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RESUMEN

El polen de Melipona beecheii es un producto natural de alto valor cultural y en la
medicina tradicional maya, siendo el menos estudiado de los productos de meliponinos, en
comparacion a la miel o propoleo. Este producto considerado perfectamente completo,
debido a su excelente contenido nutrimental, asi como la presencia metabolitos con actividad
bioldgica que pudieran coadyuvar en el tratamiento de enfermedades transmitidas por los
alimentos o enfermedades causadas por el estrés oxidativo. Hasta hoy es poca la informacién
sobre los metabolitos presentes en el polen recolectado por la abeja M. beecheii y como la
actividad biol6gica puede relacionarse al sitio de recoleccidn, para lo cual la metabolémica
es una herramienta adecuada. Por lo que el objetivo del trabajo fue emplear la metabolémica
como herramienta para el estudio del polen colectado por M. beecheii de diferentes sitios de
la peninsula de Yucatan, enfocado a la busqueda de metabolitos con actividad antibacteriana

y antioxidante.

La estrategia experimental se dividio en varias fases. En la primera se obtuvieron
extractos crudos etanolicos de muestras de polen de cinco sitios de la peninsula de Yucatan,
Mama, Ticimul y Mani en el estado de Yucatan, José Maria Morelos en Quintana Roo y
Calkini, Campeche (denominadas MPC 1, MPC 2, MPC 3, MPC 4 y MPC 5
respectivamente). Se evalud la actividad antibacteriana de los extractos contra los
microorganismos Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Listeria monocytogenes ATCC 15313, en donde todas fueron susceptibles a los cinco
extractos evaluados, siendo las mas afectada P. aeruginosa y L. monocytogenes, y los
extractos mas efectivos MPC 1y MPC 4, en actividad antioxidante, las muestras de MPC 1
y MPC 5 son los que necesitaron menos concentracion de extracto para lograr de 50% del
efecto antioxidante segln los mecanismos estudiados. Para identificar algunos de los
compuestos mayoritarios en los extractos, las muestras se analizaron por cromatografia de
gases acoplado a espectroscopia de masas (GC-MS), en donde los compuestos mayoritarios
detectados fueron: acido palmitico, acido linoleico y &cido linolénico, con sus respectivos
ésteres etilicos, que, aunque todos estaban presentes en las muestras, estos se encontraban en

diferente concentraciones.
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En una segunda fase, y al ser este un estudio biodirigido se realizé el fraccionamiento
de los extractos etanolicos con mayor actividad (MPC 1, MPC 4 y MPC 5) con solventes de
polaridad ascendente, obteniéndose fracciones hexanicas, cloroférmicas y de acetato de etilo.
Al evaluar su actividad antibacteriana, las fracciones obtenidas con acetato de etilo mostraron
los mejores resultados, sin embargo, su actividad es inferior a la de sus respectivos extractos

etandlicos.

En la tercera fase, se analizaron los extractos etanolicos por espectroscopia de
reflectancia total atenuada por infrarrojo transformada de Fourier (FTIR-ATR) con el
objetivo de analizar la sefializacion que presentan las muestras de los diferentes sitios, y asi
establecer semejanzas y diferencias. A pesar de las semejanzas de las muestras, cada una
cuenta con un perfil Unico, que puede deberse a la diferencia de ubicacion y floracion
existente en cada sitio, lo que seria un primer analisis exploratorio del metaboloma del polen
de M. beecheii.

ABSTRACT

Melipona beecheii pot-pollen is a natural product of high cultural value and in
traditional Mayan medicine, being the least studied of the meliponine products, compared to
honey or propolis. This product was considered perfectly complete, due to its excellent
nutritional content, as well as the presence of metabolites with biological activity that could
help in the treatment of foodborne diseases or diseases caused by oxidative stress. To date,
there is little information on the metabolites present in the pollen collected by the bee M.
beecheii and how the biological activity can be related to the collection site, for which
metabolomics is an appropriate tool. Therefore, the objective of the work was to use
metabolomics as a tool for the study of pollen collected by M. beecheii from different sites
in the Yucatan Peninsula, focused on the search for metabolites with antibacterial and

antioxidant activity.

The experimental strategy was divided into several phases. In the first, crude ethanolic
extracts were obtained from pollen samples from five sites in the Yucatan Peninsula, Mama,
Ticimul and Mani in the state of Yucatan, Jose Maria Morelos in Quintana Roo and Calkini,
Campeche (called MPC 1, MPC 2, MPC 3, MPC 4 and MPC 5 respectively). The
antibacterial activity of the extracts against the microorganisms Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Listeria monocytogenes ATCC
15313 was evaluated, where all were susceptible to the five extracts evaluated, the most
affected being P. aeruginosa and L. monocytogenes, and the most effective extracts MPC 1
and MPC 4, in antioxidant activity, samples MPC 1 and MPC 5 are those that needed the
lowest concentration of extract to achieve 50% of the antioxidant effect according to the
mechanisms studied. In order to identify some of the main compounds in the extracts, the
samples were analyzed by gas chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-MS),
where the main compounds detected were palmitic acid, linoleic acid and linolenic acid, with
their respective ethyl esters, which, although all were present in the samples, these were

found in different concentrations.

In a second phase, and since this was a biodirected study, the fractionation of the
ethanolic extracts with the highest activity (MPC 1, MPC 4 and MPC 5) was carried out with
solvents of ascending polarity, obtaining hexanic, chloroformic and ethyl acetate fractions.
When evaluating their antibacterial activity, the fractions obtained with ethyl acetate showed
the best results, however, their activity is lower than that of their respective ethanolic extracts.

In the third phase, the ethanolic extracts were analysed by Fourier transform
attenuated total infrared reflectance spectroscopy (FTIR-ATR) with the aim of analysing the
signalling presented by the samples from the different sites, and thus establishing similarities
and differences. Despite the similarities of the samples, each one has a unique profile, which
may be due to the difference in location and flowering at each site, which would be a first

exploratory analysis of the M. beecheii pollen metabolome.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. Introduccién

Actualmente las enfermedades cronicas y neurodegenerativas representan un
problema a nivel mundial. Enfermedades como el cancer, Alzheimer, Parkinson, diabetes y
problemas cardiovasculares, causan 57 millones de defunciones al afio, las cuales se
encuentran ligadas al estrés oxidativo (Alwan et al., 2010; Jiménez-Lopez et al., 2011). El
estrés oxidativo es un desequilibrio bioquimico ocasionado por un exceso de especies
reactivas, lo que provoca un dafio oxidativo a las macromoléculas de un organismo (Elias et
al., 2008; Ramos lIbarra et al., 2006). Se ha reportado que este desequilibrio también se
encuentra relacionado con problemas gastrointestinales, ya que las especies reactivas inhiben
el crecimiento de la microbiota bacteriana nativa, y a su vez inducen el crecimiento y la
formacion de biofilm de patogenos pertenecientes al grupo de las enfermedades transmitidas
por los alimentos (ETA), las cuales han adquirido resistencia a estas moléculas (Gambino &
Cappitelli, 2016; Hazan et al., 2016). Sumado a este problema, estos patégenos han mostrado
resistencia a los antibidticos que se usan comdnmente, lo que ocasiona el incremento de la
tasa de mortalidad de las enfermedades que provocan (Andersson & Hughes, 2010). Por esta
razdn, es de vital importancia la busqueda de nuevas moléculas que permitan combatir el
problema. Una alternativa como fuente de moléculas antibidticas y antioxidantes es el polen
recolectado por la abeja (Melipona beecheii), el cual es un alimento utilizado en la medicina
tradicional con mdaltiples aplicaciones, incluyendo su uso contra algunos tipos de cancer,
anemia, problemas emocionales como la ansiedad y enfermedades gastrointestinales
bacterianas (Elias et al., 2008; Komosinska-Vassev et al., 2015; Wang et al., 2013). Tomando
en cuenta la gran diversidad de plantas medicinales de la region, se sabe que el polen
recolectado por la abeja M. beecheii representa una fuente de diversos metabolitos activos,
ya que hasta el momento se han identificado once metabolitos entre &cidos grasos (acido
palmitico y miristico), ésteres de 4&cidos grasos (éster metilico del acido 14-
metilpentadecanoico, éster 1,1.dimetiletilico del acido palmitico y éster butilico del acido
estearico), alcanos (dotriacontano, heptadecano y 2-metiltetracosano), alquenos (5-
octadeceno y 9-octadeceno), asi como un esterol (B-sitosterol o y-sitosterol) (Caceres Chan,
2020). Estos metabolitos son candidatos a ser agentes antimicrobianos y antioxidantes de

acuerdo con lo reportado en la literatura. Sin embargo, antes de este estudio se desconocia el
9



perfil metabolomico del polen de la abeja M. beecheii, 0 qué metabolitos confieren la
actividad antimicrobiana y antioxidante a este producto de la colmena. Con base a lo anterior,
el presente trabajo tiene como objetivo emplear la metabolémica como herramienta para el
estudio del polen colectado por la abeja M. beecheii de diferentes sitios de la peninsula de

Yucatan, enfocado a la busqueda de metabolitos con actividad antibacteriana y antioxidante.
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1.2. Antecedentes
1.2.1. Abejas sin aguijon en el mundo, México y sureste mexicano.

Las especies de abejas en el mundo se clasifican en siete familias principales, una
incluyendo la familia Apidae, la cual se divide en las subfamilias Xylocopinae, Nomadinae
y Apinae. La subfamilia Apinae consta de diecinueve tribus entre las que se encuentran Apini
(abejas), Meliponini (que incluye abejas sin aguijon) y Bombini (que incluye abejorros)
(Michener, 2000). La tribu Meliponini comprende a las abejas sin aguijon, las cuales se
desarrollaron antes de que los continentes se separaran unos de otros, por lo que estan
distribuidas en areas tropicales y subtropicales del sur de todo el mundo. Hasta la fecha se
conocen mas de 500 especies de abejas sin aguijon (Bradbear, 2009; Crane, 1992), de las
cuales 391 especies se encuentran distribuidas en la region neotropical de América del Sur
(Rattanawannee & Duangphakdee, 2019). Como polinizadores, las abejas sin aguijon juegan
un papel importante en el ecosistema al influir fuertemente en la diversidad vegetal y la

evolucion.

Dentro de las abejas sin aguijon, los géneros principales son Melipona y Trigona
(Michener, 2000), que se muestran en la figura 1.1, aunque se sabe que la distribucion de este
tipo de abejas es mucho menor comparado con las abejas europeas (Apis mellifera), esto
asociado con los limitados datos sobre las propiedades de los productos de la colmena de
abejas sin aguijon y su poco uso medicinal y nutricional comparado con los productos de las
abejas meliferas (Abd Jalil et al., 2017; Chuttong et al., 2016).

Los productos de la colmena de abejas sin aguijon son fuentes prometedoras de
compuestos bioactivos, atribuido a la riqueza de la vegetacion en las zonas donde se
encuentran. Existe evidencia de los usos terapéuticos de estos productos en varios campos de
aplicacion como cicatrizacion, diabetes, cancer, infecciones microbianas, entre otras (Brown
et al., 2020; Ewnetu et al., 2013; Fuenmayor et al., 2013; Nweze et al., 2017). Ademas, que
estas abejas tienen caracteristicas unicas en comparacion con las abejas meliferas como su

menor vulnerabilidad a enfermedades como se muestra en la figura 1.2.

Es importante tener en cuenta que los productos de las abejas sin aguijon no se limitan

a la miel, sino que pueden incluir varios productos, incluidos el propoleo, el pan de abeja, la
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cera y el polen (figura 1.3), que, aunque no son tan comunes como la miel, los estudios
también han informado de varias propiedades medicinales en los mismos (Al-Hatamleh et
al., 2020; Ismail et al., 2018; Kustiawan et al., 2014; Nugitrangson et al., 2016).

REINO: Animalia

|
CLASE: Insecta
|
ORDEN: Hymenoptera
|

FAMILIA: Apidae
|
SUBFAMILIA: Apinae
TRIBU: TRIBU: TRIBU: TRIBU: OTRAS
Apini Euglossini Bombini Meliponini TRIBUS
“ M ®
‘1. melifera Euglossa miixta Bombus Wi

pensyVanicus

GENERO: GENERO:

Melipona Scaptotrigona y Otros

ESPECIES: ESPECIES: ! ;
Melipona beechei Scaptotrigona mexkcana Flebeia fatiformis

g

Scaptofnigons pectomEis

Scaptotrigena hellwegeri

Figura 0.1. Agrupacion jerarquica de las abejas (Arnold et al., 2018).
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Figura 0.2. Principales caracteristicas de las abejas sin aguijon que las diferencian de las
abejas meliferas (Abd Jalil et al., 2017).

7 B Y % ‘ - ,/__,,\;
Figura 0.3. Colmena que contiene colonia de abejas sin aguijon (Heterotrigona itama).
(A) cera, (B) bote de propoleo vacio, (C) miel, (D) polen de abeja, (E) polen fermentado
(pan de abeja) (Al-Hatamleh et al., 2020).

En México, las Unicas abejas sociales nativas mieleras son las abejas sin aguijon. Las
abejas meliferas y su variante africanizada, proveedoras de miel, fueron introducidas a
nuestro continente desde Europa, Africa y Asia (Arnold, et al., 2018). De acuerdo con la
Gltima informacion consultada, hay 46 especies de abejas sin aguijon agrupadas en 16
géneros, siendo el sureste del pais donde se encuentran el mayor nimero de especies.
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Algunos de los estados donde se encuentran distribuidas son Oaxaca, Chiapas, Veracruz,
Quintana Roo, Tabasco y Yucatan (Arnold, Ayala, et al., 2018; Arnold, Zepeda, et al., 2018;
Ayala, 1999; Ayala et al., 1996). Los géneros que cuentan con mayor cantidad de especies
son Plebeia con 12, Trigona con 9, Melipona con 7 y Trigonisca con 5. La fisiografia de la
zona es determinante en la distribucion de las especies de abejas sin aguijon en México, ya

que cada especie responde a exigencias bioldgicas y adaptativas de gran fragilidad.

La actividad meliponicula fuera de la peninsula de Yucatan, se realiza con las especies
Scaptotrigona mexicana y Scaptotrigona hellwegeri, la primera en el Golfo y Centro de
México y la segunda en el estado de Guerrero, las cuales tienen un nicho productivo similar
al que ocupa la especie Melipona beecheii en dicha peninsula (Ayala, 1999). Estas tres
especies de abejas sin aguijon destacan en México por su produccién de miel.

Alguna de las especies de abejas sin aguijon distribuidas en la peninsula de Yucatan
son M. beecheii, Melipona yucatanica, Frieseomelitta nigra (conocidas como Xunaan-Kab,
Tsets y Sak xic respectivamente por los mayas). Aunque no son las Unicas, ya que la
peninsula de Yucatan se caracteriza por albergar la mayoria de las abejas sin aguijon

distribuidas en el pais.

Melipona beecheii (figura 1.4) es una abeja robusta, de aproximadamente de 9.7 a
10.7 mm de largo, la mayor parte de su cuerpo es color negro y anaranjado con franjas
amarillas en su abdomen, tiene mechones con pelo de color anaranjado-rojizos, patas negras,
alas transparentes pequefias comparadas con la longitud de su abdomen. Esta abeja destaca
por ser polinizadora por excelencia de la flora nativa de la peninsula de Yucatéan,
contribuyendo a la produccion de frutos y semillas, conservando la vegetacion (Arnold,
Zepeda, et al., 2018; Guzman et al., 2011).

2
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Figura 0.4. Melipona beecheii (Arnold et al., 2018).
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Los antiguos mayas valoraban en gran medida a las abejas sin aguijon, consideradas
una parte integral de la vida social y religiosa. Culturalmente quedé registrado en codices
mayas la importancia especial dada a la abeja M. beecheii (Cortopassi-Laurino et al., 2006),
lo que es evidente en el codice Tro Cortesiano de Madrid donde dioses mayas como Chaac
(Dios de la lluvia el cual se caracteriza por llevar de collar un jobon de M. beecheii) realiza
practicas de meliponicultura (cria de abejas sin aguijon). A pesar de los cambios culturales
en la regién por la conquista, las abejas sin aguijon, se encuentran entre los organismos
nativos que fungen como icono cultural, ecoldgico y econémico (Villanueva, et al., 2005).
No hay informacién sobre las ceremonias practicadas en pro de las abejas sin aguijon en
Meéxico, a excepcion de la peninsula de Yucatan, donde aun se realizan rituales, por ejemplo,
para favorecer el tiempo y la buena floracion para la siguiente temporada de cosecha de miel
(U Jaanli kab - comida de las abejas y U jeets luumil kab- condiciones idéneas para

produccién de miel) (Gonzalez-Acereto, 2012).

A pesar de la prevalencia de la cria de abejas sin aguijon a través del tiempo, la
meliponicultura ha disminuido de forma alarmante en el tltimo medio siglo. Segun el primer
censo de meliponicultura en comunidades mayas de Yucatan, se concluyé que esta actividad
esta casi extinta ya que en los ultimos 25 afios el 90% de las colonias de abejas sin aguijon

en la regién se han perdido (Villanueva, et al., 2005).
1.2.2. Polen: particularidades del polen recolectado por meliponinos.

Las abejas sin aguijén hacen sus colonias en huecos de arboles o nidos subterraneos
y otros lugares, construyendo sus colmenas con una mezcla de cera y propdleo llamado

cerumen (Ayala, 1999).

Particularmente, M. beecheii establece sus colmenas en troncos huecos hecho por los
meliponicultores llamados jobones (figura 1.5), los cuales son sellados con una mezcla
himeda de tierra y pasto. En los jobones las abejas almacenan miel dentro de celdas Ilamadas
potes o botes que son de mayor tamafio y en menor cantidad de las abejas del género Apis. A
estos troncos se les hace un orificio llamado piquera para que éstas puedan salir a recolectar

y donde una abeja vigila y evita la entrada de otros insectos (figura 1.6).
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Figura 0.5. Apertura de jobon (izg.) y jobones apilados (der.). Fotos: propias.

Y

Figura 1.6. Colmena de Melipona beecheii (izq.) y abeja guardiana vigilando entrada de
la colmena (der.). Fotos: Jesus Raman.

Actualmente, diversos estudios corroboran las propiedades medicinales de los
productos de las colmenas, especialmente de la especie A. mellifera, ya que las propiedades
de los productos de abejas sin aguijon son mucho menos conocidas (Al-Hatamleh et al.,
2020). La mayoria de los estudios en torno a los productos de los meliponinos se centran en
el conocimiento y aplicaciones de la miel, y propdleo en comparacién a los del polen, por lo

gue hay un largo camino por recorrer.

El polen es el gameto masculino encontrado en las anteras de los estambres de las
angiospermas. Ademas, este es de gran importancia en la nutricion de las abejas, ya que este
es su principal fuente de proteinas, grasas, vitaminas y otros compuestos bioactivos para la
salud de estas y de la colmena (De Melo y Almeida-Muradian, 2011).
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El polen de abeja es un producto de alto valor comercial por el alto contenido
nutritivo; contiene carbohidratos, lipidos, proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerales,
esteroles, carotenoides y polifenoles. Su calidad depende de factores geogréficos, climaticos,
manejo de la colmenay la diversidad floral (Belina-Aldemita et al., 2019). Es producido por
las abejas obreras al mezclar el polen de las flores con néctar y secreciones de abeja. Por lo
que es considerado como el "Unico alimento perfectamente completo™ por su valor

nutrimental y beneficios a la salud (Feas et al., 2012).

Hay diferencias en la obtencion de polen segun si éste proviene de colmenas de abejas
meliferas o colonias de abejas sin aguijon. En el primer caso, el polen se recolecta a través
de trampas especiales que se colocan en la entrada de la colmena para obtener el polen que
las abejas obreras transportan en sus corbiculas (figura 1.7), es decir que el polen que se
comercializa es el que proviene directamente de la flor mezclado con las secreciones salivales
de las abejas (Belina-Aldemita et al., 2019). Cuando las abejas introducen el polen a la
colmena, es humedecido con saliva para después ser empaquetado en las celdas de cera, y
producir de esta forma el pan de abeja, este es una fuente de nutrientes y minerales con el
que las abejas obreras producen la jalea real, que servird de alimento para la colmena
(Komosinska-Vassev et al., 2015). En las colonias de abejas sin aguijon, las levaduras, los
mohos y las bacterias no patégenas presentes pueden secretar sustancias antibidticas,
directamente o por mediacién enzimatica, que pueden contribuir a la conservacién de polen,
por lo que es probable que los procesos bioquimicos, incluida la fermentacion microbiana,
aumenten los valores nutricionales y defensivas de este producto de la colmena (Menezes et
al., 2013). Una vez que colectan el polen, le afiaden enzimas para almacenarlo en los potes
de cerumen, convirtiéndose en su reserva alimenticia. La cosecha de este producto es
rompiendo el pote donde se encuentre el polen y extraerlo con cuidado del jobdn. Los potes
con polen se diferencian de los que contienen miel gracias a su color; por lo general los potes
donde se encuentra la miel son de color méas oscuro. Es importante no mezclar la miel con el

polen ya que se pierde la calidad (Ascencio-Tuso, 2014).
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Figura 0.6. Abeja M. beecheii con polen en sus corbiculas (izg.) y potes con
polen dentro del jobén (der.) Foto: Jorge Ramirez Pech (abejasmiel.com) y Jesus
Ramaon Sierra.

La recoleccion del néctar y el polen es una tarea vital para las abejas. Se cree que
algunas de las bondades del polen de meliponinos, es debido a la vegetacion presente en las
zonas de recoleccidn. La peninsula de Yucatan se caracteriza por su gran diversidad vegetal,
debido a las condiciones climaticas y topograficas de la zona. Dentro de los recursos
vegetales de importancia para M. beccheii estan: el chacé (Bursera simaruba), el tzitzilché
(Gymnopodium floribundum), ja'abin (Piscidia piscipula) y tsalam (Lysiloma latisiliquum),
ademas de otros recursos nectariferos y poliniferos reportados como fuentes alimenticias

(Villanueva, Buchmann, et al., 2005).

Aunque la mayoria de los estudios se han realizado con el polen recolectado por
abejas meliferas, diversos estudios han atribuido al polen de abejas sin aguijon un amplio
abanico de actividades bioldgicas, entre las que se encuentran la actividad antimicrobiana
(Santa Béarbara et al., 2020), antioxidante, antiinflamatoria (Oliveira Lopes et al., 2019),
antitirosinasa (Su et al., 2020) y antitumoral, por mencionar algunas (Omar et al., 2016). La
mayoria de los estudios se han enfocado a la aplicacion de los extractos crudos de polen, por
lo que hace falta profundizar en la busqueda de los componentes activos responsables de

estas atribuciones.

Los productos naturales son compuestos organicos gque son sintetizados por los seres
vivos con multiples propdsitos como la supervivencia. (Hanson, 2003; Morrissey, 2009). El
descubrimiento y la caracterizacion de sustancias quimicas a partir de productos naturales ha
llevado al desarrollo de muchos productos y medicamentos, lo que ha alentado a muchos

grupos de investigacion a dedicar esfuerzos a obtener moléculas de plantas, bacterias, hongos
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y otras fuentes naturales (Demarque et al., 2020). Como se mencion0 anteriormente, la
naturaleza proporciona una rica fuente de numerosos compuestos bioactivos que se han
empleado ampliamente en la medicina tradicional desde tiempos inmemoriales (Cragg &
Newman, 2001), incluso, en los dltimos afios, la FDA (U.S. Food and Drug Administration)
aprobd una gran cantidad de medicamentos que también son productos naturales, derivan
directamente de ellos (Newman & Cragg, 2016) o son variaciones sintéticas utilizando las
estructuras de estos éstos (Newman & Cragg, 2020).

1.2.3. Polen: composicién quimica y propiedades bioldgicas.

Los componentes quimicos del polen de abeja son variables, ya que dependen del
origen botanico y geogréfico de los granos que componen las cargas de polen colectadas. A
su vez, los granos se ven influenciados del suelo y condiciones climéticas, ademés de la edad
y el estado nutricional de la planta durante el desarrollo del grano. La misma especie de planta
puede tener variaciones en la composicion del polen segun la regién, la estacion del afio e
incluso entre afios (Almeida-Muradian et al., 2005; De Melo et al., 2009; Funari et al., 2003;
Silveira, 2012). Sus principales componentes son proteinas (5-60 %), aminoacidos
esenciales, azlcares reductores (13 -55 %), lipidos (4-7 %), acidos nucleicos y fibra cruda
(0.3-20 %). Los componentes menores son minerales como Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, vitaminas
como la provitamina A (B-caroteno), vitamina E (tocoferol), niacina, tiamina, biotina y acido
félico, enzimas o coenzimas. También incluyen sustancias bioactivas importantes como los
acidos grasos insaturados/saturados (1-10 %), fosfolipidos (1.5 %), fitosteroles (1.1 %) y
terpenos. Ademas, los polifenoles, principalmente flavonoides (3-8 %) son relevantes. En el
grupo de flavonoides, las catequinas, kaempferol, quercetina e isorhamnetina son los mas
frecuentes. El polen de abeja también es rico en pigmentos organicos de carotenoides como

el licopeno y la zeaxantina (Denisow y Denisow-Pietrzyk, 2016).

Hasta el momento s6lo existe un trabajo sobre la identificacion de compuestos presentes en
el extracto metandlico del polen de abeja M. beecheii. En este estudio se identificaron once
metabolitos, incluyendo acidos grasos [acido palmitico y acido miristico], ésteres de acidos
grasos [éster metilico del &cido 14-metilpentadecanoico, éster 1,1-dimetiletilico del cido
palmitico y éster butilico del acido estearico], alcanos [dotriacontano, heptadecano y 2-

metiltetracosano], alquenos [5-octadeceno y 9-octadeceno], asi como un esterol [B-sitosterol
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o vy-sitosterol] (Céceres-Chan, 2020). A partir de este estudio fue posible conocer los
metabolitos secundarios mayoritarios con probable potencial biotecnolégico, conocimiento
que contribuye al conocimiento de los recursos vegetales de la region de donde esta especie

de abeja sin aguijon obtiene el polen.
1.2.3.1. Actividad antibacteriana y antioxidante del polen

La mayoria de los estudios sobre propiedades bioldgicas del polen se centran en el
polen recolectado por la abeja A. mellifera, y aun cuando estos metabolitos sean de plantas
que posiblemente se encuentren en nuestra region, no garantiza que se encuentren en la

misma concentracién en el polen recolectado por la abeja M. beecheii.

Los productos de la colmena son utilizados en diversas culturas para tratar diversas
infecciones bacterianas y fungicas (Amarante et al., 2019; Ortiz-Vazquez et al., 2013) siendo
el polen uno de estos productos. Es importante mencionar que son pocos los estudios sobre
actividades antibacterianas del polen de abejas sin aguijon en comparacion con los realizados

con polen comercial de A. mellifera.

En un primer estudio se evalud la actividad antibacteriana en extractos etanolicos de
polen de abejas sin aguijon de Venezuela (Frieseomelitta aff. varia, Melipona compressipes,
Melipona eburnea, Melipona favosa, Melipona paraensis, Tetragonisca angulusta,
Melipona lateralis kangarumensis, Melipona sp. grupo fulva), en bacterias Gram positivas
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). En este estudio se determind que todos los
extractos fueron activos contra al menos cuatro de las cepas probadas, siendo E. coli la mas
resistente a estos extractos. La variacion de los resultados se atribuy6 a la variedad floral de
cada zona, aunado a las diferentes especies de abejas sin aguijon (Sulbaran-Mora et al.,
2018). También se determinaron las propiedades antibacterianas de extractos etanolicos y
metanolicos del polen de los meliponinos australianos Austroplebeia australis, Tetragonula
carbonariay Tetragonula hockingsi, siendo todos activos contra las bacterias Gram positivas
S. aureus y B. subtilis ademas de las Gram negativas E. cloacae, E. coli y P. aeruginosa. La
concentracion minima inhibitoria fue mas baja en extractos etanélicos, siendo el extracto de
polen de Tetragonula hockingsi el mejor. Estos estudios aumentaron el valor de los productos

de abeja sin aguijon australianos (\VVossler, 2018).
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El potencial antimicrobiano exhibido por el polen de abeja varia dependiendo de los
componentes, de la regién donde se localizaba este producto y de la especie de abeja. Existe
otro estudio donde se reporta que el polen de abeja sin aguijon puede inhibir el crecimiento
de cepas patdgenas como P. aeruginosa, Mycobacterium smegmatis y Candida albicans
(Basilio Carneiro et al., 2019).

Estudios mas recientes, probaron que el extracto etandlico del polen de abejas sin
aguijon inhibio el crecimiento de tres cepas de S. aureus y tres de P. aeruginosa, en donde
también se hace una comparacion con polen de A. mellifera. Las concentraciones minimas
inhibitorias contra los patégenos apuntaron una mejor bioactividad por parte del polen de

abeja sin aguijon (Santa Barbara et al., 2020).

Hasta el momento sélo existe un estudio con polen de M. beecheii, en donde las
fracciones hexanica y cloroférmica mostraron actividad antimicrobiana contra E. coli, sin
embargo, aun falta la identificacion de los metabolitos que proveen esta actividad (Caceres
Chan, 2020). Aln no existen otros reportes de actividad antimicrobiana de polen proveniente
de otras abejas sin aguijoén en México, por lo que representa un area de oportunidad a estudiar.

En cuanto a la actividad antioxidante, ain no existen reportes sobre el polen
recolectado por M. beecheii, pero si de abejas sin aguijon de géneros cercanos (hablando
desde el punto de vista filogenético) como Melipona subnitida, Melipona eburnea, Melipona
faciculata y Scaptotrigona ochrotricha (Alves de Souza et al., 2013; Batista et al., 2016a;
Vit, Santiago, Pedro, et al., 2016). Los metabolitos que se sefialan como principales
responsables de esta actividad son los flavonoides, triterpenos y algunos acidos grasos. Cabe
mencionar que en estos estudios sélo se ha cuantificado de manera general la concentracion
de estos metabolitos y no se centrd en el aislamiento y la identificacidn de los mismos (Alves
de Souza et al., 2013; Vit, Santiago, Pedro, et al., 2016).

El polen de abejas sin aguijén contiene polifenoles, flavonoides y acidos grasos, lo
que propicia su actividad antioxidante. En un estudio reciente se comprobo esta actividad en
muestras de polen de Tetragonula biroi. Los compuestos fendlicos mas comunes presentes
en el polen de abejas sin aguijén son rutina, acido hidroxicinamico, glicésido, acido elagico
(Belina-Aldemita et al., 2020a; Oliveira Lopes et al., 2020; Santa Barbara et al., 2015).
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Existen pocos estudios sobre el efecto antioxidante de extractos de polen de abejas
sin aguijon, sin embargo, algunos autores han reportado extractos etandlicos de polen de
diferentes especies de meliponinos (Lepidotrigona terminata, Melipona rufiventris, Trigona
apicalis y Trigona itama) con actividad antioxidante, mostrando ICso a concentraciones
inferiores de 0.5 mg/mL (Nurdianah et al., 2016; Omar et al., 2016; Silva et al., 2008). Entre
los compuestos a los que se les atribuye esta actividad se encuentran los flavonoides como

quercetina, kaempferol, miricetina, isorhamnetina y &cido cafeico (El Ghouizi et al., 2020).

En afos recientes se ha demostrado que el polen de abejas sin aguijén posee un alto
potencial antioxidante, inclusive superior al mostrado por especies de la familia Apidae,
como Trigona spinipes y A. mellifera, donde presentdé mayor actividad antioxidante el
extracto de polen de abeja sin aguijon ligada al alto contenido de compuestos fendlicos con
respecto al polen recolectado por la abeja melifera (Santa Barbara et al., 2020). Esta tendencia
se habia observado anteriormente en el extracto hidroetandlico del polen de Melipona
fasciculata (Oliveira Lopes et al., 2019). Otros estudios de actividad antioxidante que
respaldan el potencial terapéutico de este producto de la colmena son los realizados con
muestras de Trigona (Tetrigona) apicallis, Trigona (Heterotrigona) itama, Trigona
(Geniotrigona) thoracica (Harif Fadzilah et al., 2017), Scaptotrigona affinis postica

(Oliveira Lopes et al., 2020) y Tetragonula biroi (Belina-Aldemita et al., 2020a).
1.2.4. Problemas de salud publica que requieren nuevas opciones de tratamientos.
1.2.5. Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) y resistencia bacteriana.

Los patdgenos transmitidos por los alimentos son aquellos microorganismos que
causan enfermedades humanas a través de mecanismos de virulencia aun en bajas dosis
(Yousef & Abdelhamid, 2019). Las bacterias son los agentes causantes de dos tercios de las
enfermedades humanas transmitidas por los alimentos (ETA) tanto en paises desarrollados

como en desarrollo (Abebe et al., 2020).

Estos patdgenos son adquiridos por la ingesta de ciertos alimentos que contienen
diferentes especies de bacterias en concentraciones tales que ponen en riesgo la salud de las
personas que los ingirieron (Saravanan et al., 2020). Entre los sintomas mas comunes que

ocasionan estas enfermedades se encuentra dolor estomacal, nduseas, vomito, escalofrios,
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temperatura, diarrea y diarrea con sangre (Gourama, 2020). Los alimentos con mayor
incidencia de contaminacion por estos patdgenos son los animales productores de alimentos
(ganado vacuno, pollos, cerdos, pavos, etc.) y sus productos como carne de res, cerdo, pollo,

huevo, leche y algunos vegetales (Heredia & Garcia, 2018; Saravanan et al., 2020).

Diversos autores coinciden en que las enfermedades trasmitidas por alimentos son
causadas por diferentes patdgenos destacando E. coli, Salmonella spp., Listeria spp.,
Cyclospora spp., Clostridium spp., Campylobacter spp., Vibrio spp., Shigella spp.,
Pseudomonas spp., y Acinetobacter spp., (Al-Kharousi et al., 2016; Marusi¢, 2011). Este
grupo bacteriano tiene mayor incidencia en nifios, mujeres embarazadas y personas de la

tercera edad, sobre todo en poblaciones de paises tercermundistas (Atkinson et al., 2013).

Las enfermedades causadas por alimentos contaminados son una amenaza a la salud
publica, ademas del impacto significativo en el desarrollo econémico mundial, por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cre6 el Grupo de Referencia de Epidemiologia de
la Carga de las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (FERG por sus siglas en
inglés) que realiza estimaciones de incidencia, mortalidad y morbilidad de los 31 peligros
(patégenos causantes de ETA) definidos en el afio 2010. Se report6 que la carga global de
estas enfermedades es comparable con la de enfermedades infecciosas, VIH/SIDA, malaria
y tuberculosis, con la carga mundial de 33 millones de afios vida ajustados por discapacidad
(AVAD, numero de afios perdidos por enfermedad, discapacidad o muerte prematura)
afectando a 1 de cada 10 personas, siendo los mas afectados los menores de cinco afios, en
quienes recae el 40 % de esta carga. Los responsables de la mayoria de las muertes fueron
agentes de enfermedades diarreicas como novovirus, Campylobacter spp., Salmonella
entérica no tifoidea, Salmonella Typhi, Taenia solium y virus de la hepatitis A (Havelaar et
al., 2015). Algunos reportes estiman que 98.3 millones de personas contraen alguna de estas

enfermedades ocasionando un aproximado de 155 mil muertes al afio (Eng et al., 2015).

En Meéxico y Latinoamérica el 25 % de los habitantes que reportan problemas
gastrointestinales, estan relacionados con las enfermedades trasmitidas por alimentos. En el
afno 2010 se reportaron 5,264 casos por cada 100,000 habitantes (Quinlan, 2013). Dado lo

anterior mencionado, es de suma importancia la basqueda de nuevos agentes antimicrobianos
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que combatan este tipo de problemas globales, para lo cual los componentes del polen de

abeja sin aguijon podrian figurar como posibles terapéuticos.

1.2.5.1. Enfermedades causadas por el estrés oxidativo

Las enfermedades cronicas y neurodegenerativas se han ligado al estrés oxidativo, y
en la actualidad ya representan un problema para el sector salud a nivel mundial.
Enfermedades como el cancer, Alzheimer, Parkinson, diabetes, el envejecimiento prematuro
y problemas cardiovasculares son las causantes de miles de defunciones al afio (Jiménez et
al., 2011). Con el creciente incremento de estos padecimientos en la poblacién, se pronostica
que el nimero de muertes seguira creciendo de manera exponencial cada afio, y que el mayor

impacto afectara a paises tercermundistas (Hasanuzzaman et al., 2020).

En México aproximadamente el 75% de las muertes son causadas por enfermedades
cronico-degenerativas (Gershenson & Wisdom, 2013). Estas enfermedades son provocadas
por un desequilibrio bioquimico ocasionado por el estrés oxidativo, el cual es propiciado por
especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas moléculas provocan dafio oxidativo a las

macromoléculas del organismo, acelerando el envejecimiento y diversos padecimientos.

Las ERO atacan directamente a los enlaces de las moléculas que conforman la
membrana celular, ocasionando mdltiples respuestas inflamatorias y del sistema inmune
(Incalza et al., 2018). No obstante, el organismo posee moléculas denominadas antioxidantes
que retardan o previenen la oxidacion de biomoléculas. Estas moléculas estan formadas tanto
por elementos enziméaticos como no enzimaticos, los cuales pueden actuar en sinergismo para
proteger a la célula. En primera instancia, para la defensa celular participan los componentes
de origen enzimatico (Corrales & Mufioz, 2012). Estas moléculas se encargan de evitar la
acumulacidn de especies reactivas de oxigeno, tales como el anion superdxido y el peréxido
de hidrogeno (Giorgi et al., 2018), las cuales varian dependiendo del tipo de organelo y se
encargan de mantener el balance normal redox en las células, ademas de que previenen,
interceptan o pueden reparan los dafios ocasionados por las especies reactivas. Aun cuando
existen antioxidantes endogenos dentro de nuestro organismo, en ciertas circunstancias, el
aumento de especies reactivas de oxigeno requiere de la ingesta de diferentes alimentos o

suplementos como frutas, vegetales, semillas, miel y polen que proveen una fuente rica de
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antioxidantes, vitaminas y otros fitoquimicos con caracteristicas antioxidantes, los cuales son
de suma importancia como fuentes exdgenas de compuestos capaces de ayudar a la célula
contra el estrés oxidativo (Hasanuzzaman et al., 2020; Jayedi et al., 2018).

Algunas moléculas como la vitamina C las podemos obtener de la dieta. Este
compuesto tiene un alto poder antioxidante y se encuentra tanto a nivel extracelular como
intracelular en la forma de ascorbato y actuando sobre los radicales superdxidos, hidroxilo y
algunos hidroperoxidos lipidicos, ademas de actuar sobre el tocoferoxilo, transformandolo a
vitamina E (Corrales & Mufoz, 2012).

En la dieta promedio se pueden consumir un gran ndmero de carotenoides de
diferentes frutas y vegetales (De Andrade Lima et al., 2019). Los principales carotenoides
que se pueden obtener son el oy B caroteno, B criptoxantina, licopeno, luteina y zeaxantina
(Mehla et al., 2017). Otros compuestos que han demostrado poseer un alto potencial
antioxidante, son los compuestos fendlicos. Existe una gran variedad de compuestos
fendlicos en plantas, tales como el acido cindmico, derivados de &cido benzoico, flavonoides,
proantocianidinas, lignanos y ligninas. La capacidad antioxidante de estos compuestos esta
en funcion de sus grupos hidroxilos, el cual les da la propiedad de donar de atomos de

hidrogeno (Hasanuzzaman et al., 2020; Jayedi et al., 2018).

Como se ha mencionado anteriormente, el polen de abeja sin aguijon representa una
fuente de compuestos antioxidantes, incluso en ocasiones mejor que el polen comercial de A.
mellifera, por lo que es importante el estudio de este recurso para promover su consumo

como alimento nutracedtico por sus maltiples propiedades.

1.2.6. La metabolomica como herramienta para caracterizar y evaluar el polen como

alimento funcional.

La metaboldmica es una poderosa herramienta Gtil para el analisis e identificacidn de
metabolitos responsables de las propiedades bioldgicas. Para la quimica de productos
naturales es una estrategia potencial para agilizar el clasico y laborioso proceso de
aislamiento de productos naturales, que a menudo implica el reaislamiento e identificacion

de compuestos conocidos. El proceso clasico para la busqueda de compuestos bioactivos
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generalmente comienza con el cribado bioldgico de extractos crudos, seguido de
procedimientos de fraccionamiento hasta el aislamiento e identificacion de los compuestos

de interés (Demarque et al., 2020).

El primer paso en el aislamiento de metabolitos a partir de fuentes naturales es la
liberacion de éstos de la biomasa que los contiene, para lo que se usan diferentes técnicas de
extraccion, como la extraccion de fluidos supercriticos (Morales et al., 2018; Yoshioka et al.,
2018) extraccion asistida por microondas o ultrasonica (Gil-Chavez et al., 2013), métodos de
destilacion molecular (Gan et al., 2016), tecnologias de separacion de membrana, entre otros
(Williams et al., 2012). Ademas, el fraccionamiento biodirigido utilizando métodos
cromatogréaficos como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se aplica para el
aislamiento y purificacion de metabolitos activos a partir de sus extractos crudos (Salam et
al., 2019). Adicionalmente, técnicas como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), la espectrometria de masas (MS) y la espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)
han permitido la caracterizacion detallada y, en Gltima instancia, la elucidacion estructural

de estos compuestos (Thomford et al., 2018).

Finalmente, la investigacion de la actividad bioldgica de los compuestos aislados
(efectos en lineas celulares, modelos animales y voluntarios humanos) se realiza con el fin
de evaluar el potencial farmacoldgico de los compuestos candidatos. Al utilizar el método
clasico, pueden ocurrir errores que lleven a la degradacién o modificacién quimica de los
compuestos durante el proceso de aislamiento y purificacién, ademas, podrian perderse
metabolitos importantes en los extractos no analizados durante el fraccionamiento
biodirigido (Robinette et al., 2012). Asi mismo, se ha reportado que existen mejores efectos
terapéuticos utilizando extractos completos, tal como se aplica en la medicina tradicional, lo

que podria estar ligado a la sinergia entre los compuestos bioactivos.

En contraste con lo anterior, la metabolomica ofrece una estrategia de busqueda de
farmacos a pasos agigantados (Shyur & Yang, 2008). El objetivo de la metabolomica es
proporcionar un analisis cualitativo y/o cuantitativo completo de los metabolitos presentes

en un sistema bioldgico (Goodacre et al., 2004).

El uso de esta herramienta evita los errores antes mencionados, y ademas da una

vision amplia de la bioquimica y su relacion con la genética del organismo estudiado.
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También es una oportunidad para el uso de herramientas bioinformaticas. En conjunto todo
lo anterior es de gran utilidad en la busqueda de nuevos farmacos y alimentos funcionales,
ademas que nos ofrece una huella del metaboloma de un organismo (Ulrich-Merzenich et al.,
2007).

Para realizar un buen analisis cualitativo y cuantitativo al metaboloma es muy
importante una extraccion eficiente de los metabolitos. Sin embargo, a diferencia de otras
Omicas, aun no existe una plataforma analitica que pueda analizar todos los metabolitos de
forma simultanea, ya que éstos tienen extrema complejidad y gran diversidad quimica. A
pesar de esto, gracias a las bases de datos como la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS), cromatografia liquida (LC) o electroforesis capilar (CE)
y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es posible realizar un analisis

metaboldémico eficiente (Tebani et al., 2018).

Hasta el momento, el Unico reporte de andlisis metaboldmico en polen de abejas sin
aguijon fue realizado en las especies australianas (Flavia Massaro et al., 2018) con
Austroplebeia australis (Friese), Tetragonula carbonaria (Smith) y Tetragonula hockingsi,
en donde se comparo el perfil diferencial y el contenido quimico de los extractos volatiles y
fendlicos de los extractos etandlicos. De esta forma, se obtuvieron las huellas dactilares
quimicas y se cre6 una base de datos de codigo abierto para el analisis quimiomeétrico de este

recurso natural y asi contribuir a su conservacion.

Con base en lo anterior, la metabolomica representa una herramienta conveniente para
escudrifiar los metabolitos presentes en el polen recolectado por la abeja M. beecheii, con el
objetivo de realizar la busqueda de compuestos bioactivos que pudieran ser una alternativa
farmacéutica de gran importancia, al dar valor agregado a un producto que no se ha

aprovechado lo suficiente, lo que beneficiaria a los meliponicultores de nuestra region.
1.3. Hipdtesis

El polen recolectado por M. beecheii contiene metabolitos con actividad
antibacteriana y/o antioxidante, los cuales pueden variar dependiendo del sitio de colecta de

la peninsula de Yucatan.
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1.4. Objetivos
1.4.1.1. Objetivo General:

Identificar el perfil metabolémico del polen colectado por la abeja M. beecheii de
diferentes sitios de la peninsula de Yucatan dirigido a la busqueda de metabolitos con

actividad antibacteriana y/o antioxidante.
1.4.1.2. Objetivos especificos:

e Evaluar las actividades antibacteriana y antioxidante de extractos crudos etandlicos de
polen de M. beecheii y sus fracciones hexanica, cloroférmica y de acetato de etilo.

e Establecer y comparar los perfiles metabolémicos de extractos crudos de polen de M.
beecheii de diferentes sitios de muestreo de la peninsula de Yucatan.

¢ Relacionar la actividad antibacteriana y antioxidante de los extractos crudos de polen de
M. beecheii con la presencia o ausencia de metabolitos en los extractos de los diferentes

sitios.

1.5. Procedimiento experimental

El estudio fue biodirigido, ya que a partir de la actividad bioldgica y de los perfiles
metabolémicos de los extractos de las muestras de polen de M. beecheii de Yucatan,
Campeche y Quintana Roo, se eligieron los extractos de polen con mayor actividad bioldgica
para posteriormente fraccionar y estudiar el efecto de la separacién de componentes por
polaridad ascendente en la actividad. El analisis metabolomico se realiz6 a partir de la
informacién obtenida mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas a través del
andlisis de componentes principales y analisis quimiométrico. La estrategia experimental se

muestra de manera general en la figura 1.8.
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o Recolecta:
MPC — 1 Mama, Yuc.
MPC - 2 Ticimul, Yuc.
MPC — 3 Mani, Yuc.
MPC — 4 José Maria Morelos, Q. Roo.

Colecta de materia
prima y obtencion de
extractos crudos

[ )
[ )
[ )
[ )
e MPC -5 Calkini, Camp.
Obtencién de extracto:

[ )

@)
Extraccion etandlica
Fraccionamiento solido- | o Fraccionamiento por polaridad ascendente:
liquido de extractos o Hexano, cloroformo, acetato de etilo.

etandlicos

o Actividad antibacteriana contra:

e E.coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S.
Typhimurium ATCC 13311, P. aeruginosa ATCC
27853, L. monocytogenes ATCC 15313

o Actividad antioxidante:

o Captacion de radical DPPH
o Poder reductor de Fe (1)

Pruebas de bioactividad
(antibacteriana y
antioxidante)

Identificacion de

componentes o CG-EM
mayoritarios en
extractos crudos

o Anélisis metaboldmico:
o FTRI-ATR
o RStudio
Analisis metabolémico

Figura 0.7. Estrategia experimental.
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CAPITULO 2. ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF
ETHANOLIC POT-POLLEN EXTRACTS OF Melipona beecheii AND
DETERMINATION OF THE MAJOR COMPONENTS BY GC-MS.

Patricia Calderén-Martinez?, Alejandro Yam-Puc® Jests Ramon-Sierra®, Gloria Hernandez-Bolio®,
Emanuel Hernandez-Nufez®, Roberto Zamora-Bustillos®* and Elizabeth Ortiz-Vazquez®*

(Articulo publicado en: Chemistry & Biodiversity;
https://doi.org/10.1002/cbdv.202401355)

2.1. Abstract

Melipona beecheii pot-pollen is a natural product that has barely been studied, unlike
other hive products such as honey and propolis. Its application has been reported since
ancient times in traditional Mayan medicine, and it is also a functional food with high
nutritional value. In the present study, samples of ethanolic pot-pollen extracts from five
locations in the Yucatdn Peninsula were analyzed to determine their antibacterial and
antioxidant properties. All the extracts showed activity against five medically important
bacteria; Pseudomonas aeruginosa and Listeria monocytogenes were the most susceptible
bacteria in all samples. The evaluated antioxidant activity was higher than that reported by
other studies. Palmitic, linoleic, and linolenic fatty acids and their respective ethyl ethers
were detected by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) in all samples in
different concentrations. Based on these results, pot-pollen extract from Mama, Yucatan
exhibited the best biological activities (Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) between
6 and 40 mg/mL, ECso DPPH 28 pg/mL, ECso RP 30 pg/mL), which could be related to a
higher content of unsaturated fatty acids and their ethyl esters. The present study
demonstrates that M. beecheii pot-pollen has therapeutic potential in addition to its benefits

as a nutritional supplement.

45


https://doi.org/10.1002/cbdv.202401355

CAPITULO 3. ESTUDIO COMPARATIVO DE PERFILES POR FTIR-ATR de
POLEN RECOLECTADO POR Melipona beecheii DE DIFERENTES SITIOS EN
LA PENINSULA DE YUCATAN

Patricia Calderon-Martinez®, Héctor Peniche-Pavia?, Gloria Hernandez-Bolio®, Emanuel
Hernandez-Nufiez*, AlejandroYam-Puc®, Roberto Zamora-Bustillos?, Elizabeth Ortiz-Vazquez®

3.1. Resumen

Melipona beecheii es una abeja sin aguijon nativa de la peninsula de Yucatén de alto
valor cultural y religioso. El polen recolectado por esta abeja es un alimento funcional que
ha demostrado tener actividad biologica y excelente composicién nutricional. El
conocimiento de la variabilidad de su composicion es de gran importancia en términos de
calidad, por lo que la metaboldmica representa una herramienta adecuada para dicho fin. En
este estudio se determinaron los perfiles metabolomicos a partir de datos espectrales
obtenidos por FTIR-ATR de cinco muestras de polen colectada por M. beecheii provenientes
de distintos puntos de la peninsula de Yucatan. Estos datos espectrales mostraron vibraciones
moleculares de proteinas, lipidos y carbohidratos cuya intensidad dependié del sitio de
recoleccion.
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CAPITULO 4. CARACTERIZACION DEL POLEN RECOLECTADO POR LA
ABEJA SIN AGUIJON Melipona beecheii Y SU ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
CONTRA BACTERIAS DE IMPORTANCIA MEDICA
Patricia Calderon-Martinez!, Anahi Chan-Paz?, Alejandro Yam-Puc?, Jesis Manuel Ramén-Sierra?,
Roberto Zamora-Bustillos?, Elizabeth Ortiz-Véazquez?*.

(Aceptado en septiembre de 2024 como capitulo del libro: “Contribucion del TecNM para
la Autosuficiencia Alimentaria y el Rescate del Campo Mexicano”).

4.1. Resumen

Melipona beecheii, es una abeja sin aguijon nativa cuyo polen ha sido poco estudiado a pesar
de los grandes beneficios del consumo de este alimento funcional. Para esto, en presente
capitulo se caracterizo el polen de M. beecheii por analisis proximales, también se evaluo el
potencial antimicrobiano de las fracciones hexéanicas, cloroférmicas y de acetato de etilo
contra las bacterias Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Listeria
monocytogenes. En los resultados, el polen de M. beecheii destaca por su alto contenido de
proteina coincidente con lo reportado en polen de otro meliponinos, en cuanto a su actividad
antibacteriana, aunque todas las fracciones mostraron actividad, las de acetato de etilo fueron
las mas efectivas, por lo que se compararon sus concentraciones minimas inhibitorias con los
extractos crudos etanolicos mostrando que el fraccionamiento de los extractos crudos no
aumenta la actividad antibacteriana significativamente. Con base lo anterior, el polen de M.
beecheii, es una posible alternativa como suplemento alimenticio por su composicion, asi

como coadyuvante en el tratamiento de enfermedades bacterianas.
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