.4-dimeti-naftaleno | 0.1192+0.04 | 503.094 | 1437 | 1436 | EMR | 156 | cpH.
58 aromadendreno 0.1192+ 0.003 | 503.394 | 1438 | 1440 | EMR | 204 | CrH,,
59 alloaromadendreno 0.4121+0.04 | 513.744 | 1465 | 1462 EM/IR 204 CisHos
. EM/IR
60 y-gurjuneno 0.3903+ 0.08 515.394 | 1470 | 1473 204 CisHoa
g1 | Lo-cis-aromadendr-9- | ooou 0012 | 520,004 | 1484 | 1484 | EMIR | 204 | CrHa
eno
62 a-muroleno 0.5991+ 0.024 | 526.694 | 1500 | 1499 | EM'R | 204 | CiHp
) EM/IR
63 B-bisaboleno 0.6723+0.12 | 529.394 | 1507 | 1509 204 | CisHas
. EM/IR
64 5-cadineno 0.3358+ 0.07 | 535.444 | 1524 | 1524 204 | CisHas

%IRL de los compuestos determinados utilizando DB-5; IRL: indices de retencién lineales
PEM: espectrometria de masas; IR: indices de retencion
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Tabla 5. Compuestos volatiles identificados en el geopropdleo de Melipona mediante
la metodologia de Kovats (continuacion).

Método
Pico Nombre % Area TR.(s) | IKg IKt ident. | Peso | Férmula
. EM/IR
65 | trans-dauca-4(11),8-dieno | 0.3107+0.01 | 537.094 | 1528 | 1529 204 | CiHp
66 1,2,34-tetrahidro-2,5,8- 0.9819+0.09 | 539.004 | 1533 EM 174 | CpHie
trimetilnaftaleno
(3s-cis)-3,3a0,4,5-tetrahidro-
67 | 3a-metil-2h-benz[elinden-3a- 0.1123+ 0.08 543.244 | 1544 EM 200 | Cy4H460
ol
EM/IR
68 y-calacoreno 0.0156+ 0.001 | 545.844 | 1551 | 1554 200 | CisHao
. ) EM/IR
69 guaia-6,9-dien-4g-ol 0.1308+ 0.034 | 549.344 | 1561 | 1565 220 | CisHpO
. EM/IR
70 | 1a210a-epoxiamorf-4-eno | 0.0322+0.001 | 555.594 | 1577 | 1569 206 | CisHoe
» EM/IR
71 epoxido de B-funebreno 0.3936+ 0.012 | 560.144 | 1590 | 1591 220 | CysH240
72 | 1.9-0xido dgiebr']f)abo'a'z’lo' 0.6173+0.09 | 561.204 | 15092 | 1592 | EMIR | 250 | cLcH,0
. EM/IR
73 B-bisabolol 0.7404+ 0.023 | 587.694 | 1675 | 1672 222 | CieHsO
. EM/IR
74 kusinol 0.7410+0.101 | 587.894 | 1675 | 1674 220 | CyeHO
75 4-isopropil-1,6- 0.1637+0.005 | 502.744 | 1690 | 1680 | EM'R | 108 | CrHys
dimetilnaftaleno

%IRL de los compuestos determinados utilizando DB-5; IRL: indices de retencién lineales
PEM: espectrometria de masas; IR: indices de retencion
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La identificacion de los constituyentes volatiles del geopropodleo se realizé
utilizando la cromatografia de gases (CG) acoplada a la espectrometria de masas
(CG-EM), ya que es la herramienta de separacion e identificacion de analitos mas
adecuada para analizar compuestos volatiles, y por lo tanto la mas utilizada para
el analisis de los aceites esenciales y compuestos volatiles de un modo confiable
[57, 58, 62].

Para el analisis por CG-EM de los compuestos volétiles se utilizan métodos
combinados que incluyen el célculo de indices de retencién (IR), el analisis de los
espectros de masas y la inyeccion de compuestos estandares.

Para implementar la identificacién de los compuestos volatiles basada en la
metodologia de Kovats se utilizaron como estandares externos una mezcla de
hidrocarburos constituida por una serie homologa de n-alcanos (C-8 a C-24); el
proceso de elucion se realizd utilizando las mismas condiciones cromatograficas
que para las muestras. Las mezclas de parafinas son ampliamente utilizadas
debido a que son no polares y quimicamente inertes [62]. En la Figura 8, se
muestran los cromatogramas obtenidos para la serie homéloga de alcanos y el de
la muestra de geopropoleo.

La comparacion de los espectros de masas se realizo utilizando la base de
datos que se incluye en el programa del equipo (Software ChromaTOF®). Esta
comparacion se realiza considerando el espectro obtenido y el incluido en la base
de datos NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia). En las Figuras 9y
10 se muestra la comparacion de los espectros de masas obtenidos para el
benzaldehido y el campfeno experimentalmente con los que se encuentran en la

biblioteca del equipo utilizado.
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Asimismo, los indices de Kovats fueron calculados de manera automatica

por el software del equipo utilizando el siguiente algoritmo:

[ = (tr(desconocido) - tr(n)

* 100z + 100n
tr(N) - tr(n) )

donde

| = indice de Kovats, n = nimero de atomos de carbono del alcano mas corto, N =
namero de atomos de carbono en el alcano més largo, z = diferencia del nimero
de atomos de carbono entre alcano mas corto y el mas largo, t; = tiempo de

retencién [66].
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Figura 8. Comparacion del cromatograma de los estandares empleados (color

rojo) con el obtenido para el geopropoéleo del Estado de Veracruz (azul).

41



Resultados y Discusion

1000- 77

900
800 -
51 106
700
600 -
500 4
400 -
300

200

100

37 74 ‘
| | ‘ 1

T T L T T T T T T T T T T T | T T
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115
Library Hit - similarity 899, "Benzaldehyde"

61
iIII

1000+ 77

106
900
800
700
600
500 -
400 51

300 4

200

100 5 . 39 | 74
.|III I||I | | I.|6|3I : ||!| . | : : : | | : :
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Figura 9. Comparacion del espectro de masas obtenido para el benzaldehido con

el de la biblioteca del equipo utilizado.
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Figura 10. Comparacion del espectro de masas obtenido para el canfeno con el

de la biblioteca del equipo utilizado.

Un total de 75 constituyentes fueron separados a partir de la muestra de
geopropoleo recolectada. Los compuestos mayoritarios presentes en la muestra
fueron los compuestos aromaticos simples como el estireno (10.35 %); aldehidos
como el benzaldehido (7.8279 %), (4E)-decenal (3.2825 %) y el heptanal (2.4496
%); terpenos como el B-fencheno (13.5569 %), (Z)-ocimenona (5.4962 %), o-
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pineno (4.3196 %), trans-isocarveol, (2.8011 %), B-limoneno (2.776 %), verbenona
(2.5920 %), B-pineno (2.3613 %), a-canfolenal (2.2172 %), m-cimeneno (2.1941
%), trans-pulegol (2.0598%), santalona (1.9821 %) y el dihidrocarveol (1.9819%).
En un estudio previo realizado por Pino y colaboradores en 2006 se encontré que
a partir de una muestra de geopropéleo recolectada en el Estado de Yucatan,
México los constituyentes mayoritarios eran: el a-pineno (11.9 %), B-cariofileno
(11.8 %), espatulenol (9.7 %), éxido de cariofileno (9.5 %), p-burboneno (9.2 %), B-
pineno (6.7 %), a-copaeno (4.8 %) y trans-verbenol (4.0 %) [35].
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Figura 11. Cromatograma del geopropéleo producido por las abejas Meliponas

Cabe destacar que uno de los componentes mayoritarios en la muestra de

geopropoleo fue el estireno (10.35%), resultado que puede ser relacionado con la
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vegetacion presente en la region. Ya que, como se menciond con anterioridad,
una parte de la flora de esa region del Estado, se compone de ocozote

(Liquidambar styraciflua) [59].

Se ha reportado con anterioridad que el estireno puede ser encontrado en
las resinas producidas por el género Liquidambar [63, 64], lo cual podria explicar

la presencia de este compuesto en la muestra estudiada.

Por dltimo, se evalué el efecto del extracto etandlico del geopropdleo
recolectado sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica S. mutans utilizando el
método de microdilucion en placa de 96 pozos y siguiendo la metodologia descrita
previamente por Rivero y cols [61]. Los resultados de esta evaluacion indican que
el extracto presentaba una CMI de 500 ug/mL. Esta concentracion puede
considerarse medianamente activa al compararla con la CMI obtenida para el
gluconato de clorhexidina (3.2 pug/mL) que se utilizd como control positivo. Es
importante mencionar que la CMI obtenida para la muestra de geopropdleo
estudiada se encuentra dentro de los rangos reportados en la literatura para

muestras recolectadas en otras partes del mundo [60].
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ii)

6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se desarrollo y optimiz6 el método analitico para la extraccidon, separacion,
concentracion y analisis de los compuestos volatiles de las muestras de
geopropdleo, utilizando la técnica acoplada de FG-MEFS-CG-EM-TV, por
sus siglas en espafiol (HS-SPME-GC-MS-TOF, por sus siglas en inglés) y
la posterior implementacion de la metodologia de Kovats para realizar la

identificacion de dichos compuestos.

El andlisis de la muestra de geopropoleo producida por abejas sin aguijén
del género Melipona recolectadas en el Estado de Veracruz utilizando la
técnica acoplada de HS-SPME-GC-MS-TOF permitio identificar 75
compuestos volatiles en 10 minutos, que es el tiempo en el que se obtiene

el cromatograma.

El extracto etandlico derivado del geopropdleo de Melipona presentd una
actividad inhibitoria moderada sobre el crecimiento de la bacteria

cariogénica S. mutans con una CMI de 500 pg/mL.

La identificacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de
geopropoleos recolectadas en el Estado de Veracruz representa una

aportacion original a la quimica de los geopropoleos en México.
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K3
o3

PERSPECTIVAS

Realizar el estudio de las fracciones no volatiles, con la finalidad de aislar y

purificar compuestos presentes.

Determinar la composicion de volatiles de muestras de geopropoéleo
recolectadas en otras regiones de México con la finalidad realizar una

comparacion de su composicion.

Evaluar los componentes volatiles mayoritarios para determinar su efecto

sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica S. mutans.
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