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RESUMEN

Los propoéleos son un producto natural elaborado por las abejas (Apis mellifera), cuyo
perfil quimico constituye una fuente de moléculas bioactivas de interés terapéutico. La
composicion quimica del propdleo (compuestos fendlicos) depende en gran medida, de la
disponibilidad de la flora circundante a la colmena, ya que las abejas incorporan en este material
sustancias presentes en las especies vegetales. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
optimizar la extraccion de compuestos fenolicos de propoleos provenientes de dos
departamentos de la provincia de San Juan (Iglesia y Ullum) Argentina, mediante la aplicacion
del disefio experimental Box—Behnken (DBB), con el fin de potenciar su actividad

antimicrobiana.

Las variables fisicoquimicas independientes del modelo fueron: la temperatura, la
concentracion de etanol:agua y el tiempo de sonicacion, utilizando extraccion asistida por
ultrasonido. El contenido de compuestos fenolicos totales fue determinado mediante el método
de Folin—Ciocalteu. La actividad antimicrobiana de los extractos experimentales de propoleos
(EEP) fue evaluada frente a bacterias y levaduras tipificadas y aislados clinicos del Hospital

Marcial Quiroga de San Juan, mediante los protocolos de la CLSI.

Las condiciones 0ptimas de extraccion correspondieron a 50 °C, etanol al 91% y tiempo
de sonicacion 17 min para los extractos del propdleo del departamento Iglesia (Bauchaceta),
mientras que, para la muestra de Ullum, las condiciones Optimas fueron: 39 °C, 21 min de
tiempo de sonicacion y 88% de concentracion de alcohol. Ambos departamentos alcanzaron
concentraciones de compuestos fendlicos > 250 mg EAG/g. En relacion con el ajuste del
modelo, en los extractos de propdleos provenientes de Ullum, se obtuvo un coeficiente de
determinacion (R?) del 99%, lo que indicé que el modelo representd adecuadamente los datos
experimentales. Mientras que, en los EEP de Iglesia (Bauchaceta), el R? fue de un 67% y el
valor de p resulté mayor a 0,05, evidenciando que el modelo no logr6 describir con la misma

precision el comportamiento observado.

La actividad antibacteriana de los EEP de Iglesia (Bauchaceta), mostraron valores de
Concentracion Inhibitoria Minima (CIMs) entre 31,5-125 pg/mL y sus Concentraciones
Bactericidas Minimas (CBMs) obtenidos fueron en un rango de 31,5-500 pg/mL, frente a las
bacterias Gram (+) evaluadas y su efecto antifingico, frente a los hongos levaduriformes

mostraron valores de CIMs en un rango de 62,5-500 ug/mL. Con respecto a los EEP de Ullum,



tuvieron un efecto antibacteriano con valores de CIM de 62,5 a 500 pg/mL, mientras que, la
propiedad antifiingica para los diferentes tratamientos, fue potente frente a Candida glabrata

(CIM=50pug/mL).

En relacion al efecto de combinacion entre los EEP activos de ambos departamentos con
los agentes comerciales (imipenem y ketoconazol); se evidencid un efecto aditivo con valores
de indice de concentracion inhibitoria fraccionaria (ICIF) entre 0,5-2,0, con indice de reduccion
de dosis IRD de imipenem y ketoconazol de 4 y hasta 8 veces su valor. Este efecto, permitio
reducir las toxicidades de antibidticos y antifungicos, sin comprometer la actividad
antimicrobiana. Finalmente, los resultados de este trabajo presentan proyecciones interesantes
que permitirdn potenciar las propiedades de los propdleos de San Juan, a través de diferentes

métodos y disefios estadisticos para la extraccion de compuestos bioactivos.






1.NTRODUCCION

1.1 Resistencia a los Antimicrobianos

En la actualidad, la resistencia a los antimicrobianos constituye un problema de salud
publica global que ha impulsado la busqueda de nuevas moléculas y productos naturales
alternativos para el control de infecciones (Queiroga et al., 2023). Desde el enfoque de Una
Sola Salud (One Health), un marco integrado que busca mejorar de manera sostenible la salud
humana, animal y ambiental (OMS), se reconoce que los genes de resistencia pueden
transferirse lateralmente entre microorganismos. Este fenomeno, sumado a la emergencia de
agentes patogenos capaces de producir biofilms como Staphylococcus aureus, Candida
albicans y Candida no albicans, agrava la situacion, ya que estos microorganismos son
responsables de importantes infecciones humanas (Queiroga et al., 2023).

En el contexto actual, caracterizado por el avance de la resistencia antimicrobiana, las
estrategias para enfrentar este fendmeno incluyen el monitoreo adecuado de patogenos, el uso
racional de antibidticos, el empleo de terapias combinadas y la busqueda de nuevas moléculas
bioactivas provenientes de fuentes naturales (Brunetti ez al., 2020) que permitan ampliar la
quimica de compuestos bioactivos y/o reducir en parte, la toxicidad que genera el uso de agentes
antimicrobianos comerciales. Este fendmeno se esquematiza en la Figura 1, donde se resumen

las principales causas y consecuencias de la resistencia antimicrobiana (Fig. 1).

Uso Evolucion natural Escasez de
indiscriminado de y mecanismos nuevos
antibiéticos adquiridos antimicrobianos

\‘ [ Ail/onca causas

Resistencia Antimicrobiana (RAM)

Algunas posibles soluciones

Plantas u B-ustt]ueda} de Estrategias Enfoque Una
otra fuente +—— antimicrobianos globales 5 Sola Salud
natural naturales

Fig. 1. Resistencia antimicrobiana, causas y efectos (Diaz et al., 2021)

10



Especificamente, los productos naturales de la colmena como el propoéleo han despertado
un interés creciente como alternativa prometedora para el desarrollo de agentes con actividad
antifingica y antibacteriana debido a su contenido de compuestos bioactivos. Ademas, la
literatura destaca el potencial de las terapias combinadas que emplean propoleo junto con
antibidticos, ya que esta estrategia puede reducir la toxicidad asociada a los farmacos
convencionales y mejorar la eficacia del tratamiento de infecciones relacionadas con la

formacion de biofilms (Kwiecinska-Pirég et al., 2018).

1.2 Productos naturales antimicrobianos

1.2.1 Propoleos, su origen y composicion

El propéleo es un producto natural compuesto por sustancias resinosas y balsamicas,
ceras, aceites esenciales y polen, de consistencia viscosa, elaborado por las abejas (Apis
mellifera) a partir de ciertas especies vegetales. Estos materiales son transportados al interior
de la colmena, donde son parcialmente modificados mediante secreciones salivares (Normas

IRAM-INTA, 2008).

La composicion quimica del propoleo depende en gran medida, de la disponibilidad de la
flora circundante a la colmena, ya que las abejas incorporan en este material sustancias
presentes en las plantas (Sudrez et al, 2013). A ello se suman factores geograficos,
edafoclimaticos (condiciones del suelo y el clima) y estacionales, que contribuyen a explicar la
notable variabilidad existente entre distintos tipos de propoleos a nivel regional y mundial
(Rodriguez et al., 2020). Esta diversidad representa una oportunidad para identificar propoleos
con perfiles quimicos particulares y propiedades bioactivas distintivas. La estrecha relacion
entre el propoleo y la flora local es un aspecto clave, ya que las plantas actlian como fuentes
directas de los compuestos bioactivos transferidos al propoéleo. En consecuencia, los
metabolitos presentes en las resinas vegetales determinan en gran medida sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y antiproliferativas (Montiel et al., 2023).

En la provincia de San Juan, se han identificado compuestos con fuerte actividad
antimicrobiana en propodleos asociados botanicamente a diferentes especies entre ellas Larrea
nitida (Lima et al., 2009; Agiiero et al., 2011; Gémez et al., 2019). De este modo, la relacion
entre el propoleo y la flora local resulta clave para comprender su composicion quimica y su

potencial bioactivo.
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1.2.2 Compuestos fenolicos

Las plantas son capaces de sintetizar un elevado nimero de compuestos fenolicos como
producto de su metabolismo secundario normal. Es decir, son moléculas que participan en la
defensa contra la radiacion ultravioleta (UV), patdégenos y otros depredadores. Por ello, su
presencia en los organos de los vegetales los convierte en metabolitos interesantes para ser

evaluados (Alara et al., 2021).

Quimicamente, los compuestos fendlicos poseen uno o mas grupos hidroxilos unidos a
un anillo aromatico, lo que le confiere una amplia diversidad de actividades bioldgicas. Estos
compuestos pueden ejercer actividad antimicrobiana mediante la alteracion de las membranas
celulares de microorganismos. Asimismo, pueden actuar como antioxidantes al neutralizar
radicales libres generalmente por transferencia del &tomo de hidrogeno del grupo hidroxilo, lo
que evita la propagacion de reacciones en cadena (Khanna., et a/ 2023, ). Ademas, estos
metabolitos desempenan un papel relevante debido a su capacidad de ejercer efectos protectores
frente al estrés oxidativo y la inflamacion provocados por particulas en suspension en el aire.
En este contexto, se les atribuye una amplia variedad de actividades bioldgicas, entre ellas
propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antienvejecimiento, antibacterianas,

antiflingicas y antivirales (Rahman ef al., 2021; Chouikh., et al 2025).

De manera de preservar estas actividades bioldgicas, es fundamental considerar no solo
la forma de extraccion empleada para obtener estos compuestos, sino también factores como el
disolvente a utilizar, proporcion del mismo, temperatura, tiempo de extraccion y otros

parametros experimentales (Zhu et al.,2025).

1.2.3. Compuestos fendlicos presentes en los Propoleos

Un aspecto importante a destacar en la composicion quimica, es que el 50 % del propoleo
esta constituido por resinas y balsamos vegetales. Esta fraccion de resinas y balsamos es rica
en compuestos fenolicos conformados principalmente por flavonoides como flavonas,
flavonoles y flavanonas, ademas de cumarinas, derivados del alcohol bencilico y cinamico,
triglicéridos fendlicos, terpenos, esteroles y polisacaridos, entre otros compuestos (Becerra et
al., 2022). También se destacan diversos acidos orgdnicos, como benzoico y sus derivados,
acido gélico, cafeico, cindmico y p-cumarico, asi como aldehidos aromaticos como vainillina e

isovainillina.
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Dentro de los polifenoles, compuestos como la pinocembrina, galangina, pinobanksina y
el éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) destacan por sus reconocidas propiedades
biologicas, especialmente su actividad antioxidante, antiinflamatoria, y antimicrobiana
(Marquez, 2025). Ademas, en diferentes tipos de propdleos sanjuaninos asociados al género
Larrea, se han identificado lignanos de interés, que incluye el 3'-metil-acido
nordihidroguaiaretico (MNDGA) y el acido nordihidroguaiaretico (NDGA), moléculas con
actividades antioxidante y antimicrobiana ampliamente documentadas (Fig 2) (Lima, 2007;

Lima et al., 2009; Agiiero et al., 2011; Agiiero et al., 2014).

2 . o 0
OH
Compuesto Rl R2 R3 R4 Jo. j,f} $ Compuesto  R1 R2
4. pinocembrin H OH OH H Qf)ff- . crisina
/ 5. galangina OH (6]
© Compuesto R R1
1: Acido 3'metil-nordihidroguaiarético OCH; OH
R, 2t Acido nordihidroguaiarético OH OH

Fig. 2. Compuestos aislados de muestras de propdleos urbanos de San Juan

(Agtiero et al., 2014)

1.2.4 Propiedades bioldgicas y usos de los Propdleos

Las propiedades de los productos derivados de la colmena son amplias y bien
documentadas, y los propoleos no son la excepcion (Nader et al, 2021). Esta resina natural
cuenta con una extensa tradicion terapéutica que se remonta a diversas civilizaciones antiguas;
de hecho, evidencias de su aplicacion provienen del Oriente Medio y del Antiguo Egipto, donde
era empleado con fines medicinales, cicatrizacion de heridas y rituales, segiin se informa en
tabletas de arcilla mesopotamicas de mas de 5000 afos de antigiiedad y en el Papiro de Ebers

(Salamanca Grosso, 2017).
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En la actualidad, este producto natural ha sido utilizado en numerosos paises como
remedio para heridas, quemaduras, afecciones de garganta y trastornos gastrointestinales
(Bankova et al., 2019). Ademas, su interés cientifico se sustenta en la gran diversidad de
actividades biologicas atribuidas a sus componentes. Entre ellas, se destacan efectos
antibacterianos, fungicidas, antivirales, anestésicos, antiulcerosos, inmunoestimulantes,
hipotensores, citostaticos, antioxidantes, anticariogénicos, citotoxicos, antiinflamatorios y
moduladores del sindrome metabolico, entre otros (Agiiero et al., 2010; Salas et al., 2020;

Zampini et al., 2021; Jami Jami et al., 2024).

Particularmente el propdleo se utiliza para prevenir enfermedades y mejorar la sanidad y
bienestar animal y/o humano. Los estudios demuestran efectos positivos en el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Ramos, 2020). Ademas, debido a sus propiedades antiinflamatorias,
los propdleos son un producto potencialmente terapéutico estos desempefian un papel
importante en procesos que comprometen la integridad de piel y mucosas, asociados a

inflamacion, infeccion y riesgo de contaminacion. (Cedefio et al., 2020; Zulhendri et al., 2021),

1.3 Extraccion de moléculas naturales

1.3.1. Extracciones convencionales

Los métodos de extraccion convencionales como la maceracidn, la hidrodestilacién, la
percolacion, el método Soxhlet, entre otros; se caracterizan principalmente por el uso de
grandes volumenes de disolventes y procedimientos manuales que dependen en gran medida
del investigador y requieren una alta demanda de mano de obra. Estas limitaciones se reflejan
en rendimientos variables, baja reproducibilidad lo que dificulta la estandarizacion con fines
biologicos. (Alara et al., 2021; Yilmaz et al., 2024). Asimismo, diversos factores influyen en la
extraccion de compuestos activos, como el disolvente empleado, la naturaleza y preparacion de
la muestra, la temperatura, el tiempo de extraccion, que determinan el rendimiento y la calidad

del extracto (Montiel et al., 2023).
1.3.2 Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

La extraccion asistida por ultrasonido (UAE) se considera un método eficiente y
econdmicamente viable, ya que permite optimizar variables como el tiempo de extraccion y la

temperatura mejorando el rendimiento y la rentabilidad del proceso (Bankova ef al., 2021). En
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esta misma linea, Fajardo et al., (2022) sefialaron que la UAE constituye una excelente
alternativa a los métodos tradicionales debido a su simplicidad y eficiencia, pues permite
obtener una alta reproducibilidad en menor tiempo, ademas de reducir significativamente el
consumo de solvente y aporte energético requerido. El ultrasonido opera mediante la
transmision de ondas sonicas en un medio liquido, generando ciclos alternos de compresion y
rarefaccion. Durante estos ciclos, se produce una presion negativa que rompe el liquido, creando
inicialmente un vacio y, posteriormente, burbujas o cavidades, fendmeno conocido como
cavitacion (Montiel et al., 2023). Ademas, diversas investigaciones han demostrado que la UAE
incrementa de forma significativa el rendimiento de recuperacion de compuestos fenélicos en
comparacion con los métodos convencionales de extraccion, lo que refuerza su utilidad en la

obtencion eficiente de moléculas bioactivas (Bonfigli ef al., 2017).

Asimismo, la extraccion asistida por ultrasonido (UAE) depende de diversos parametros
operativos, tales como la temperatura, el tiempo de sonicacion, la frecuencia y la relacion
solvente/muestra, los cuales pueden influir significativamente en la eficiencia del proceso. En
este contexto, el uso de herramientas estadisticas de optimizacion resulta necesario para evaluar
simultaneamente estos factores y determinar las condiciones que maximicen la recuperacion de

compuestos bioactivos.

1.4 Optimizacion de la extraccion de compuestos naturales: compuestos fenolicos

En la actualidad, los extractos vegetales o productos naturales asociados han adquirido
cada vez mayor importancia debido a su contenido de metabolitos bioactivos, como los
compuestos fenolicos (Proestos et al, 2017). Sin embargo, para preservar al maximo las
propiedades biologicas de estos compuestos, la extraccion de los mismos debe ser eficiente

(Bonfigli et al., 2017).

Véazquez-Espinosa et al. (2023) han informado que los métodos de extraccion
tradicionales presentan limitaciones importantes, ya que se basan en la modificacién de una
sola variable a la vez, mientras el resto permanece constante. Este enfoque dificulta la
comprension integral del proceso, dado que impide evaluar las interacciones entre los distintos
factores del sistema y requiere un numero elevado de ensayos experimentales, lo que
incrementa tanto el consumo de recursos como el tiempo necesario para la investigacion (El

Oihabi et al., 2024). Asimismo, no existe un procedimiento aceptado que permita a partir de
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materiales naturales, la extraccion de los compuestos de interés o de un grupo especifico, por
lo tanto, es necesario establecer un proceso optimizado para la recuperacion de los mismos

(Alara et al., 2021).

Dentro del marco de esta tesis, la optimizacién oriento6 a incrementar el rendimiento y la
eficiencia de la extraccion de los compuestos fendlicos, sin aumentar los costos ni el tiempo de
procesamiento. Para lograrlo es importante la incorporacion de estrategias de andlisis
estadistico multivariante que posibilita el estudio simultineo de multiples variables y sus
interacciones, ofreciendo una representacion mas completa y precisa del comportamiento del

sistema de acuerdo a lo informado por Vazquez-Espinosa et al., (2023).

1.4.1 Método de Superficie de Respuesta: Disefio Box Behnken
El Método de Superficie de Respuesta (MSR) se ha consolidado como una herramienta
matematica ampliamente utilizada para la optimizacion de procesos, ya que permite establecer
las principales variables y sus interacciones (Cano et al, 2023). Asimismo, este método
investiga la relacion entre diversas variables explicativas (independientes) y una o mas variables

de respuesta (dependientes) (Mahallati, 2020).

Por otro lado, la aplicacion del MSR en la extraccion de compuestos fenolicos o
polifenoles permite explorar de manera eficiente las condiciones Optimas de extraccion y
también facilita el desarrollo de modelos matematicos precisos que posibilitan la estimacion de
concentraciones deseadas y la prediccion del comportamiento del sistema bajo distintas
condiciones (Rivera et al., 2024). Su aplicacién constituye una herramienta eficaz para
maximizar la eficiencia de extraccion y garantizar la obtencion de concentraciones
significativas de compuestos activos, como los fenolicos con propiedades biologicas como las

antimicrobianas.

En este sentido, el Disefio Box-Behnken (DBB) desempefia un papel fundamental dentro
de las metodologias de superficie de respuesta, especialmente en aquellos estudios donde se
busca economia en el disefio experimental y una prediccidn precisa de la varianza. Este tipo de
disefio se caracteriza por emplear Unicamente tres niveles para cada factor, lo que permite
reducir el nimero de ensayos sin comprometer la calidad de la informacién obtenida (Barabadi
et al.,2014). E1 DBB se utiliza ampliamente en la optimizacion de procesos, ya que facilita la

evaluacion de las condiciones mas adecuadas para maximizar la respuesta de interés,
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permitiendo predecir el comportamiento del sistema dentro del rango experimental evaluado

(Zalazar et al., 2022.).

En la provincia se han identificado diferentes propiedades del propdleo, tales como su
actividad antioxidante y antimicrobiana frente a microorganismos patégenos humanos, sus
propiedades agrondémicas y efecto inhibidor frente a enzimas de importancia para la salud
humana. Sin embargo, la eficiencia en la obtencién de compuestos bioactivos de propodleos es
un area poco explorada bajo enfoques de optimizacion de procesos. Resulta critico profundizar
en el perfeccionamiento de las condiciones de extraccion, dado que la concentracion de
moléculas fendlicas varia significativamente segun el origen geografico y la metodologia
empleada. Por tal motivo este trabajo propone evaluar la optimizacion de las extracciones de

compuestos fendlicos de propdleos de dos departamentos de la provincia de San Juan.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS GENERAL

“El diserio experimental de Box-Behnken permite identificar las condiciones optimas de
extraccion de compuestos fenolicos de propoleos de dos departamentos de San Juan,

potenciando su actividad antimicrobiana frente a microorganismos de importancia clinica”.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Optimizar la extraccion de compuestos fendlicos aplicando el disefio de Box Behnken de

propoéleos de dos departamentos de San Juan, para potenciar su actividad antimicrobiana.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Optimizar las condiciones de obtencién de compuestos fendlicos de propoleos de dos

departamentos, mediante el disefio estadistico Box-Behnken.
2) Determinar el contenido de compuestos fenolicos de los extractos experimentales.

3) Evaluar la actividad antimicrobiana frente a bacterias y levaduras tipificadas y aisladas

provenientes del Hospital Marcial Quiroga de San Juan.

4) Evaluar el potencial efecto combinatorio de los extractos activos con agentes

antimicrobianos y antiflingicos

5) Difundir los resultados en Congresos y Eventos cientificos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material de estudio

3.1.1 Recoleccion de muestras de propoleo

Las muestras de propdleos se recolectaron de los departamentos de la provincia de San
Juan: Iglesia, de la localidad de Bauchaceta, ubicada en 30°30'38.9" S 69°27'33.2" O, y del
departamento Ullum, localizado en 31°26'25.3" Sy 68°42'39.6" O (Fig. 3). La obtencion de las
muestras se realizdo mediante la técnica de raspado, con la colaboracion de apicultores locales

durante el mes de marzo de 2025.

IGLESIA
AT a3

o

Fig. 3. Sitios de colecta del material de estudio, Argentina, San Juan.

En el departamento de Iglesia distrito Bauchaceta, la flora dominante alrededor de los
apiarios se constituye principalmente por la especie Larrea nitida Cav. conocida cominmente
como “Jarilla o Jarilla crespa” (fotografia 1). Por otro lado, la flora circundante del apiario en
el departamento Ullum estd constituida por Neltuma nigra ‘“algarrobo negro”, Ligaria
cuneifolia “liga”, Larrea divaricata “Jarilla”, Schinus molle "aguaribay", Tessaria

absinthioides “péajaro bobo”, Capparis atasmiquea “atamisque” (fotografia 2).

A continuacion, se presentan las fotografias de los sitios de colecta.
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Fotografia 1. Colmenas ubicadas en el Departamento de Iglesia, localidad de Bauchaceta, Iglesia

Fotografia 2. Colmenas ubicadas en el departamento de Ullum

3.1.2 Preparacion de las muestras

Las muestras de propoleos obtenidas de cinco colmenas de cada departamento se
trasladaron inmediatamente al laboratorio del Instituto de Biotecnologia, se etiquetaron y
almacenaron a 4 °C en ausencia de luz para sus tratamientos posteriores. Luego, las muestras
se molieron a polvo fino mediante molinillo (Fotografia 3), se tomd una porciéon de cada

colmena, obteniéndose una unica muestra representativa para cada departamento.
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Fotografia 3. Propdleo en polvo fino

3.1.3 Optimizacion de la extraccion de compuestos fendlicos mediante la

Metodologia de Superficie de Respuesta (MRS) y el disefio de Box-Behnken diseiio DBB

Para la optimizacion de las condiciones de extraccion, se aplicd la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MRS) empleando un disefio experimental de Box-Behnken (DBB) de
tres factores y tres niveles. Este enfoque permite modelar matematicamente la interaccion entre
las variables y determinar las condiciones Optimas mediante el andlisis de las superficies de
respuesta generadas. Los niveles de las variables operativas (Tabla 1) se seleccionaron y

ajustaron siguiendo los criterios de Aboulghazi et al,. (2022) y Oldoni et al,. (2015

Tabla 1. Niveles actuales y codificados de las variables independientes utilizadas para

el DBB
Variables Unidades Niveles de Variables Unidad
Independientes codificadas | 0 |
Temperatura del
sonicado X1 25 | 375 | 50 °C
Solventes
Extraccion
(EtOH:H:0) X2 80:20 | 90:10 | 100:0 ppm
Tiempo de
sonicado X3 10 20 30 min
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3.1.4 Preparacion de la muestra segun disefio experimental DBB

A partir de 1 g de propdleo molido, se realizaron las diluciones correspondientes,
utilizando los solventes de extraccion etanol y agua en las proporciones que indica la Tabla 1,
(Fig. 4. a y b). Las extracciones se realizaron conforme a las condiciones establecidas en el
DBB, empleando el lavador ultrasénico con una potencia ultrasénica 400w, potencia

calefactora 180w y frecuencia de 40 kHz para favorecer la eficiencia del proceso (Fig. 4.c).

Luego, mediante un proceso de filtrado, se eliminan las impurezas presentes en la
muestra, tales como ceras, restos de madera y particulas de tierra (Fig. 4. d). Una vez filtradas
las disoluciones del producto natural, y siguiendo los parametros del DBB, las muestras fueron
concentradas en un evaporador rotatorio con el objetivo de obtener los extractos experimentales
(EEP) (Fig. 4.e). Finalmente, los EEP se almacenaron en ausencia de luz hasta su posterior

utilizacion en los posteriores ensayos experimentales (Fig. 5).

Fig. 4. Pasos para la obtencion del extracto optimizado de propoleo.

a: Propdleo molido, b: diluciones etanol/agua, c: ultrasonido, d: filtracion, e: evaporador rotatorio.
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Fig. 5. Extractos experimentales de propdleos

3.2 Compuestos fenolicos

3.2.1 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) de las muestras de propdleo se
determind mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, de acuerdo a lo descrito por
Gomez et al. (2021), con algunas modificaciones. El CFT se consider6 como la variable
respuesta del estudio, utilizada para evaluar la eficiencia del proceso de extraccion bajo las
diferentes condiciones experimentales. Para realizar la curva de calibracion se utilizd6 como
estandar acido galico (AG) en concentraciones de 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ppm.
Los EEP se utilizaron a una concentracion de 1 mg/mL con metanol (MeOH). La reaccion se
llevé a cabo a pH basico (pH= 10) con una solucion de carbonato de sodio. Pasados 30 minutos
se mide el valor de absorbancia a 765 nm, en un lector de microplacas Thermo Scientific
Multiskan FC. Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar, DE (n = 3),
expresados en mg de equivalentes de AG (mg EAG)/ gramo de EEP. Las mediciones se realizan

por triplicado.

3.3 Analisis de datos

Los datos experimentales obtenidos en los ensayos de extraccion asistida por ultrasonido
fueron analizados mediante Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM, Response Surface
Methodology) con el objetivo de evaluar el efecto de las variables y sus interacciones en el
rendimiento de compuestos fendlicos, expresado como mg de equivalentes de acido galico por

gramo de extracto experimental de propoleo (mg EAG/ g EEP).
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Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Minitab® (Minitab
LLC, State College, PA, USA). Se desarrollaron modelos de regresion independientes para las
muestras provenientes de Ullum y Bauchaceta, dos zonas productivas ubicadas en la provincia

de San Juan, Argentina.

Las variables independientes consideradas en el estudio fueron: temperatura de extraccion
(°C), concentracion de etanol (%), tiempo de sonicacion (min). La adecuacion de los modelos
se evalu6 mediante andlisis de la varianza ANOVA considerando los valores del estadistico F
(Test de Fisher) y los valores p asociados para determinar la significancia estadistica de los
términos del modelo. Asimismo, el desempefio del modelo se evalué mediante el coeficiente

de determinacion (R?), R? ajustado, R? predicho y el error estdndar de la regresion (S).

3.4. Actividad antibacteriana

Para la evaluacion del efecto antibacteriano, se utilizaron cepas representativas de
bacterias Gram (+). Entre ellas se incluyeron microorganismos de referencia certificados,
ATCC: American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, EE.UU.: Staphylococcus
aureus sensible a meticilina (Sa o Sams ATCC 25923), Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (Sa o Samr ATCC 43300) y aislados clinicos provenientes del Hospital Dr. Marcial
Quiroga: Staphylococcus aureus ((Sa-MQ1) y Staphylococcus aureus ((Sa-MQ?2). Ademas, se
utilizo la cepa Gram (-) tipificada de Escherichia coli ATCC 25922. Las cepas bacterianas
fueron conservadas en medio Mueller-Hinton (Britania-Codigo B0216906) en 30% de glicerol
(v/v) a—20 °C. Las bacterias fueron activadas en el medio de cultivo mencionado durante 24

horas a 37 + 1 °C.
3.4.1. Ensayo antibacteriano: determinacion de la CIM

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de los EEP se determind mediante el método
de microdilucion en caldo, siguiendo las recomendaciones establecidas por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2013). El ensayo se realizd en microplacas de 96
pocillos (Fig. 6). Se prepararon soluciones madre de los EEP en DMSO (no excedio el 1 %),
para obtener la serie de diluciones a ensayar. Las concentraciones evaluadas fueron de 62,5 a
500 pg/mL y como control positivo en el ensayo se incluyd el agente antimicrobiano
imipenem® NORTHIA. Las bacterias se mantuvieron en Miieller-Hinton por 24 h a 37 °C y

las suspensiones celulares se ajustaron a la escala de Mac Farland 0,5 (5x10® UFC/mL) y
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posteriormente fueron diluidas en agua destilada estéril a una concentracién final de 5x10°
UFC/mL. Las microplacas se incubaron por 24 h a 37 °C. La CIM se definié como la menor
concentracion de EEP que inhibid 100 % el desarrollo luego del tiempo de incubacion a una
lectura a 620 nm, en lector de microplaca Thermo FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEP.
UU) (Fig 7).
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Fig. 7. Lector de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEP. UU)

3.5. Actividad antifiingica

Para el estudio de la actividad antifingica, se emplearon las siguientes cepas de levaduras:
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis C-131 y
Candida tropicalis MQ1, aislados clinicos provenientes del Laboratorio de Microbiologia del
Hospital Marcial Quiroga, San Juan. Las cepas fueron conservadas en medio Caldo Sabouraud
Glucosado (Britania-Codigo B0217806) en 30% de glicerol (v/v) a — 20 °C. Las levaduras

fueron activadas en el medio mencionado durante 24 horas a 29 + 1 °C.
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3.5.1. Ensayo antifungico: determinacion de la CIM

Las actividades fungistaticas de los EEP se evaluaron mediante el método de
microdilucion en caldo (CLSI, 2002). El ensayo se llevo a cabo en microplacas con 96 pocillos.
Los diferentes EEP se diluyeron en DMSO (no excedio el 1%) hasta obtener las concentraciones
a ensayar. Los EEP diluidos se agregaron al medio, en un rango de concentraciones de 62,5 a
500 pg/mL. En este caso como control positivo fue incluido el agente antifungico ketoconazol
(Janssen Pharmaceutica). Las suspensiones celulares se ajustaron en agua destilada estéril a una

concentracion final de 5x10* cél/mL, cuantificadas mediante camara de Neubauer.

Las placas fueron incubadas por 24 h a 30 °C. Para determinar la actividad antifingica,
las placas fueron leidas a 405 nm en el lector de microplacas antes descripto (Fig. 7). A partir
de las lecturas obtenidas se determind la CIM (pg/mL), definida como la menor concentracion
del EEP capaz de inhibir completamente el crecimiento microbiano, luego del periodo de

incubacion.
El porcentaje de inhibicion fue calculado como sigue:

CIM=100-_((DO EOP24h-DO BcoEOP 0h)*100)
(Do control (+)) microorg)

Siendo DO: densidad optica

3.6. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima y Concentracion

Fungicida Minima

Para la determinacion de la Concentracién Bactericida Minima (CBM, pg/mL) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM, pg/mL), se tomaron alicuotas de 5 pL de los pocillos
donde no hubo crecimiento, es decir, en aquellas donde se obtuvo la CIM y se sembré en una
nueva microplaca que contenia el medio de cultivo correspondiente. Estas placas se incubaron
nuevamente bajo las condiciones Optimas para cada microorganismo, y se registré el valor de
CBM y CFM, respectivamente en forma visual. La CBM y CFM se definieron como las
menores concentraciones del EEP que produjo una inhibicién total (muerte) del crecimiento

microbiano, después del tiempo de incubacion.
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3.7 Efecto combinatorio de los EEP con drogas comerciales: Disefio de Tablero de Ajedrez

Se utiliz6 el disefio de “Tablero de Ajedrez” para evaluar el efecto combinatorio entre los
EEP con las drogas comerciales (DC): imipenem y ketoconazol, de acuerdo a lo descrito por

Nikoli¢., et al. (2017) y Lima et al., (2022).

Para realizar el disefio se us6 microplacas de 96 pocillos, donde la droga comercial se
distribuy6 en concentraciones crecientes a lo largo de las filas, mientras que los extractos
experimentales de propdleo se distribuyeron a lo largo de las columnas. Cada pocillo de la placa
contiene una mezcla distinta de ambos. Esto permitié observar el efecto de multiples dosis
combinadas de forma simultanea. Tras la incubacion con el microorganismo, se identifico
la Concentracion Minima Inhibitoria en cada combinacion, es decir, la dosis mas baja que logra

frenar el crecimiento bacteriano o fuingico.

A continuacion, se presenta el diagrama de la microplaca para la determinacion del efecto

combinatorio (Fig. 8).
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Fig 8. Diagrama de la microplaca para el disefio “Tablero de Ajedrez”

3.7.1. Calculo de la Concentracién Inhibitoria Fraccionaria y el Indice de

Concentracion Inhibitoria Fraccional

La Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (CIF) y el Indice de Concentracion Inhibitoria

fraccional (ICIF) fueron calculados mediante las siguientes ecuaciones:
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CIFeep = CIMEgep combinado/CIMEekr solo (Eq. 1)
CIFpc = CIMbc combinado/ CIMbc solo (Eq. 2)
ICIF = CIFEer + CIFpc (Eq. 3)

Los resultados se interpretaron de la siguiente manera: efecto sinérgico (ICIF< 0,5),
efecto aditivo (0,5 < ICIF< 2), sin interaccion o indiferencia (2 <ICIF< 4) y efecto antagonico

(ICIF> 4) descrito por Nikoli¢ et al., (2017).
3.7.2. Indice de Reduccién de Dosis
El indice de Reduccién de Dosis (IRD) se utiliz6 como medida para evaluar la reduccion
de la dosis de cada DC (imipenem y/o ketoconazol) en comparacion con su administracion
individual. Un alto valor de IRD >1 indic6 una mayor reduccién de la dosis necesaria para

alcanzar un efecto determinado (Chou, 2006; Chou, 2010). El célculo del IRD para cada DC se

realiz6 mediante la siguiente ecuacion:

IRD = CIMbpc /CIM pc con EEP (Eq. 4)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Optimizacion de la extraccion de compuestos fenolicos mediante DBB.

El DBB otorgd un total de 13 puntos experimentales, en los cuales varian las diferentes
condiciones de temperatura, relacion EtOH:H-O y tiempo de sonicado. El numero total de
corridas fue de 39, ya que cada ensayo se realizé por triplicado. Es decir, las corridas 1, 14 y
27 corresponden a la misma condicion experimental, lo que implica que cada punto del disefio
fue ejecutado por triplicado para asegurar la consistencia de los resultados. A continuacion, se

presentan las condiciones de las 13 ternas obtenidas del DBB (Tabla 2).

Tabla 2. Variables independientes con las condiciones optimizadas

Ternas Temperatura (°C) RelaCi}éI?OEtOH_ soIiis;rcllIz)O(ri?n)
(1, 14, 27) 25 80 20
(2, 15,28) 50 80 20
(3, 16, 29) 25 100 20
(4,17, 30) 50 100 20
(5, 18,31) 25 90 10
(6,19, 32) 50 90 10
(7, 20, 33) 25 90 30
(8,21,34) 50 90 30
(9, 22, 35) 37,5 80 10
(10, 23, 36) 37,5 100 10
(11,24, 37) 37,5 80 30
(12, 25, 38) 37,5 100 30
(13, 26, 39) 37,5 90 20
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La aplicacion de este disefio estadistico permitioé en este trabajo de tesis, identificar de

manera eficiente las combinaciones de las variables estudiadas, evitando la necesidad de

evaluar experimentalmente cada factor de forma aislada. Este enfoque facilit6 la exploracion

simultdnea de los efectos individuales y de interaccidon entre las variables, optimizando el

proceso con un numero reducido de ensayos. En concordancia con estos resultados

investigaciones recientes, autores como Golmahi et al., (2021) y Pereira et al., (2025),

coinciden en senalar que el disefio Box-Behnken resulta un modelo estadistico eficaz para

optimizar el rendimiento de extracciones de compuestos bioactivos en muestras de propoéleos.

4.2 Determinacion de compuestos fendlicos totales

De acuerdo con lo descrito en la seccion de materiales y métodos, se midio el CFT en los

extractos de propoleo obtenidos para cada punto experimental (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de fenoles totales de las muestras de
propoleo evaluadas (mg EAG/g EEP). Los resultados se
expresaron en media + desviacion estandar

Ternas de corridas EEP Iglesia EEP Ullum
(1, 14, 27) 381,075 £ 48,62 | 252,909 + 24,11
(2, 15, 28) 381,150 £12,69 | 374,818 £ 17,61
(3, 16, 29) 461,000 £ 25,39 | 282,954 + 0,64
(4,17, 30) 538,272 + 39,47 | 249,878 16,97
(5,18, 31) 404,181 + 28,60 | 362,977 £19,31
(6, 19, 32) 491,454 +48,79 | 305,204 +28,18
(7, 20, 33) 610,969 + 19,28 | 239,606 + 21,45
(8,21, 34) 420,378 + 3,08 365,560 +13,6
(9, 22, 35) 290,606 + 24,88 | 358,180 +23,27
(10, 23, 36) 489,909 + 14,14 | 366,757 + 58,46
(11, 24, 37) 533,848 + 15,07 | 368,409 + 25,91
(12, 25, 38) 370,742 + 1,73 | 291,950 +23,27
(13, 26, 39) 541,257 39,07 | 389,150 + 8,07
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Los EEP de Iglesia (Bauchaceta), presentan un rango de CFT entre 290 — 610 mg EAG/g
EEP, siendo la terna de tratamientos (7, 20, 33) (condiciones experimentales: 25 °C, 90 %
extraccion con EtOH y 30 min de sonicado) la que mostré mayor extraccion de fenoles (610,969

+ 19,28 mg EAG/g EEP).

Para las muestras obtenidas del departamento Ullum, la terna de los tratamientos (13, 26,
39) (condiciones experimentales: 37 °C, 90 % extracciéon con EtOH y 20 min de sonicado),

mostro el mayor contenido de fendlicos 389,15 + 8,07 mg EAG/g EEP.

De acuerdo con lo informado por Osés et al., (2020), el CFT en propoleos de distintos
origenes geograficos, procesados mediante técnicas de maceracion con agitacion oscila entre
150 y 300 mg EAG/g de extracto. Por otro lado, Ozkdk., et al. (2021) reportaron valores de
concentraciones entre 34,53 y 259,4 mg EAG/g utilizando tambien técnicas de maceracion con
agitacion. Teniendo en cuenta la norma IRAM 15935 2 (2008) que determinan los requisitos
para el andlisis de calidad de los extractos de propdleos del noroeste de Argentina; el contenido
de compuestos fenodlicos totales expresados como acido galico debe ser como minimo 0,25g/
100g de extracto. Por lo tanto, los valores obtenidos de CFT de los EEP de ambos
departamentos (250 mg EAG/g EEP = 25g EAG/100g EEP) indicarian que las condiciones

experimentales aplicadas favorecen la obtencion de extractos de propodleos de calidad

Las diferencias en el contenido de CFT de los EEP de los departamentos de Iglesia y
Ullum puede deberse a que presentan diferencias geograficas y climaticas, por consiguiente,
estan asociadas a diferente flora. Las muestras colectadas en Bauchaceta (Iglesia) estan
asociadas practicamente a Jarilla nitida Cav (conocida como jarilla o jarilla crespa) cuyos
compuestos fendlicos han sido descritos por Agliero et al., 2011; Agiiero ef al 2014), mientras
que los propodleos colectados en Ullum poseen un origen polifloral y menos estudiado, aunque,
ambas zonas comparten vegetacion del género Larrea. Estas diferencias, se podrian ver
reflejadas en sus perfiles quimicos, mediante técnicas de cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a un espectrometro de masas (HPLC/EM) que detalle los principales

compuestos.

4.2.1 Superficies de respuesta y analisis estadistico

Se generaron graficas tridimensionales de superficie de respuesta con el objetivo de

visualizar la influencia combinada de los pardmetros de extraccion sobre el rendimiento de los
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compuestos fenolicos. En estas representaciones, dos variables independientes fueron variando
simultdneamente mientras que la tercera se mantuvo constante en el valor encontrado como

optimo.

Las superficies obtenidas muestran la interaccion entre temperatura, concentracion de
etanol y tiempo de sonicacion, permitiendo evaluar su efecto conjunto sobre la eficiencia de

extraccion de compuestos fenolicos.

A continuacion, se presentan las SR de los resultados que representan la relacion entre las
variables independientes y la variable respuesta (CFT), ajustados a un mismo modelo factorial

lineal, para los EEP de los departamentos Iglesia y Ullum, y ademads, se presentan los resultados

de analisis de los modelo de ANOVA.

4.2.1.1 Analisis de datos de los EEP de Iglesia, Bauchaceta

En el grafico 1 se presenta la SR para el CFT del EEP de Iglesia, (Bauchaceta); en funcion
de la temperatura y el tiempo de extraccidn, a una concentracion fija de etanol de 91%. El
grafico 2 muestra la SR para el CFT del EEP de Iglesia, Bauchaceta; en funcion del tiempo de
sonicado y la concentracion de etanol., mantiendo constante la temperatura (50 °C). En el
grafico 3 se observa la SR para el CFT del EEP de Iglesia, Bauchaceta en funcion de la

temperatura y la concentracion de etanol, a un tiempo constante de 17,47 min.
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Grafico 1. Superficie de respuesta para el CFT para el EEP de Iglesia, Bauchaceta; en funcion de la

temperatura y el tiempo de extraccion, a una concentracion fija de etanol a 91%.
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Grafico 2: Superficie de respuesta para el CFT para el EEP de Iglesia, Bauchaceta; en funcion del tiempo y la

concentracion de etanol; a una T° constante de 50 °C.
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Grafico 3. Superficie de respuesta para el CFT para el EEP de Iglesia, Bauchaceta; en funciéon de la T° y la

concentracion de etanol; a una tiempo constante de 17,47 min.

El anélisis de los datos en el Minitab determind que las condiciones Optimas para la
extraccion de compuestos fenolicos en los EEP de Bauchaceta (Iglesia), corresponden a 50 °C,
17,47 minutos de sonicacién y 91 % de etanol, con un valor de R?= 0, 6725. La variable tiempo
de sonicacion resultd el factor mas influyente desde el punto de vista fisicoquimico, en
coincidencia con lo informado por Yusof et al., (2020). Cabe aclarar, que el coeficiente de
determinacion (R? = 67,25 %), indic6 que los datos del CFT no se ajustaron al modelo factorial

elegido (p = 0,467), limitando la capacidad explicativa.

Asimismo, como fue reportado por Oroian et al., (2020) se muestra una tendencia similar;
donde la T° alcanza un valor moderado (35 - 65 °C). Los autores atribuyen este comportamiento
a la elevada solubilidad natural de los polifenoles del propdleo en etanol, lo que sugiere que,
dado que el solvente es altamente efectivo por si mismo, un aumento de temperatura contribuye

moderadamente a la extraccion.

4.2.1.2. Analisis de datos de los EEP de Ullum

En los siguientes graficos se presentan las SR para el CFT del EEP de Ullum, en funcion
de la temperatura y concentracion de etanol a un el tiempo de extraccion fijo= 21,51 min

(Gréfico 4), en funciodn del tiempo de sonicado y la concentracion de etanol con temperatura
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fija de 39,65 °C (Grafico 5) y en funcion del tiempo de sonicado y la temperatura con un valor

fijo de 88,28 % de la concentracion de etanol (Grafico 6).

100

9 9%Etanol

Temperatura °C

Grafico 4. Superficie de respuesta para el CFT para el EEP de Ullum en funcion de la temperatura y la

concentracion de etanol con tiempo de sonicado fijo 21,51 min
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Grafico 5. Superficie de respuesta para el CFT para el EEP de Ullum en funcién del tiempo de sonicado y la
concentracion de etanol con temperatura fija de 39,64°C
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Grafico 6. Superficie de respuesta para el CFT para el EEP de Ullum en funcion del tiempo de sonicado y la

temperatura con un valor fijo de 88,28 % de la concentracion de etanol

Con respecto a los EEP de Ullum, los resultados indicaron que para obtener la mayor
cantidad de compuestos fenolicos se necesitan las siguientes condiciones: tiempo de sonicado

de 21 minutos, concentracion de alcohol 88,98 % y temperatura 39,65 °C.

A diferencia de lo analizado para las muestras de Iglesia, el contenido de compuestos
fendlicos de los EEP de Ullum, tuvieron un ajuste estadisticamente significativo (p = 0,005) al
modelo cuadratico, lo que demuestra que, dentro del rango experimental evaluado, las variables
independientes explican de manera significativa la variabilidad observada en el contenido
fenolico total (CFT). El coeficiente de determinacion fue elevado (R? = 99,21 %), indicando
que el modelo explico mas del 99 % de la variabilidad total. Asimismo, el R? ajustado (96,86
%) confirm¢ la robustez del modelo y su adecuada capacidad explicativa, evidenciando que los

términos incluidos contribuyen significativamente al ajuste.

Los EEP provenientes de Ullum asociados botanicamente a diferentes especies vegetales,
mostraron una significancia del modelo global e interacciones comportandose como un sistema
altamente sensible a las condiciones operativas, con una region optima claramente definida y
una elevada capacidad predictiva. Esto sugiere que la liberacion de compuestos fenolicos en
esta matriz estd fuertemente gobernada por fendémenos combinados de cavitacion ultrasonica,

polaridad del solvente, entre otros.
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En contraste, si bien el modelo ajustado para Bauchaceta no resulté estadisticamente
significativo y presentd alta dispersion experimental, todos los tratamientos evaluados
mostraron concentraciones elevadas de compuestos fenolicos (> 250 mg EAG/g EEP), lo que

demuestra que las condiciones aplicadas fueron efectivas para la extraccion.

4.3 Actividad bioldgica del propodleo

Para dar respuesta al objetivo 3, se realizaron ensayos de microdilucion en caldo con el
fin de determinar la actividad antimicrobiana de los EEP. Las Tablas 4 y 5 muestran los
resultados de las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) que inhiben el desarrollo de los
microorganismos (bacterias y hongos levaduriformes) evaluados de las muestras de propdleo
de Iglesia (Bauchaceta), mientras que las Tablas 6 y 7 resumen los resultados correspondientes
a las muestras del departamento de Ullum, indicando en cada tratamiento sus respectivas CIMs

y CBM/CFM.

En las tablas 4 y 6, se observa la actividad antibacteriana de los distintos tratamientos
de EEP evaluados de ambos departamentos, frente a cepas tipificadas y de aislados clinicos
Gram (+). Los EEP no fueron activos frente a la cepa tipificada Gram (-) Escherichia coli ATCC
25922, (CIM>1000 pg/mL), teniendo en cuenta lo informado por Tamokou et al. (2017),
quienes referenciaron que los extractos provenientes de especies vegetales son considerados
activos cuando presentan valores de CIM <100 pg/mL y para valores: 100 <CIM <512 ng/mL,

los extractos resultan significativamente activos.

Para la actividad antifangica (Tablas 5y 7), los EEP fueron evaluados frente a distintos

aislados clinicos de especies de: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis C131y

C. tropicalis MQ1.
4.3.1 Actividad antimicrobiana de propoleos de Iglesia, Bauchaceta.

4.3.1.1 Actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana de los diferentes EEP de Bauchaceta, mostraron valores de
CIMs entre 31,5 a 125 pg/mL, mientras que los valores de CBM obtenidos fueron en un rango

de 31,5 a 500 pg/mL, frente a las bacterias Gram (+) evaluadas (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de los EEP de Iglesia, Bauchaceta, frente a cepas tipificadas y aislados

clinicos de bacterias. Los valores se expresan en pg/mL.

S. aureus S. aureus S. aureus )
. . S. aureus resistente
Bacterias sensible a resistente a resistente a
. a meticilina MQ2
meticilina meticilina meticilina MQ1
Terna de
) CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
tratamientos
(1, 14,27)
) 62,50 500 125 125 62,50 500 31,25 >500
25 °C 80 % 20 min
(2,15,28)
31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 >500
50 °C 80% 20 min
(3, 16, 29)
31,25 31,25 62,50 62,50 62,50 >500 125 >500
25 °C 100% 20 min
4,17, 30)
62,50 62,50 31.25 31,25 62,50 62,50 31,25 125
50 °C 100% 20 min
(5,18,31)
62,50 62,50 31,25 31,25 125 >500 62,50 >500
25°C 90 % 10 min
(6, 19, 32)
62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 >500
50 °C 90 % 10 min
(7, 20, 33)
31,25 62,50 31,25 62,50 31,25 31,25 31.25 >500
25°C 90 % 30 min
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(8,21, 34)
) 62,50 250 3125 62,50 62,50 >500 125 125
50 °C 90 % 30 min
(9, 22, 35)
) 125 125 3125 125 62,50 62,50 125 500
37,5 °C 80 % 10 min
(10, 23, 36)
31,25 31,25 31,25 31,25 62,50 62,50 31,25 31,25
37,5 °C100% 10 min
(11, 24, 37)
) 125 125 125 >500 125 >500 125 >500
37,5 °C80 % 30min
(12, 25, 38)
62,50 62,50 125 >500 125 >500 62,50 125
37,5 °C 100% 30 min
(13, 26, 39)
62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50
37,5 °C 90 % 20min
imipenem 0,250 0,250 1 1 2,5 2,5 0,250 0,250

Las cepas tipificadas S. aureus sensible a meticilina y S. aureus resistente a meticilina,
mostraron una alta sensibilidad frente a las ternas de los tratamientos (2, 15, 28), (3, 16,29)y
(10, 23, 36) con valores de CIM= 31,25 nug/mL, y los tratamientos (4, 17, 30), (5, 18,31) y (10,
23, 36) con los mismos valores, respectivamente.

Frente a aislados clinicos de S. aureus MQ1 y S. aureus MQ2, los tratamientos mas
efectivos fueron (2, 15, 28), (4, 17, 30), (7, 20, 33) y (10, 23, 36) con valores de CIMs de 31,25
- 62,50 ug/mL. La cepa S. aureus MQ2 mostr6 mayor resistencia para el resto de los

tratamientos con valores de CBM entre 62,50 - 500 pg/mL.
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Es importante resaltar el comportamiento de la terna (10, 23, 36), con condiciones
experimentales de 37,5 °C, 100 % EtOH y 10 min de sonicado y la terna (13, 26, 39) cuyas
condiciones experimentales fueron: 37,5 °C, 90 % EtOH y 20 min de sonicado, los cuales
exhibieron una estabilidad unica a lo largo del ensayo, manteniendo valores constantes de CIM
y CBM de 31,5 y 62,50 ng/mL frente a las cuatro cepas evaluadas, independientemente de sus
mecanismos de resistencia.

Cabe destacar que, en relacion con la optimizacion, los tratamientos que presentaron
mayor actividad antibacteriana no coincidieron con las condiciones determinadas como 6ptimas
para maximizar el contenido de compuestos fenolicos totales (CFT). En particular, la mayor
actividad se observo en condiciones de 37,5 °C, 90—100 % de etanol y tiempos de sonicado
entre 10 y 20 minutos. Este comportamiento podria explicarse porque la actividad
antimicrobiana en muchas ocasiones no depende del contenido de compuestos fendlicos sino
de las caracteristicas quimicas de los mismos (polaridad, relacién estructura- actividad)(
Alvarez et al., (2020); Ispiryan et al.,2024).

Frente a la cepa Gram (-) Escherichia coli ATCC 25922 los tratamientos de EEP
mostraron valores de CIM mayores a 500 pg/mL. Autores como Nazzaro et al. (2013) sefialan
que E. coli, por ser una bacteria Gram (-), posee una resistencia intrinseca superior frente a
productos naturales. Esto se debe a su membrana externa rica en lipopolisacaridos hidrofilicos,
la cual actlia como una barrera que impide la difusion de los compuestos hidrofébicos presentes
en los extractos.

De acuerdo con lo informado por Seidel ef al. (2008), muestras de propdleos de diferentes
lugares del mundo (norteamericanos, sudamericanos y europeos) exhibieron actividades
antibacterianas con valores de CIM entre 125 < CIM < 500 pg/mL para diferentes
microorganismos, coincidiendo con algunos de los valores obtenidos en este estudio e incluso
superando el efecto (CIMs= 31,25 pg/mL). De manera similar, los resultados se ajustan
favorablemente a lo reportado por Al-Ani et al. (2018), quienes describen un espectro de

actividad de los extractos de propoleo entre 40 y 1200pug/mL.

4.3.1.2 Actividad antifungica.

La actividad antifungica frente a levaduras del género Candida se realizd bajo los
protocolos de la CLSI, (2002). El efecto antifiingico, frente a los hongos levaduriformes del
género Candida, mostraron valores de CIMs en un rango de 62,50-500 pg/mL (Tabla 5) para

las muestras de propoleos de Bauchaceta.
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Tabla 5. Actividad antimicrobiana de las muestras EEP de Iglesia, Bauchaceta, frente a cepas tipificadas y aislados

clinicos de levaduras. Los valores se expresan en pg/mL.

Candida Candida Candida Cflndldfl Ca?dlda,
Levaduras . Parasilosi Jabrat tropilacalis C tropilacalis
albicans arapsilosis glabrata 131 MQI
Terna de CIM |CFM | CIM CFM CIM | CFM CIM CFM | CIM | CFM
tratamientos.
(1, 14,27)
) 62,50 125 125 125 125 250 62,50 | 62,50 125 >500
25 °C 80 % 20 min
(2,15,28)
62,50 | 62,50 250 250 250 250 62,5 62.5 >500 -—
50 °C 80% 20 min
(3, 16, 29)
62,50 250 125 500 250 250 62,50 | 62,50 250 >500
25°C 100% 20 min
4,17, 30)
62,50 125 125 500 125 250 62,50 125 250 250
50 °C 100% 20 min
(5,18,31)
62,50 | 62,50 125 125 125 500 62,50 | 62,50 250 500
25°C 90 % 10 min
(6,19, 32)
62,5 62,5 125 125 125 250 62,50 | 62,50 250 500
50 °C 90 % 10 min
(7, 20, 33)
62,50 | 62,50 | >500 | ------ 250 250 >500 S >500 -—
25°C 90 % 30 min
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(8,21, 34)

- | 62,50 | 62,50 125 125 62,50 500 62,50 | 62,50 125 500
50 °C 90 % 30 min

(9,22, 35)

37,5°C80% 10 | 62,50 | 62,50 [ >500 [ ----- 62,50 250 >500 -—-- 500 | >500

min

(10, 23, 36)

37,5 °C100% 10 125 125 125 125 125 250 62,50 | 62,50 125 500

min

(11,24, 37)

125 125 125 250 62,50 500 62 .5 62 .5 125 500
37,5 °C80 % 30min

(12,25, 38)

37,5°C 100% 30 | 62.5 62.5 250 250 125 500 62,50 | 62,50 125 250

min

(13, 26, 39)
37,5°C90 % 125 500 >500 | ---—-- 250 250 >500 — >500 —
20min
Ketoconazol 0,625 1,25 0,156 0,156 2,5 >2.5 0,31 0,625 10,625 | 0,625

Frente a Candida albicans, los tratamientos mostraron una alta efectividad logrando
inhibir su crecimiento a 62,50 pg/mL, exhibiendo ademds un comportamiento
predominantemente fungicida (CIM = CFM) a excepcion del tratamiento (13, 26, 39). Herrera
et al. (2010) informaron valores de CIMs con un rango que oscild entre 197 a 441 ug/mL de
propoleos frente a Candida albicans. Lo que permite inferir que el comportamiento del

propdleo del presente trabajo fue mas efectivo/antifingico a menor concentracion.
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Teniendo en cuenta que el propoleo de Bauchaceta (Iglesia) esta asociado botdnicamente
a Larrea nitida a diferencia de la muestra de Ullum, los compuestos fendlicos bioactivos frente
a este microorganismo, previamente reportados (Agiiero et al., 2014) estan presentes en esta
especie.

Por otro lado, para especies de Candida no-albicans se obtuvo un patrén similar frente a
la cepa de C. tropicalis C131, donde diversos tratamientos mostraron una CIM = 62,50 ug/mL,
para la mayoria de los tratamientos a excepcion del (7, 20, 33) y (13, 26, 39). Mientras que las
especies como C. parapsilosis y C. glabrata mostraron una resistencia intermedia, con valores
de CIM=125 pg/mL y CFM > 125 ug/mL. La cepa C. tropicalis MQ1, fue la mas resistente a
los EEP con valores de CIM >125 pg/mL).

4.3.2 Actividad antimicrobiana de propdleos de Ullum

4.3.2.1 Actividad antibacteriana.

Los valores obtenidos de CIMs y CBM para la actividad antibacteriana de los EEP del
departamento Ullum, se ubicaron en un rango de 62,50 a 500 pg/mL, siendo las concentraciones
mas bajas indicativas de una mayor actividad antibacteriana (Tabla 6).

Los resultados mostraron que frente a la cepa resistente de S. aureus, las ternas (3, 16,
29), (7, 20, 33) y (9, 22, 35) mantuvieron esta eficacia 62,50 pg/mL, destacandose ademas por
su actividad bactericida (CBM = 62,50 pg/mL). Esto indica que, a la minima dosis probada,
estos extractos ya son capaces de eliminar al patdogeno resistente. Mientras que para la cepa
sensible de S. aureus tratamientos como (2, 15, 28) y (7, 20, 33) mantuvieron esta eficacia=
62,50 pg/mL.

Para los aislados clinicos MQ?2 los tratamientos que mantuvieron esta eficacia CIM: 62,50
pg/mL y CBM: 62,50 ng/mL fueron las ternas (2, 15, 28), (3, 16, 29), (7, 20, 33), (12, 25, 38)
y (13,26, 39), mientras que para MQ1 solo el tratamiento correspondiente a la terna (7, 20, 33).
Es importante resaltar el comportamiento de los tratamientos dentro de la terna (7, 20, 33), con
condiciones experimentales de 25 °C, 90% EtOH y 30 min de sonicado, lo que exhibi6 una
estabilidad unica a lo largo del ensayo, manteniendo valores constantes de CIM y CBM de
62,50 pg/mL frente a las cuatro cepas evaluadas, independientemente de sus mecanismos de
resistencia. Con respecto a la optimizacion, las condiciones experimentales de los tratamientos
mas activos antibacterianos indicarian que las extracciones resultan activas bajo las
condiciones: 25 °C, 90% EtOH y 30 min de sonicado. Sin embargo, no coinciden con las

condiciones Optimas obtenidas para la mayor concentracion de fenoles totales. Al igual que en
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las muestras de Bauchaceta, esto sugiere que la eficacia biologica no depende exclusivamente
de la cantidad de compuestos fendlicos, sino de su perfil quimico, asi también, combinaciones
de compuestos y de la presencia de moléculas especificas con mayor bioactividad (Ispiryan et

al. (2024; Alvarez et al., 2020).

Tabla 6. Actividad antimicrobiana de las muestras EEP de muestras propdleos de Ullum frente a cepas tipificadas
y aislados clinicos de bacterias. Los valores se expresan en pg/mL.

Bacterias S. aureus S .aureus S. aureus S. aureus
methicillin- methicillin- methicillin- methicillin-
sensitive resistente resistente. MQI sensitive MQ2
Terna de
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
tratamientos
(1, 14,27)
) 125 500 250 500 125 250 62,50 500
25°C 80 % 20 min
(2, 15,28)
62,50 62,50 125 125 62,50 125 62,50 62,50
50 °C 80% 20 min
(3, 16, 29)
62,50 125 62,50 62,50 125 125 62,50 62,50
25°C 100% 20 min
4,17, 30)
250 250 250 >500 250 250 250 >500
50 °C 100% 20 min
(5, 18, 31)
125 500 500 >500 62,50 125 125 >500
25°C 90 % 10 min
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(6, 19, 32)

) 62,50 125 62,50 125 62,50 125 62,50 >500
50 °C 90 % 10 min
(7,20, 33)
) 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50 62,50
25°C 90 % 30 min
(8,21, 34)
62,50 125 62,50 125 62,50 125 62,50 500
50 °C 90 % 30 min
(9, 22, 35)
) 62,50 250 62,50 62,50 250 250 62,50 500
37,5 °C 80 % 10 min
(10, 23, 36)
125 250 62,50 125 125 >500 125 >500
37,5 °C100% 10 min
(11, 24, 37)
) 250 250 125 500 62,50 125 250 250
37,5 °C80 % 30min
(12, 25, 38)
125 >500 250 500 125 250 62,50 62,50
37,5 °C 100% 30 min
(13, 26, 39)
>500 — 62,50 250 62,50 125 62,50 62,50
37,5 °C 90 % 20min
Imipenem 0,250 0,250 1 1 2.5 2.5 0,250 0,250
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4.3.2.2 Actividad antifungica

La actividad antifungica de los EEP de Ullum frente a levaduras del género Candida se

realizo bajo los protocolos de la CLSI 2002, como se describi6é en materiales y métodos. Los

valores de CIM obtenidos oscilaron entre 50-400 pg/mL como indica la Tabla 7.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de las muestras EEP de muestras propoleos de Ullum frente a cepas tipificadas
y aislados clinicos de levaduras. Referencias: Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), Concentracion Fungicida
Minima (CFM). Los valores se expresan en pg/mL

Candid Candid
Levaduras Candida Candida Candida c.m ! 6,1 a1.1 ! a.
Ibicans arapsilosis labrata opinee © tropilacalis
4 parép & 131 MQI1
Terna de
) CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
tratamientos.
(1, 14,27)
>400 — 200 400 50 100 100 100 100 100
25 °C 80 % 20 min
(2, 15,28)
) 300 400 100 500 50 50 100 100 100 100
50 °C 80% 20 min
(3, 16, 29)
>400 — 100 400 50 100 100 100 400 400
25 °C 100% 20 min
(4,17, 30)
>400 — >400 - 50 50 100 200 | >400 -
50 °C 100% 20 min
(5, 18, 31)
>400 — >400 - 50 100 100 200 >400 -
25°C 90 % 10 min
(6,19,32) >400 | — | 400 |>400 | 200 |>400 | 100 | 100 | 400 | >400
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50 °C 90 % 10 min
(7,20, 33)
) >400 — 100 400 50 50 >400 - >400 -
25°C 90 % 30 min
(8,21, 34)
>400 — 200 400 100 200 100 300 50 200
50 °C 90 % 30 min
(9, 22, 35)
) >400 — 100 | >400 50 50 100 100 >400 -
37,5 °C 80 % 10 min
(10, 23, 36)
>400 — 100 >400 50 50 100 100 400 400
37,5 °C100% 10 min
(11, 24, 37)
>400 — 100 400 50 100 100 100 >400 -
37,5 °C80 % 30min
(12, 25, 38)
>400 — >400 - 50 100 100 200 >400 -
37,5 °C 100% 30 min
(13, 26, 39)
>400 — >400 - 100 200 100 100 >400 -
37,5 °C 90 % 20min
Ketoconazol 0,625 1,25 0,156 | 0,156 2,5 >2.5 0,31 0,625 | 0,625 | 0,625

El resultado mas destacable para los EEP de este departamento fue la potente actividad
frente a Candida glabrata, para los tratamientos (2, 15, 28), (4, 17, 30), (7, 20, 33), (9, 22, 35)

y (10, 23, 36) con valores de CIM= 50 pg/mL, mientras que el resto de los extractos fueron
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efectivos a 100 pg/mL. Asimismo, la cepa C. tropicalis C131 mostrdé una sensibilidad

homogénea, siendo inhibida por la mayoria de los tratamientos a una CIM= 100 pg/mL.

Frente a Candida parapsilosis y al aislado clinico C. tropicalis MQ1, se observo que un
grupo de tratamientos selectos mantuvo una alta eficacia con CIM=100 pg/mL, superando la
resistencia de la cepa, mientras que los demas extractos perdieron actividad significativamente
(> 400 pg/mL). En contraste con los resultados encontrados en los propéleos de Bauchaceta, la
cepa de Candida albicans resultd ser la mas resistente a los propoleos de Ullum (CIM> 400
ug/mL). La diferencia en los efectos antifingicos con los EEP de Bauchaceta, puede deberse a
la composicién quimica del propoleo. En cuanto a las condiciones optimas, al igual que lo
mencionado en la actividad antibacteriana, las condiciones Optimas para la obtencion de CFT
no coinciden necesariamente con aquellas que maximizan la actividad antifungica, infiriendo

que este efecto de debe a la presencia de moléculas bioactivas y su combinacion.

4.4 Efecto combinatorio con drogas comerciales

Para la obtencion de los resultados del objetivo 4 se realizo el andlisis del efecto

combinatorio entre los EEP y las drogas comerciales.

La terna (7, 20, 33) se selecciond porque presento actividad antibacteriana con valores de
CIM entre 31,25 - 62,50 ug/ml y CMB entre 31,25 - 62,50 pg/ml, para los EEP de Iglesia y

Ullum (Tablas 4 y 6) frente a las cepas Gram (+) evaluadas.

En el caso de las levaduras, el efecto combinatorio sobre C. albicans se evalud
unicamente en el departamento de Bauchaceta, debido a que en Ullum los EEP, no presentaron
actividad antifingica (Tablas 5 y 7). Por otro lado, para el departamento Ullum, la terna (9, 22,
35) también fueron probadas contra C. glabrata debido a los valores de CIMs y CFMs = 50
png/mL (Tabla 7).

A continuacion, se presenta un ejemplo del disefio del “Tablero de ajedrez” con los
porcentajes de inhibicion que indicaron los valores de CIM del tratamiento con las condiciones
25 °C, 90% etanol y 30 minutos de sonicado del imipenem solos y en combinacion, frente a S.

aureus sensible a la meticilina.
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Tabla 8 : Porcentajes de inhibicion del EEP 20 (25 °C, 90 %, 30 min) , de Imipenem solos y en
combinacion, frente a Sams.

Concentracion del EEP nimero 20

Concentracién de CIM=
Impinem pg/mL 125 62.5 31,25 | 15,625 7,81 CIM Imp
Anti 4 106,6874| 101,5896| 101,9459] 99,2326 100,0822]  100,6578
2 101,6170 99,7807 103,7822] 100,3015] 100,0274]  100,2467
cim 100,1919] 99,3422 105,5089] 100,1644| 99,8904  100,4659
1/2 102,6585] 86,7075| 104,9881| 92,5452] 41,6499 57,2447
1/4 100,9044 | 98,8489 | 105,8377| 100,9271| 100,0822 99,8356
1/8 102,5763| 51,8180] 105,5911] 32,7151| 71,2224  -39,2289
CIM EEP 112,3059] 108,1400] 108,2770 [F105,2074] 73,5520  -86,8902

Para determinar el efecto combinatorio del tratamiento 20 con el antibidtico, se selecciond

las CIM solas (sin combinacion) del tratamiento 20 (CIM= 15,625 pg/mL, cuadrante azul) y

del imipenem (CIM=0,25 ng/mL, cuadrante verde) y la CIM del tratamiento 20 y del antibidtico

combinado (CIM= 15,625 pg/mL, cuadrante naranja), seleccionado a un porcentaje de

inhibicion del 100 %. A partir de esos valores se realizaron los célculos de la CIF de cada uno

y del ICIF que indicé el efecto producido.

En la Tabla 9 se presentan los resultados de las Concentraciones inhibitorias fraccionarias

(CIF), indice de la concentracion inhibitoria fraccionaria (ICIF), efecto e indice de reduccion

de dosis (IRD) de los agentes comerciales.
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Tabla 9: Valores de CIF (ug/mL) de los EEP (CIFEEP), Concentracion Inhibitoria del antibidtico (CIFDC) y

Concentracion Inhibitoria del antifingico (CIFpc); ICIF: indice de Concentracion inhibitoria fraccionaria; IRD: indice
de reduccion de dosis

CIFANTB
EEP M CIF EEP ? ICIF Ef D
icroorganismos ecto ibioti
(ug/mL) | CIFANTIF tztti';ﬁ(;tg?c)oo
(ng/mL)
Sams ATCC 25923 0,512 0,256 0,768 Aditivo 4
Terna (7,20,33)| ¢ . aTcC 43300 0,256 1 1,256 Aditivo 1
Bauchaceta S. aureus- MQ1 1 0,0625 1,0625 Aditivo 8
C. albicans 1 0,125 1,125 Aditivo 8
Terna (7, 20, 33)|  Sams ATCC 25923 0,512 0,256 0,762 Aditivo 4
- Ullum
Samr ATCC 43300 0,256 1 1,256 Aditivo 1
S. aureus- MQ1 1 0,0625 1,0625 Aditivo 8
S. aureus- MQ?2 1 0,125 1,125 Aditivo 8
Terna 9, 22, 35-
Ullum C. glabrata 2 0,125 2,125 Indiferente 8

4.4.1 Combinacion de la terna mas activa de EEP de Iglesia (Bauchaceta) con

imipenem frente a bacterias Gram (+) y con ketoconazol frente a la levadura C. albicans

Se observo que el EEP de Bauchaceta, en combinacion con imipenem frente a las cepas

Gram (+) tipificadas: Sams ATCC 25923, Samr ATCC 43300 y aislados clinicos de S. aureus
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MQI1, mostraron valores de CIFgep=CIMEgep combinado/CIMEeer solo= 15,625/31,25 =
0,512pg/mL, frente a Sams. Mientras que, frente a Samr el valor de CIFggp=0,256 pg/mL y, por
ultimo, CIFgep= 1 frente al aislado clinico (Sa-MQ1. Por otra parte, los valores de CIF del
imipenem fueron de CIFantis= CIMbc combinado/CIMbpc solo= 0,256 ng/mL frente a la cepa
tipificada Sams. Frente a Samr el valor de CIFpc fue 1 ug/mL, mientras que para el valor de
CIF para imipenem frente al aislado clinico (Sa-MQ1 fue de 0,0625ug/mL. A continuacién, se
detalla el calculo del valor del indice de concentracidon inhibitoria fraccionada (ICIF), que

determino el efecto de la combinacién (EEP + Antibiotico):
ICIF = CIFger + CIFpC
Frente a cepas tipificadas de bacterias:
e Sams: ICIF = 0,512 pg/ml + 0,256 pg/ml = 0,768
o Samr: ICIF = 0,256 pg/ml+ 1 pg/ml = 1,256
Frente al aislado clinico de la bacteria Staphylococcus aureus MQ1:
o (Sa-MQ1: ICIF =1 pg/ml + 0,0625 pg/ml = 1,0625

Los valores de ICIF indicaron que la combinacion de la terna de tratamientos 7, 20, 33 de
Bauchaceta con imipenem dio como resultado un efecto aditivo (0,5< ICIF< 2,0), siendo la
cepa tipificada Sams la mas sensible a la combinacion (ICIF= 0,768). Cabe destacar que el IRD
de imipenem se redujo 4 veces frente a Sams (IRD=4) y hasta 8 veces frente a (Sa-MQ1
(IRD=8), lo que indica que la combinacion de este producto natural con imipenem reduciria la

toxicidad del antibidtico en terapia complementarias antimicrobianas.

Autores como Lavigne et al., (2020); Gucwa et al., (2018) posicionan al propoleo en
combinacion con antimicrobianos como sinérgicos. Sin embargo, Rana et al., (2025)
informaron que, aunque el propdleo suele ser sinérgico en combinacion con antimicrobianos
también puede mostrar efectos aditivos teniendo en cuenta su origen botdnico y la resistencia

de los microorganismos evaluados.

Frente a la levadura C. albicans los valores de CIFgep y CIFanTIF €n combinacion con

ketoconazol fueron CIFggp= 1pg/mL y CIFanTir=0,125pug/mL

e (. albicans: ICIF =1 pg/ml + 0,125pg/ml = 1,125
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La combinacion de EEP de Iglesia con ketoconazol mostré un efecto aditivo frente a C.
albicans. Respecto al IRD de ketoconazol, se observo que la combinacion de la terna (7, 20, 33)

con el antifingico redujo hasta ocho (8) veces su valor.

4.4.2 Combinacion de las ternas mas activas de EEP de Ullum con imipenem frente

a bacterias Gram (+) y con ketoconazol frente a la levadura C. glabrata.

Se observé que la terna (7, 20, 33) de Ullum en combinacidon con imipenem frente a las
cepas Gram (+) tipificadas: Sams ATCC 25923, Samr ATCC 43300 y aislados clinicos de S.
aureus MQ1 y MQ2, mostraron valores iguales a los de Bauchaceta de CIFggp= 0,512 pg/mL
frente a Sams. Mientras que, los valores de CIFgep fue de 0,256 pg/mL frente a Samr y de frente
a ambos aislados clinicos (Sa-MQ1) y ((Sa-MQ?2) de CIFggp= 1. Ademas, los valores de CIF de
imipenem fue de CIFantiB= 0,256 ng/mL, frente a Sams, y se observé un valor mayor de CIFpc
frente a Samr (CIFante= 1 pg/mL). Los aislados clinicos (Sa-MQ1 mostraron un

CIFanTiB=0,06251g/mL, y frente a (Sa-MQ2 fue de CIFanT= 0,1255 pg/mL.

El célculo del valor del ICIF se detalla a continuacidén para determinar el efecto de la

combinacion_(EEP + Antifiingico):
ICIF = CIFeep + CIFpc
Para la terna (7, 20, 33):

Frente a cepas tipificadas de bacterias:
e Sams : ICIF =0,512 pg/ml + 0,256 ug/ml = 0,768
o Samr: ICIF =0,256 pg/ml+ 1 ug/ml = 1,256

Frente a aislados clinico de Staphylococcus aureus MQ1 y MQ2:
o (Sa-MQ1:ICIF =1 pg/ml+ 0,0625 ng/ml=1,0625
o (Sa-MQ2: ICIF= 1 pg/ml + 0,125pg/ml= 1,125

Los efectos entre la combinacion de la terna (7, 20, 33) e imipenem indicaron aditivismo
(0,5 <ICIF< 2,0), siendo la cepa Sams la mas sensible. Asimismo, el IRD del antibidtico
combinado mostré una reduccion de hasta cuatro (4) veces (IRD=4) frente a Sams ATCC 43300.

Por otro lado, se observo una reduccion de 8 veces frente a (Sa-MQ2 y S. aureus MQL1.

La terna (9, 22, 35) en combinacion con ketoconazol frente a la levadura C. glabrata

tuvo valores de CIFgep= 2pg/mL y CIFanTiF 0,125pg/mL.
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Frente a levadura C. glabrata
o (. glabrata: ICIF =2 pg/ml + 0,125 pg/ml =2,125

Teniendo en cuenta lo descrito por Nikoli¢ et al., (2017), el efecto sin interaccion o
indiferencia presenta valores de 2 < ICIF < 4. Sin embargo, la posibilidad de disminuir la
concentracion del antifungico ketoconazol de hasta ocho (IRD) con la combinaciéon de un
producto natural, indica la potencia antimicrobiana del propdleos frente a infecciones

microbianas.

4.5 Difusion de resultados

El objetivo 5 del presente trabajo se cumpli6 al difundir los resultados en los siguientes
eventos cientificos:
° EXPO INNOVA CUYO el 1, 2 y 3 de octubre de 2025 con el poster denominado:
“Aplicaciones de los propoéleos frente a microorganismos patégenos"”

Ruiz G; Silva M; Zalazar D; Tapia A; Lati J; Lima B

° XLIII REUNION CIENTIFICA ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA DE
CUYO que se realiz6 los dias 4 y 5 de diciembre del 2025 en la Universidad Juan

Agustin Maza, provincia de Mendoza titulado:

“Propoleo tipo Larrea de Bauchaceta, San Juan: optimizacion de la extraccion de compuestos

fenolicos para mejorar su actividad anticandida.”.

Silva M !, Ruiz G "2, Gémez J!-2, Zalazar-Garcia D* 3, Maturano C>* ,Mazza G>*, Paoli
G°,Tapia A' , Lima B':2

53



S. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

5.1 Conclusiones

+ Las condiciones Optimas de extraccion del CFT de los extractos del propodleo del
departamento Iglesia, localidad Bauchaceta, corresponden a: 50 °C, 91% de etanol y

tiempo de sonicacion de 17 min.

+ Con respecto a los EEP de Ullum, para obtener la mayor cantidad de compuestos
fenolicos se necesitan las siguientes condiciones: tiempo de sonicado de 21 minutos,
concentracion de alcohol 88,98 % y temperatura 39,65 °C. Ambos departamentos

alcanzaron concentraciones de compuestos fenolicos > 250 mg EAG/g.

+ Los EEP provenientes de Ullum asociados botdnicamente a diferentes especies
vegetales, mostraron una alta significancia del modelo global e interacciones de las
condiciones operativas. Esto sugiere que la liberacién de compuestos fendlicos en esta
matriz estd fuertemente gobernada por fendmenos combinados de cavitacion

ultrasonica, polaridad del solvente, etc.

+ El modelo ajustado para los EEP de Iglesia (Bauchaceta) no resultd estadisticamente
significativo y presentd alta dispersion experimental. Esta variabilidad no implicé
ineficiencia del proceso, sino una respuesta menos sistematica frente a las variaciones
de temperatura, concentracion de etanol y tiempo de sonicacion dentro del rango
estudiado. Esto podria estar asociada a una distribucion diferente de los compuestos

fenolicos, lo que dificulta la identificacion de un méaximo bien definido.

# La actividad antibacteriana de los diferentes EEP de Iglesia (Bauchaceta), mostraron
valores de CIMs entre 31,5-125 pg/mL, mientras que los valores de CBM obtenidos

fueron en un rango de 31,5-500 ug/mL, frente a las bacterias Gram (+) evaluadas.

+ El efecto antifingico de los EEP de Iglesia (Bauchaceta), frente a los hongos
levaduriformes del género Candida mostraron valores de CIMs en un rango de 62,50-

500 pg/mL.
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+ La actividad antibacteriana de los EEP del departamento Ullum, fue menor a los EEP
de Iglesia (valores de CIM de 62,50 a 500 pg/mL), lo que inferimos que puede deberse
a la asociacion botanica de los propoleos de Bauchaceta (Iglesia) con la especie Jarilla

nitida cuya composicion quimica ya ha sido previamente informada.

+ La propiedad antifingica para los tratamientos de las ternas (2, 15, 28), (4, 17, 30), (7,
20, 33), (9,22, 35) y (10, 23, 36), del departamento Ullum, fue potente frente a Candida
glabrata (CIM = 50ug/mL), mientras que el resto de los extractos fueron efectivos a
100 pg/mL. Asimismo, la cepa C. tropicalis C131 mostré una sensibilidad homogénea,

siendo inhibida por la mayoria de los tratamientos a una CIM = 100 pg/mL.

+ La actividad antimicrobiana de los tratamientos de EEP de ambos departamentos,
permitio observar que, bajo condiciones diferentes de las variables evaluadas en el DBB,
se logro la inhibicidn y/o eliminacion de los microorganismos estudiados, reafirmando
lo informado por otros autores sobre la combinacién de moléculas activas (compuestos

fenodlicos), que pueden encontrarse en minimas cantidades.

# La combinacion de los EEP (terna 7, 20, 33) de ambos departamentos, con agentes
antimicrobianos comerciales; evidenci6 un efecto aditivo (0,5<ICIF< 2,0), con IRD de

imipenem y ketoconazol de 4 y hasta 8 veces su valor.

+ La combinacion de los propoleos de ambos departamentos, con agentes comerciales,
permitio reducir las toxicidades de antibioticos y antifiingicos sin comprometer la
actividad antimicrobiana frente a las distintas cepas, reafirmando las caracteristicas de

coadyuvante que presenta el propoleo.

Teniendo en cuenta las conclusiones, la hipotesis se acepta parcialmente, ya que el disefio
Box—Behnken permitio identificar las condiciones Optimas de extraccion para los propdleos de
Ullum, mientras que para los provenientes de Bauchaceta el modelo no result6 estadisticamente

significativo, posiblemente debido a la diferencia de sus perfiles quimicos.
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5.2 Proyecciones

Sobre la base de los resultados alcanzados en relacion a optimizar la extraccion de
compuestos fenolicos mediante la aplicacion del disefio de Box Behnken de propoleos de dos
departamentos de San Juan, para potenciar su actividad antimicrobiana, se plantean las siguientes

proyecciones:

+ Conrespecto a la optimizacion de los extractos, se podria ampliar el nimero de muestras

a ensayar, que permitiria una estandarizacion del contenido de moléculas bioactivas.

+ Determinar el contenido de compuestos flavonoides y no flavonoides que caracterizaria
quimicamente a las muestras de propoleos e identificara las diferencias en los perfiles

quimicos de las muestras de ambos departamentos.

+ Buscar un modelo factorial que se ajuste significativamente a los resultados del CFT
para las muestras de propdleos de Bauchaceta (Iglesia) y disminuir las limitaciones

predictivas.

+ Caracterizar el perfil quimico, mediante técnicas de cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a un espectrometro de masas (HPLC/EM), de los propdleos
evaluados (Iglesia y Ullum) con el objetivo de identificar y evaluar los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana y sus diferentes efectos ante los

tratamientos realizados.

+ Evaluar la actividad antimicrobiana de los puntos experimentales obtenidos mediante el
DBB, con un panel mayor de microorganismos, que permitiria determinar la

sensibilidad de cepas frente a los diferentes tratamientos.
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