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ArticuLo CIENTIFICO

Potencialidad antimicrobiana y caracterizacion de propoleos
de Melipona beecheii provenientes de dos fincas agroenergéticas

Antimicrobial potential and characterization of Melipona
beecheii propolis from two agroenergetic farms

Leydi Fonte-Carballo, Yanio E. Milidn-Rodriguez y Maykelis Diaz-Solares

Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, Universidad de Matanzas, Ministerio de Educacion Superior
Central Espaiia Republicana, CP 44280, Matanzas, Cuba
Correo electronico: leydis.fonte@ihatuey.cu

RESUMEN: La investigacion se realizo en dos fincas agroenergéticas de la provincia de Matanzas (La
Primavera e Indio Hatuey), con el objetivo de determinar la actividad antimicrobiana in vitro
de los extractos metandlico y etanolico de propoleos recolectados en estas fincas, y caracteri-
zarlos mediante espectroscopia infrarroja. Se determind la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de dichos extractos antes de estudiar la actividad antimicrobiana (por el método de per-
foraciones en agar). Ambos ensayos biologicos se evaluaron frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans. Al no cumplirse los supuestos
de homogeneidad de varianza y normalidad se utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis, para determinar la existencia de diferencias entre los tratamientos en funcion del halo
de inhibicion. Los extractos de propdleos procedentes de las dos fincas mostraron bajos valo-
res de CMI para los microorganismos evaluados (entre 0,07 y 0,15 mg/mL), con excepcion de
P. aeruginosa que fue el mas susceptible (0,04 mg/mL). De las tres diluciones probadas: 100,
75y 25 %, la primera (perteneciente al extracto metandlico de propoleo de la finca la Prima-
vera) alcanzd el mayor efecto inhibitorio. La mayor diferencia en los espectros infrarrojos se
encontrd en el intervalo de la region de 2 000 a 500 cm™ del propoleo perteneciente a la finca
Indio Hatuey. Se concluye que las extracciones de propdleo con metanol y etanol permiten
obtener productos naturales con elevada actividad antimicrobiana frente a los cuatro microor-
ganismos evaluados.

Palabras clave: espectroscopia infrarroja, microorganismos, miel.

ABSTRACT: The study was conducted in two agroenergetic farms of Matanzas province (La Primavera
and Indio Hatuey), in order to determine the in vitro antimicrobial activity of the methanolic
and ethanolic extracts of propolis collected in these farms, and characterize them through
infrared spectroscopy. The minimum inhibitory concentration (MIC) of such extracts was
determined before studying the antimicrobial activity (by the method of agar perforations). Both
biological essays were evaluated against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa and Candida albicans. As the variance homogeneity and normality assumptions
were not fulfilled, the non-parametric Kruskal Wallis test was used, to determine the existence
of differences among the treatments depending on the inhibition halo. The propolis extracts from
the two farms showed low MIC values for the evaluated microorganisms (between 0,07 and 0,15
mg/mL), with the exception of P. aeruginosa which was the most susceptible one (0,04 mg/mL).
From the three tested dilutions: 100, 75 and 25 %, the first (belonging to the methanolic propolis
extract from La Primavera farm) reached the highest inhibitory effect. The highest difference in
the infrared spectra was found in the region interval from 2 000 a 500 cm™ of the propolis
belonging to the Indio Hatuey farm. It is concluded that the propolis extractions with methanol
and ethanol allow to obtain natural products with high antimicrobial activity against the four
evaluated microorganisms.

Keywords: infrared spectroscopy, microorganisms, honey
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INTRODUCCION

La integracion de la crianza de las abejas de
la tierra (meliponicultura) en la agroforesteria se
considera como una opcioén econémica. La melipo-
nicultura en Centroamérica y México es una acti-
vidad muy comun, pero se lleva a cabo a pequeia
escala y en forma tradicional, sin una tecnologia
avanzada; este procedimiento no constituye una ba-
rrera, y es una practica conveniente a nivel de gru-
pos con pocos recursos economicos. Ademas, sus
mieles son preferidas a nivel local porque poseen
propiedades medicinales, sustentadas por sus bajos
recuentos microbioldgicos y alta capacidad antimi-
crobiana, en especial la de Melipona beecheii (Lan-
daverde et al., 20006).

El interés de introducir las abejas de la tierra en
los sistemas agroforestales y fincas agroenergéticas
radica en los beneficios que inducen como polini-
zadoras. Ellas colectan el néctar y el polen de las
flores como fuente de energia y proteina. Cerca de
la mitad de las 1 000 especies de plantas que son
cultivadas en los tropicos para la alimentacion y la
produccién de especias y medicinas son poliniza-
das por las abejas. Entre estas se encuentran la ma-
cadamia, el chayote, el coco, el achiote, la cebolla,
la guayaba, el pejibaye, el tamarindo, el aguacate y
los citricos (Heard, 1999).

En su accién polinizadora las abejas acopian
otros productos de las plantas que son usados
como materia prima para elaborar el propdleo,
que es un material resinoso y aromatico que ellas
elaboran a partir de exudados de diversas plantas.
Su coloracion varia en dependencia de su origen
y edad (Wilson et al., 2015). Este subproducto de
la colmena, ademas de constituir un material de
construccion, es un «arma quimica» que las abejas
utilizan contra los microorganismos patdgenos, ya
que al cubrir las paredes de la colmena favorecen la
desinfeccion (Bankova, 2005a).

Basado en el uso practico que las abejas le dan
a este producto, se ha utilizado extensivamente por
muchos afios en la medicina tradicional. Se estima
que 150 compuestos, muchos de ellos flavonoides,
se han identificado en propoéleos europeos (Yang et
al., 2014; Figueiredo et al., 2015).

Segun Bracho (2000), se emplean varios mé-
todos para la caracterizacion del propoleo. Entre
ellos se encuentra la cromatografia de capa delga-
da (Tang et al., 2014) y la espectroscopia infrarroja
(Adib et al., 2014; Gonzalez-Martin et al., 2015).
Esta ultima es una técnica muy empleada para dis-
criminar entre los extractos de propoleos puros y
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los adulterados (Wu et al., 2008), y también se ha
usado para medir la calidad y la estabilidad de los
productos basados en propdleos que se incorporan
en la preservacion de los alimentos (Cattaneo ef al.,
2014).

Entre los principales componentes de los pro-
poleos se han identificado diversos metabolitos
secundarios, como flavonoides, ésteres del acido
cafeico, diterpenos, benzofenonas y constituyen-
tes volatiles, como los sesquiterpenos; ademas de
sustancias de naturaleza proteica, acidos grasos no
saturados y ésteres de acidos aromaticos (Barbarié¢
et al., 2011; Socha et al., 2014; Cottica et al., 2015).

Se ha informado que los propéleos poseen pro-
piedades farmacologicas, bactericidas, antivirales,
hepatoprotectoras, antinflamatorias, inmunomo-
duladoras, antioxidativas y analgésicas (Bankova,
2005b; Shi et al., 2012; Chan et al., 2013; Shpychak
et al., 2015).

Sin embargo, hasta el momento se desconoce
la actividad antimicrobiana que pueden presen-
tar los propoleos obtenidos de las colmenas de
M. beecheii, como valor agregado de las produc-
ciones de las fincas agroenergéticas; por lo que
el objetivo de esta investigacion fue determinar,
mediante estudios in vitro, la actividad antimi-
crobiana de los extractos metandlico y etandlico
de propdleos recolectados en dos fincas agroe-
nergéticas de la provincia de Matanzas y conocer
sus especificidades quimicas mediante espec-
troscopia infrarroja.

MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los
extractos de propoleo en cada una de las fincas, se
utilizé un disefio de clasificacion simple. Se em-
plearon diferentes microorganismos patéogenos para
evaluar la efectividad de los extractos.

Obtencion de los extractos de propoleos
metanolico y etanolico

Los propdleos se colectaron en las colmenas
ubicadas en dos fincas agroenergéticas de la
provincia de Matanzas (La Primavera- finca P ¢
Indio Hatuey-finca IH), pertenecientes al proyecto
BIOMAS-CUBA.

Los extractos etanodlico y metanolico de los
propdleos se obtuvieron resuspendiendo 20 g de cada
propdleo en 30 mL de etanol y metanol (96 % (v/v)).
La suspension se decantd después de 48 h a tempera-
tura ambiente. Los extractos se conservaron a 4 °C
hasta su utilizacion.



Pastos y Forrajes, Vol. 39, No. 2, abril-junio, 149-156, 2016 / Potencialidad antimicrobiana de propoleos de Melipona beecheii

Ensayo de microdilucion

Preparacion de los extractos y controles.
Los extractos se prepararon utilizando etanol y
metanol a una concentracion de 4 mg/mL en me-
dio de cultivo Mueller Hinton, con diluciones se-
riadas para ambos solventes desde 1 000 a 0,95
pg/mL. Para el bioensayo antibacterial se utiliza-
ron como controles (50 mg/mL): ciprofloxacino,
kanamicina, nistatina, clotrimazol, amoxicillina y
cefalexina, adicionando 5 pL de cada uno. Ade-
mas, se utilizaron controles de crecimiento de los
microorganismos, con los solventes siguientes:
control negativo 1 (CNI1, referente al metanol),
control negativo 2 (CN 2, referente al etanol) y un
control de esterilidad del medio de cultivo Mueller
Hinton para bacterias.

Preparacion de los indculos. Para la pre-
paracion de los indculos se obtuvieron cultivos
jovenes de las cepas de bacterias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa
y la levadura Candida albicans en el medio sélido
de Mueller Hinton. Las bacterias se incubaron en
placas durante 24 h a 37 °C y la levadura durante 48
h a 28 °C. Para las bacterias se prepard una suspen-
sion con las cepas al 0,5 en la escala de McFarland
y una dilucion de 1:50 con medio Mueller Hinton
para obtener una suspension de trabajo.

Método de perforaciones en agar. Después
de la solidificacion del medio, se hicieron seis per-
foraciones de 0,8 cm de diametro, donde se coloca-
ron 100 pL del extracto a evaluar y de los controles
negativo y positivo, con 10 réplicas por tratamiento
para cada microorganismo, y los extractos se pro-
baron usando tres diluciones (100, 75 y 25 %).

Incubacién, crecimiento microbiano y efec-
to inhibitorio. Las placas se incubaron a 37 °C du-
rante 24 h en el caso de las bacterias y a 28 °C durante
48 h en el caso de la levadura, y después se evaluaron
los resultados mediante la lectura (en milimetros) del
diametro del halo de inhibicion del crecimiento de
los microorganismos. El calculo del porcentaje del
efecto inhibitorio relativo respecto al control positi-
vo se realizd de la manera siguiente:

MDHIE

— Xk
MDHICP
Donde:
EI (%): efecto inhibitorio del extracto con res-
pecto al control positivo.
MDHIE: media del diametro del halo de inhi-
bicion del extracto.
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MDHICP: media del diametro del halo de inhi-
bicion del control positivo.

Caracterizacion por espectroscopia in-

frarroja

Las muestras se trituraron y se obtuvieron los
espectros infrarrojos en el intervalo de 4 000 a 500
cm’, con el empleo de pastillas de bromuro de po-
tasio, en un espectrometro infrarrojo con transfor-
macion de Fourier Bruker-TENSOR 27.

Procesamiento estadistico

La variable didmetro del halo de inhibicion
no cumpli6 los supuestos de homogeneidad de va-
rianza y normalidad, por lo que para determinar la
existencia de diferencia entre los tratamientos se
realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
y se utilizd InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) es
definida como la concentracion mas baja de extrac-
to que es capaz de inhibir el crecimiento celular.

Los extractos de propdleos metandlico y etano-
lico de M. beecheii mostraron bajos valores de CMI
para los diferentes microorganismos (tabla 1). En
el caso de P. aeruginosa, la bacteria mas suscepti-
ble dentro del grupo de las Gram negativas, estos
valores llegaron hasta 0,04 mg/mL en el extracto
etandlico de la finca Indio Hatuey.

Los resultados de la actividad antimicrobia-
na de los extractos vegetales dependen de las ca-
racteristicas especificas de los principios activos
presentes en ellos y de su solubilidad en los sol-
ventes empleados para la extraccion. Esto explica
el hallazgo de extractos activos solamente frente a
hongos o solo frente a bacterias, ya sean Gram posi-
tivas o Gram negativas; o frente a ambos grupos de
bacterias, cuando el extracto fue capaz de extraer
una mezcla de componentes activos presentes en la
planta (Rojas y Rodriguez, 2008).

De forma general, el extracto metandlico de
propdleo de la finca Primavera en la dilucion del
100 % fue el mejor tratamiento frente a los cua-
tros microorganismos evaluados (tablas 2 y 3), al
presentar los mayores valores en los halos de inhi-
bicion. Ademas, S. aureus fue la bacteria Gram po-
sitiva mas susceptible a este extracto, al mostrar los
mayores halos de inhibicion. Estos resultados coin-
ciden con lo planteado por Krolicka et al. (2008) y
Chouna et al. (2009), acerca de que las bacterias
Gram positivas son mas susceptibles que las Gram
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Tabla 1.Concentraciéon minima inhibitoria de extractos de propoleos de M. beecheii de dos procedencias

Extracto metanodlico

Extracto etandlico

Microorganismo - - 3 ;
Finca P Finca TH Finca P Finca [H
Gram negativo mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Pseudomona aeruginosa 0,07 0,07 0,07 0,04
Escherichia coli 0,15 0,07 0,07 0,07
Gram positivo
Staphylococcus aureus 0,07 0,15 0,07 0,15
Levadura
Candida albicans 0,15 0,15 0,15 0,07
Tabla 2. Efecto inhibitorio (EI) de los extractos de propoleo frente a E. coli y C. albicans.
E. coli Extractos
- Metanoélico Etandlico
(301)1 ucion Finca P Finca [H Finca P Finca [H
DHI (mm) EI (%) DHI (mm) EI (%) DHI(mm) EI (%) DHI (mm) EI (%)
100 19,30°+ 0,16 80,42 19,10+ 0,16 79,58  18,90°+0,16 78,75 18,70+ 0,16 77,92
75 17,00+ 0,16 78,83 16,90°«+£ 0,16 70,42 16,804+ 0,16 70,00 16,50°¢+ 0,16 68,75
25 16,30+ 0,16 67,92 16,004+ 0,16 66,67 15,80%+0,16 6583 1560¢+£0,16 65,00
Controles
CN 1 0,00°+£0,08 0 0,00°+£0,08 0
CN2 0,00°+0,08 0 0,00°+0,08 0
Antibidtico DHI (mm) EI (%)
CP1 Ciprofloxacino 24,00% £0,0 100
CP2 Kanamicina 24,00°+0,08
C. albicans Extractos
Metandlico Etanolico
g/il)ucién Finca P Finca [H Finca P Finca [H
DHI (mm) EI (%) DHI (mm) EI (%) DHI(mm) EI(%) DHI(mm) EI (%)
100 18,70° + 0,35 93,50 18,60°+ 0,35 93,00 18,40°+£0,35 92,00 18,40°+0,35 92,00
75 18,20¢ + 0,35 91,00 18,00 £0,35 90,00 18,00° +0,35 90,00 17,80°+0,35 89,00
25 17,30¢ £ 0,35 86,50 17,00° £0,35 85,00 17,00° £0,35 85,00 17,00°+0,35 85,00
Controles
CN 1 0,00¢+0,18 0 0,00+0,18 0
CN2 0,00¢+0,18 0 0,009+0,18 0
Antibidtico DHI (mm EI (%)
CP1 (Nistatina) 20,00a+0,18 100
CP2 (Clotrimazol) 20,00ab=+0,18

DHI: diametro del halo de inhibicion.

Medias seguidas de letras diferentes en cada extracto indican diferencia significativa para p < 0,05).
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Tabla 3. Efecto inhibitorio (EI) de los extractos de propdleo frente a S. aureusy P. aeruginosa.

S. aureus Extractos
o Metandlico Etandlico

](:3/11)1101611 Finca P Finca [H Finca P Finca [H

DHI (mm) EI (%) DHI(mm) EI(%) DHI(mm) EI(%) DHI@mm) EI(%)
100 21,50+0,30 82,69  19,90+0,30 76,54 20,10¢+0,30 77,31  19,70%+0,30 75,77
75 18,40%£0,30 70,77  18,00%£0,30 69,23  18,20%+0,30 70,00  17,80%+£0,30 68,46
25 15,90¢+0,30 61,15  15,20°+0,30 58,46  15,50+0,30 59,62  15,00°+0,30 57,69

Controles
CN 1 0,00°+0,15 0 0,00f+0,15 0
CN2 0,00+0,15 0 0,00°+0,15 0
Antibiotico DHI (mm) EI (%)
CP1 (Amoxicilina) 23,00%¢+0,17
CP2 (Cefalexina) 26,00°+0,17 100
P. aeruginosa Extractos
Metanodlico Etanodlico

Dilucioén (%) Finca P Finca IH Finca P Finca IH

DHI (mm) El (%) DHI(mm) EI(%) DHI@mm) EI(%) DHI@mm) EI (%)
100 20,30°°+0,18 78,08  19,50*+0,18 75,00  19,80*+0,18 76,15  19,30>+0,18 74,23
75 18,10°9+0,18 69,62 17,60°+0,18 67,69 17,90+0,18 68,85  17,40°+0,18 66,92
25 15,209+0,18 58,46  1540%+0,18 59,23  15,60%+0,18 60,00 15,20%+0,18 58,46

Controles
CN 1 0,00°+0,09 0 0,00°+0,09 0
CN2 0,00°+0,09 0 0,00°+0,09 0
Antibiotico DHI (mm) EI (%)

CP1 (Ciprofloxacino) 20,00°+0,10
CP2 (Cefalexina) 26,00°+0,10 100

DHI: diametro del halo de inhibicion.

Medias seguidas de letras diferentes en cada extracto indican diferencia significativa para p < 0,05).

negativas, ya que la pared celular de las primeras es
menos compleja y carece de una filtracion efectiva
para grandes moléculas, debido al tamafio de los
poros en su envoltura celular, por lo que son menos
selectivas.

Se obtuvieron los espectros infrarrojos de cada
propdleo, se compararon entre si y se demostraron
las diferencias que existian en su composicion qui-
mica (fig. 1). No se obtuvieron espectros con bandas
muy intensas o bien definidas, como se esperaba en
compuestos purificados o con alguna clase de tra-
tamiento previo, debido a que la muestra es una
matriz compleja formada por un gran numero de
compuestos de diferente composicion quimica; sin
embargo, se notaron marcadas diferencias entre las

muestras de cada finca, lo que demostré que exis-

tia variacién en su composicion quimica. Ademas,
aparecieron algunas bandas que brindan informa-
cion de las especies quimicas que conforman estos
propdleos.

Las mayores diferencias en los espectros se
encontraron en el intervalo de la region de 2 500
a 500 cm, principalmente las bandas que apare-
cen a 2 510,26; 1 034,77, 874,68 y 668,31 cm™, en
el propdleo proveniente de la finca Indio Hatuey
(tabla 4), correspondientes a vibraciones de valen-
cia entre los enlaces simples y dobles, muy fuerte-
mente acopladas, como son v o v, ; ademas de
vibraciones de doblajes fuera del plano y vibracio-
nes de valencia de baja energia, como son y ., de
olefinas y aromaticos, y ,,, presentes en alcoholes y
4cidos asociados 0 y ., presentes en aminas y amidas
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Figura 1. Espectros infrarrojos de los propdleos de las fincas seleccionadas: gris: Finca Primavera, negro:

Finca Indio Hatuey. -

Tabla 4. Asignacion de las bandas observadas en los espectros infrarrojos de los propoleos

estudiados.

Bandas de los espectros de propoleos v (cm™) Asignacion

Finca [H Finca P

3700,29 3726,33 Vou

2923,07 2923,01 V

2 852,61 2 853,57 V

2 510,26 - -

1 709,83 1733,94 Vo

1450,41 145524 Ve

1 034,77 - Veo
874,68 - Ven
668,31 668,31 Y

asociadas, lo cual indica que este propoleo presenta
mayor contenido de este tipo de compuesto que el
de la finca La Primavera.

En 1 450 cm™ se observo una banda de inten-
sidad media asignada a la vibracion de valencia del
enlace C = C (v.._.) de anillos aromaticos, ademas
de una banda en 1 034 cm™ asignada a v ; todos
estos grupos estan presentes en algunos de los
compuestos responsables de la actividad biologica
de los propoleos, como son los flavonoides y antra-
quinonas (Mot et al., 2011; Figueiredo et al., 2015).

Ademas, se observo otra banda a 1 709 cm’, propia
de la banda de estiramiento del enlace C = O (v._)
correspondiente a grupos de cetonas o aldehidos,
posibles sustituyentes de los terpenos, compuestos
a los que se atribuyen también propiedades antimi-
crobianas (Silva Frozza et al., 2013); lo que expli-
caria los resultados referentes al diametro de los
halos de inhibicion que mostraron los extractos me-
tandlicos y etanolicos provenientes de las dos fincas
(tablas 2 y 3), y sobre todo el resultado del primer
extracto perteneciente a la finca La Primavera.
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CONCLUSIONES

Las extracciones de los propdleos con metanol
y etanol permitieron obtener productos naturales
con elevada actividad antimicrobiana frente a los
cuatro microorganismos evaluados.

El extracto con metanol del propdleo de la finca
La Primavera presentd un mayor efecto inhibitorio,
y Staphylococcus aureus fue la bacteria mas sus-
ceptible a este tratamiento.

Los espectros infrarrojos de los propdleos per-
mitieron identificar grupos funcionales presentes
en algunos de los compuestos quimicos, como fla-
vonoides, antraquinonas y terpenos, responsables
de la actividad antimicrobiana de este subproducto
de la colmena de M. beecheii.
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