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RESUMEN

La investigacion se realiz6 con el objetivo de evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y la
actividad antifungica de propédleos de Apis mellifera, provenientes de las provincias de Villa
Clara, Cienfuegos y Sancti Spiritus, Cuba. Se utilizé el método de recolecciéon por raspado
y se estableci6 el contenido de cera, ceniza, material insoluble y resina de los propédleos
crudos. Ademas, se evalud la actividad antimicrobiana in vitro frente a los hongos Aspergil-
lus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Trichoderma sp., Colletotrichum sp. y Monilia sp.; los
extractos presentaron alta actividad antifingica en un amplio rango de concentraciones;
ademas, los parametros fisicoquimicos presentaron valores semejantes y dentro de los es-
tablecidos por regulaciones internacionales.

ABSTRACT

The present research was carried out with the objective of evaluating the physicochemical
characteristics and the antifungal activity in propolis from Apis mellifera, coming from
the Villa Clara, Cienfuegos and Sancti Spiritus counties in Cuba. Scraping harvesting
methods were used to establish wax, ash, insoluble material and resin contents in raw
propolis. In addition, in vitro antifungal activity of ethanolic extract of propolis was evalua-
ted for fungi Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Trichoderma sp., Colletotrichum
sp., and Monilia sp.: the extracts presented high antifungal activity in a wide range of con-
centrations; also, the physicochemical parameters presented similar values and inside the
established ones for international regulations. This study provides information to select
propolis according to the wanted applications.

INTRODUCCION

La contaminacién microbiana es un problema constante que comprome-
te el desarrollo de todas las técnicas in vitro. Las pérdidas causadas por
microorganismos contaminantes, principalmente hongos y bacterias, son
un serio problema a escala mundial en numerosos laboratorios (Bankova,
2009). Los microorganismos estan cominmente en las plantas in vivo, pero
pueden provocar efectos devastadores en las plantas en condiciones in vitro.
Existen muchas fuentes que pueden introducir contaminantes al cultivo
in vitro de plantas, como el personal, el ambiente del laboratorio y el tejido
vegetal a propagar.

Se han establecido numerosos procedimientos tecnolégicos para con-
trolar o disminuir la presencia de contaminantes. El empleo de produc-
tos quimicos (fungicidas y antibiéticos) ha constituido una via rapida tanto
para atenuar como para eliminar estos microorganismos (Carrazana, Ledn,
Herrera, Alvarado & Quinones, 1997). El uso de fungicidas en el proceso
de micropropagacion de especies vegetales no ha tenido amplia difusién a
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escala masiva debido, quizas, a los riesgos de fitotoxi-
cidad, a su elevado costo y a su alta especificidad. Por
ello, el uso de productos naturales como el propéleos
puede ser una solucioén alternativa de gran valor (Qui-
roga, Sampietro, Soberén, Sgariglia & Vattuone, 2006).

El propodleos es una sustancia resinosa que elabo-
ran las abejas al mezclar resinas de arboles y arbus-
tos con cera, enzimas salivares, entre otros, con el fin
de taponar herméticamente la colmena e impedir que
prolifere dentro de ella cualquier tipo de infeccién. Es
una sustancia compleja, constituida por gran varie-
dad de compuestos quimicos; su composicion es ines-
table y varia segun la procedencia.

Producen propdleos las especies de abejas Apis me-
llifera, Melipona quadrifasciata, Melipona compressipes,
Tetragonisca angustula y Nannotrigona sp. (Gil, Perelli,
Alvarado, Arias & Blumenthal, 2012). Este material es
una mezcla compleja de sustancias naturales y contie-
ne gran variedad de compuestos quimicos. Entre sus
moléculas microbiolégicamente activas se destacan fla-
vonoides y acidos fenélicos y sus ésteres (Kalogeropou-
los, Konteles, Troullidou, Mourtzinos & Karathanos,
2009). En muestras provenientes del trépico, con ac-
tividad biolégica similar, se han encontrado moléculas
del tipo terpenoide, derivados prenilados de acidos p-
cumaricos, lignanos y benzofenonaspreniladas, lo cual
sugiere que la actividad es debida a la combinacion y
a las sinergias de diferentes compuestos (Londofo, Pu-
nieres, Garcia, Carrillo, Quintero & Garcia, 2008).

La composicion del propéleos depende en gran me-
dida de su origen botanico (Bankova, 2009), de la es-
pecie de abeja (Londofio et al., 2008), de la época y del
método de recoleccion. Con respecto al tltimo factor,
existen varios métodos de recoleccién, pero se han uti-
lizado principalmente el método tradicional de raspado
y el empleo de mallas plasticas.

Por la diversidad en su composicién quimica y por
su empleo industrial, se ha hecho necesario el control
de calidad y la normalizacién del propéleos crudo y sus
productos. Con este fin, se han establecido metodolo-
gias de trabajo en diferentes normas internacionales,
entre las que se incluye el Reglamento técnico para la
fijacion de identidad y calidad de propdleos del Ministe-
rio de Agricultura de Brasil (2001).

Una de las propiedades mas importantes del pro-
poleos es su actividad antimicrobiana, que se atribuye
fundamentalmente a la presencia de flavonoides (pi-
nocembrina, galangina, pinobanksina, pinobanksina-
3-acetato), ésteres bencilicos del acido p-cumarico y
mezclas de ésteres del acido cafeico, entre otros.
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Teniendo en cuenta que ya el propoleos demostro
no tener efectos negativos en los medios de cultivo
para las vitroplantas (Funari & Ferro, 2006; Quiroga
et al., 2006), y que su efecto antifangico ya ha sido
evaluado con anterioridad (Abramovic, Polar, Berton-
celj, Jamnik, Smole & Jersey, 2012), se propuso en
esta investigacion verificar su actividad sobre hongos
contaminantes de los medios de cultivo, evaluando la
composicién quimica y la actividad antifingica de los
propdleos provenientes de las provincias cubanas de
Villa Clara, Cienfuegos y Sancti Spiritus.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y obtencion de propdleos

Los propdleos se obtuvieron de diferentes apiarios
de las provincias de Villa Clara, Cienfuegos y Sancti
Spiritus. Las muestras se colectaron en época de pri-
mavera, durante los meses de mayo-junio de 2005,
por el método de raspado, hasta obtener una mues-
tra representativa del apiario y en cantidad suficien-
te para los analisis. Las especies Pinus caribaea L.
y Cupressus lusitanica Millar., de las familias bota-
nicas Pinaceae y Cupressaceae, eran la vegetacion
predominante cercana a los apiarios. El material se
almaceno bajo refrigeracion y en oscuridad, en el la-
boratorio de Biotecnologia de las Plantas de la Uni-
versidad Central de Las Villas, Cuba. Previo al anali-
sis, las muestras se trituraron y homogenizaron.

Preparacion de los extractos etandlicos

Se pesaron 30 g de los propéleos crudos que se so-
metieron a extraccién exhaustiva con etanol 96% (3
mL x 100 mL, en un agitador magnético, durante 48
h, a temperatura ambiente y en oscuridad). Luego,
el material se filtré en un embudo con papel de filtro
Whatman nam. 1. A los filtrados combinados se les
eliminaron las ceras mediante precipitacion y filtra-
cién, previa adicion de 50 mL de agua destilada y
refrigeracion del extracto a -12 °C. Posteriormente,
se evaporo el solvente de los filtrados por destilacion
al vacio en un rotoevaporador a presién reducida y
temperatura de 40 °C. Los extractos etandlicos se
almacenaron en viales ambar refrigerados a -12 °C
hasta su evaluacion.

Propiedades fisicoquimicas del propodleos crudo

La extraccion del propéleos crudo con etanol se rea-
liz6 a temperatura ambiente y en la oscuridad con el
fin de evitar alteraciones en los metabolitos secun-
darios presentes en el material. Mediante el enfria-
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miento a -20 °C y centrifugacion de la disolucién eta-
nolica se logré un refinamiento del extracto debido a
la precipitacion de las ceras, las cuales son insolubles
en agua y en el solvente de extraccién (etanol 96%) a
bajas temperaturas. Los analisis se realizaron por tri-
plicado. Los métodos utilizados fueron reportados en
normas internacionales (Ministerio de Agricultura de
Brasil, 2001), y se describen brevemente:

* Cenizas: una porciéon de muestra (100 g) fue
calcinada en mufla a 500 °C, y llevada a peso
constante. La norma brasilefia fija un contenido
maximo del 5%.

* Humedad: método termogravimétrico, consiste en
secar una porcién de muestra de 100 g en estufa a
105 °C £ 2 °C, hasta peso constante.

* Extractables en éter: la fraccion de extractables
con éter se llevdé a cabo por gravimetria, para ello
la mezcla se traté6 con 25 mL de éter de petréleo
a 40 °C-60 °C, en un equipo Soxhlet durante 8 h.
Posteriormente, el solvente fue destilado y secado el
extracto en estufa a 105 °C hasta peso constante.
La norma brasilefia establece un contenido maximo
del 40%.

* Extractables en etanol: por gravimetria de las resi-
nas obtenidas mediante extracciéon con etanol 96%
en equipo Soxhlet (residuo sélido obtenido en el de-
dal después de determinar el material extractable
con éter de petroleo). Posteriormente, se destilé el
alcohol a presion reducida, y la resina obtenida se
seco en estufa a 105 °C hasta peso constante. Se
define un contenido minimo del 30%.

* Material insoluble: después de la extraccion con
etanol, el residuo remanente en el dedal se seco
en estufa a 40 °C hasta peso constante. La norma
define un maximo del 25%.

¢ Punto de fusion: se determiné en un fusiémetro
Fischer Scientific.

« Indice de oxidacién: el indice de oxidacién se de-
terminé de acuerdo con Salamanca & Correa (2007)
con modificaciones. Se pesaron 0.2 g de propodleos
en frasco ambar con tapa; se adicion6 3 mL de eta-
nol destilado 96% y se dio agitacion por 48 h a 25 °C.
La mezcla se filtré lentamente por un papel de filtro.
Se tomo6 1 mL del filtrado y se diluyé con agua des-
tilada hasta 25 mL en un balén aforado. De esta
disolucién se vertieron 5 mL a un tubo de ensayo, se
adiciono 0.5 mL de agua destilada y 1 mL de H,SO,
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al 20% y se agité por 1 minuto. Se anadié6 50 uL
de solucion de KMnO, (0,1 N). El indice de oxida-
cion se reporté como el tiempo de decoloracion de
la solucién del KMnO, medido en segundos. Las
pruebas se realizaron a temperatura ambiente y
por triplicado.

Actividad antifangica in vitro

Método de la placa perforada. En cajas Petri estériles
de 90 mm de diametro se adicionaron 15 mL de medio
de cultivo PDA esterilizado a 121 °C por 15 minutos.
Se perforé el medio de cultivo y se anadi6 0.1 mL del
extracto etanolico del propédleos disuelto en una mezcla
etanol/tween (1 mL/0.5 g) a cinco niveles de concentra-
ciéon (1 mg L-1, 50 mg L-1, 100 mg L-1, 200 mg L-1 y
400 mg L-1) y se dejo gelificar a temperatura ambiente.
Seguidamente, se coloco el inéculo del hongo en discos de
6 mm de diametro, en el punto medio de cada caja Petri.
Las placas se incubaron seis dias a 25 °C y se midi6 el
diametro micelial en milimetros. cada 24 h. Se realizaron
los controles absoluto y solvente.

Las cepas de las seis especies de hongos utiliza-
das (Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Tri-
choderma sp., Colletotrichum sp. y Monilia sp.) fueron
donadas y caracterizadas morfologicamente por el la-
boratorio de Micologia del Instituto de Biotecnologia
de las Plantas de la Universidad Central Marta Abreu
de Las Villas, Cuba.

Para el analisis de los datos se emple6 el progra-
ma STATGRAPHICS Centuriéon ® y se aplicé Analisis de
Varianza (ANOVA) con tres factores (tiempo en dias,
tipo de hongo y tratamiento). Para los factores que re-
sultaron significativos se analizaron las diferencias de
los niveles con la prueba de comparaciones de Minima
Diferencia Significativa (LSD). Se utiliz6 un nivel de
confianza del 95%, y un nivel de potencia para de-
tectar diferencias significativas del 85% en el ANOVA.
Los tratamientos se realizaron por triplicado (tabla 1).

Tabla 1.
Factores y niveles del disefio experimental empleados durante la actividad
antifingica in vitro.

Factores Niveles

Tiempo (dias) 7, 14

Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp.,
Fusarium sp., Colletotrichum sp., Monilia sp.

1, 50, 100, 200, 400, Blanco absoluto, Blanco
etanol/tween

Hongos

Tratamiento (mg L)

Fuente: Elaboracion propia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades fisicoquimicas del propéleos crudo

Las muestras de propoéleos de Villa Clara, Cienfuegos y
Sancti Spiritus presentaron bajos contenidos de hume-
dad, 2.75%, 2.43% y 2.13%, respectivamente, compara-
do con valores establecidos por la norma del Ministerio
de Agricultura de Brasil (2001). La humedad es un fac-
tor desfavorable porque crea condiciones propicias para
el desarrollo de algunas especies de mohos y fermenta-
ciones en el almacenamiento de muestras crudas.

El contenido de cenizas fue inferior al 5% para
las muestras de Villa Clara (4.3), Cienfuegos y Sancti
Spiritus (4.1 y 3.9), que es el maximo permitido por
la norma internacional (Ministerio de Agricultura de
Brasil, 2001). La determinacién del contenido de ceni-
zas es particularmente importante para las muestras
crudas de propoleos, ya que indica la existencia de un
alto contenido de impurezas mecanicas como madera,
tierra, fragmentos vegetales o insectos, o una posible
adulteracion del material bruto por impurezas (Funari
& Ferro, 2006).

El contenido de ceras en todas las muestras su-
pero6 el limite establecido por la norma del Ministerio
de Agricultura de Brasil (2001), que acepta un valor
maximo de 40% (tabla 2). Un alto contenido de ce-
ras, en muestras de propdleos crudo, es desfavorable
porque en esta fraccion no se encuentran presentes
los compuestos fenélicos, que son los metabolitos se-
cundarios a los cuales se asocia la actividad biologica
(Ministerio de Agricultura de Brasil, 2001).

Ademas del contenido de ceras, otro parametro que
influye notablemente en la calidad del propéleos es el

contenido de resina soluble en etanol. Cuanto mayor
sea el valor de esta fraccion mejor sera, en términos
de rendimiento, la calidad del producto final, puesto
que es alli donde se encuentran los compuestos con
actividad biologica (Arrate, 2008).

En todas las muestras de propoéleos evaluados se
encontré que el contenido de sustancias extractables
con etanol (resinas) tuvo un valor bajo comparado
con la Norma de Ministerio de Agricultura de Brasil,
(2001) (10.44+£1.97). El bajo contenido de sustancias
extractables en etanol puede estar asociado a que las
especies vegetales circundantes a la colmena no sean
muy ricas en resinas con sustancias fenélicas (Chai-
llou & Maidana, 2004), o bien, a que durante la reco-
leccion, especialmente por el método de raspado, se
presente un manejo poscosecha inapropiado por parte
del apicultor, mezclando el propdleos con ceras e im-
purezas mecanicas inherentes al proceso (Chaillou &
Maidana, 2004).

Lo anterior concordé con los altos valores obte-
nidos de sustancias extractables en éter de petréleo
en las muestras estudiadas y el mayor contenido de
impurezas mecanicas en la muestra. Del mismo modo
que ocurre con las ceras, las impurezas mecanicas no
contienen principios activos, depreciando el valor bio-
légico del producto. Valores superiores al 25% refle-
jan una baja pureza del propoéleos de acuerdo con los
estudios realizados por Arrate (2008). Sin embargo,
a pesar del alto contenido de sustancias extractables
en éter de petroleo y la baja proporcion de resinas, el
propoleos presentd un indice de oxidaciéon inferior al
valor maximo establecido en la norma (22 s). A partir
de la informacion, se puede deducir que el propéleos
posee una alta cantidad de compuestos oxidables. A

;?gpl)?e(ziédes fisicoquimicas de los propéleos recolectados en diferentes provincias de Cuba.
Parametros pAlEIClass
xtDE
Cenizas (%) 0.68 £ 0.21
Humedad (%) 2.75+0.17
Extractable Eter (%) 53.25 + 0.67
Extractable EtOH(%) 15.34 £ 1.62
Insolubles (%) 27.16 £ 1.66
Indice de oxidacién (s) 16.85 + 2.58
Rango de fusion (°C) 67-81

Leyenda: n =3 DE = Desviacion estandar.

Fuente: Elaboracion propia.
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Cienfuegos Sancti Spiritus Limite calidad
x+DE x+DE Norma Brasil
0.78 £0.19 0.87 £0.45 Méaximo 5%
2.43£0.15 2.13 +0.06 Maximo 10%
51.21 £0.78 45.22 £ 1.51 Maximo 40%
13.34 £ 1.97 12.82 £ 2.27 Minimo 30%
28.21 +1.77 26.37 +1.37 Maximo 25%
18.25+2.49 30.23 £ 3.02 22 s
66-82 65-81 -
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mayor concentracion de este tipo de compuestos es
menor el tiempo de decoloracién y, por lo tanto, mejor
la calidad del producto en aplicaciones como antifin-
gico. Por su parte, este indicador es un parametro
ampliamente utilizado para evaluar los propodleos, ya
que se relaciona con algunas de sus actividades bio-
loégicas y con la presencia de compuestos fendlicos.
Palomino, Garcia, Gil, Rojano & Durango (2009) re-
portan una diferencia similar en el valor de muestras
colectadas en el mismo apiario, la cual correlaciono
positivamente con el contenido de fenoles y flavonoi-
des totales, y la actividad inhibidora de radicales y
antioxidante in vitro.

La presencia de diterpenos tipo labdano ha sido
reportada recientemente en propdleos de Colombia
(Meneses, Durango & Garcia, 2009), Grecia (Popota,
Chinou, Marekov & Bankova, 2009) e Italia los propo-
leos no tienen gentilicio (Trusheva, Popova, Bankova,
Tsvetkova, Naydensky & Sabatini, 2003). Diferentes
plantas de las familias Pinaceae y Cupressaceae son
una posible fuente de los propédleos evaluados. Estas
se corresponden con la vegetacion predominante en
nuestro experimento (Pinus caribaea L. y Cupressus
lusitanica) cerca de los apiarios de donde se colectd
la muestra.

Actividad antifingica in vitro del extracto
etanolico de propdleos

La actividad del propdleos en el control de hongos
fitopatégenos ha sido poco explorada. Los microorga-
nismos utilizados en los bioensayos se seleccionaron
segun la incidencia y la importancia econémica que
presentan. E1 ANOVA para la actividad antifingica de
los propoéleos obtenidos no mostré diferencias signifi-
cativas (p < 0.05) en la inhibicién del crecimiento, en

Tabla 3.
Crecimiento micelial segun el tipo de hongo y procedencia del prop6leos.

Hongos
Villa Clara

Penicillium sp. 23.65+0.152
Aspergillus sp. 23.92+0.14
Fusarium sp. 23.25+0.152
Trichoderma sp. 25.15+£0.15°"
Colletotrichum sp. 32.28 £0.15°¢
Monilia sp. 36.79 £0.15¢

DIREGEIGN DE APOYO ALAINVESTIGAGION Y AL POSGRADD

la interaccién tipo de hongo respecto del tratamien-
to aplicado. (1 - 400) (figura 1.) Los tres extractos de
propdleos mostraron la mayor actividad antifingica
contra los hongos Fusarium sp. y Aspergillus sp., para
todas las concentraciones y durante las 168 h de eva-
luacioén (tabla 3).

Los extractos etandlicos de los propéleos evaluados
son relativamente mas eficientes, en el control de hon-
gos fitopatégenos, respecto a aquéllos de origen nigeria-
no reportados en la literatura, los cuales presentaron
inhibiciones del crecimiento micelial del hongo Colleto-
trichum lindemutianum a concentraciones mayores al
5% (Obasa, Adeoti, Enikuomehin & Bodunde, 2007).

Para todos los microorganismos se determiné que
los menores crecimientos fangicos corresponden al
tratamiento de mayor concentracion de propoéleos. Por
tanto, se establecié que el crecimiento radial para to-
dos los hongos es dependiente de la concentraciéon del
extracto. En una proporcion inversa, un aumento en la
concentracion incrementa la inhibicion del crecimien-
to micelial. Particularmente, el propodleos tiene el ma-
yor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los hongos
evaluados a los niveles de concentracion empleados
(tabla 4). Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Curifuta, Vidal, Sanchez, Contreras, Salazar & Al-
vear (2012) al evaluar la actividad antifingica in vitro
de un extracto comercial de propéleos chileno contra
seis hongos de interés agricola (tabla 4).

Las diferencias en la actividad antifingica por
efecto de concentracién posiblemente estén asociadas
a un mayor contenido de los metabolitos bioactivos
del tipo diterpénico, flavonoide y fenélico presentes en
el extracto (Markham et. al., 1996).

Crecimiento micelial (mm)

Cienfuegos Sancti Spiritus
22.45+0.14 22.15+£0.14 *
21.82+0.13¢ 23.32+0.15®
23.65+0.15% 21.22 £0.132
23.10+0.15= 22.65+0.15®
31.18 £0.15° 30.45£0.15°¢
37.18 £0.16 ¢ 37.19+£0.16 ¢

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de minimas diferencias significativas (LSD).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1. Inhibicion del crecimiento fungico por tipo de hongo y procedencia del propéleos.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 4.

Efecto de la concentracion y la procedencia del propoleos sobre el crecimiento micelial de los hongos propéleos.

Tratamiento (ug. mL™)

Villa Clara
400 24.71+0.25¢*
200 25.25+£0.252
100 26.13+0.25°
50 27.47 £0.25°
Control solvente 31.86£0.25¢
Control absoluto 32.92+0.25°

Crecimiento micelial (mm.)

Cienfuegos Sancti Spiritus
23.21+£0.25¢ 23.11£0.25¢®
24.15+£0.25* 25.11 £0.25*
27.15+0.25°" 26.65+0.25°
27.38+0.25° 27.25+0.25"
31.76 £0.25¢ 31.65+0.25¢
32.82+0.25° 32.72+0.25f

Letras diferentes indican diferencias significativas en la columna (p <0.05) segun la prueba de diferencias minimas significativas (LS).

Fuente: Elaboracion propia.

CONCLUSIONES

1. Las propiedades fisicoquimicas de los propo-
leos recolectados en las provincias de Villa Cla-
ra, Cienfuegos y Santis Spiritus no presentaron
variaciones en las caracteristicas evaluadas en-
tre si y respecto de las normas del Ministerio de
Agricultura de Brasil (2001).

2. Los propdleos de Villa Clara, Cienfuegos y
Santis Spiritus exhiben caracteristicas fisico-
quimicas y biolégicas aceptables para su utili-
zacion como inhibidores del crecimiento de los
hongos estudiados.
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