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RESUMEN

Se evalué la actividad antibacteriana y anti-
oxidante de propoleos procedentes de Magdale-
na de Kino (MKP) y Sonoyta (SP), dos regiones del
estado de Sonora en el noroeste de México. Las
actividades antibacterianas y antioxidantes se
determinaron por los métodos de microdilucion
en caldo y DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo) res-
pectivamente. MKP y SP presentaron una mayor
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus y Vibrio cholerae y escasa actividad frente
a Escherichia coli. MKP mostré la mayor actividad
frente a S. aureus, sequido de V. cholerae y E. coli
con una concentracion minima inhibitoria (CMI, )
de 200,0 pg/mL, 400,0 pg/mL y >400,0 pg/mL
respectivamente. SP present6 una CMI, >400,0
pg/mL frente a cada uno de los microorganismos
ensayados. Ademads, MKP exhibi6 moderada
actividad antioxidante (35,0+0,4% a 100 ug/mL)
en comparacion con la vitamina C (94,0+£0,1% a
70,0 umol/L). SP presentd menor actividad anti-
oxidante (4,0+0,1% a 100 pug/mL). Los resultados
obtenidos en nuestro trabajo permiten una ca-
racterizacion parcial de la actividad biolégica de
MKP y SP. Los extractos metandlicos de propoleos
de Magdalena de Kino y Sonoyta presentan una
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buena a moderada actividad antibacteriana fren-
te a S. aureus, V. cholerae y E. coli, asi como una
baja a moderada actividad antioxidante.

Palabras clave: actividad antibacteriana, antio-
xidante, propdleos.

ABSTRACT

The antibacterial and antioxidant activities
of propolis collected from two different areas of
Sonora State [Magdalena de Kino propolis (MKP),
and Sonoyta propolis (SP)] in northwestern Mexico
were evaluated. The antibacterial and antioxidant
activities of MKP and SP were determined by
the broth microdilution method and the DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydracyl) assay, respecti-
vely. Both propolis samples showed antibacterial
activity against Staphylococcus aureus and Vibrio
cholerae and scarce activity against Escherichia coli.
The MKP showed the highest antibacterial activity
against S. aureus, followed by V. cholerae and E. coli
with a minimal inhibitory concentration (MIC,) of
200.0 pg/mL, 400.0 ug/mL and >400.0 pg/mL, res-
pectively. The MKP sample showed antibacterial
activity against V. cholerae (MIC,, 400,0 pg/mL).
The SP exhibited MIC, of >400.0 ug/mL against all
the microorganisms studied. Additionally, MKP ex-

Volumen X1V, NUmero 3

9



Navarro Navarro et al: BIOtecnia / XIV (3): 9-15 (2012)

hibited moderate antioxidant activity (35.0+0.4%
at 100 pg/mL) in comparison with that of vitamin C
(94.0+£0.1% at 70.0 pmol/L). Low values of antioxi-
dant activity were obtained for SP (4.0+0.1% at 100
pug/mL). These results allow for a preliminary biolo-
gical activity characterization of MKP and SP. These
methanolic extracts have a good to moderate an-
tibacterial activity against S. aureus, V. cholerae and
E. coli, and a low to moderate antioxidant activity.

Keywords: antibacterial activity, antioxidant,
propolis.

INTRODUCCION

Las abejas (Apis melliferaL.) recolectan resinas
excretadas en yemas, hojas y exudados de plantas
cercanas a la colmena y las mezclan con cera para
formar lo que se conoce como propéleos (Sahinler
y Kaftanoglu, 2005). Los propodleos han sido utiliza-
dos para el tratamiento de diversas enfermedades
en la medicina tradicional de diversos pueblos
en muchas regiones del mundo (Bankova, 2005).
Estudios recientes han demostrado que los pro-
poleos poseen actividad antibacteriana, antiviral,
antifingica, antiinflamatoria, anticancerigena, he-
patoprotectora y antioxidante, lo que ha generado
gran interés en la industria farmacéutica (Farré,
2004; Bankova, 2005). La composiciéon quimica de
los propdleos y su actividad bioldgica depende del
tipo de vegetacién que se encuentra en un radio
de 3 a 4 kildmetros alrededor de la colmena (Bo-
sio et al., 2003). Diversos informes indican que las
muestras de propoéleos de Europa, América del Sur
y Asia presentan diferente composicion quimica y
actividad bioldgica (Bankova et al. 2002; Salomao
et al. 2004; da Silva et al. 2006), pero son pocos los
estudios provenientes de regiones aridas y semia-
ridas del continente americano (Wollenweber y
Buchmann, 1997; Munoz et al. 2001; Russo et al.
2004). Los propoleos son utilizados como aditivos
en bebidas y alimentos y como suplementos nutri-
cionales para mejorar la salud y prevenir enferme-
dades (Banskota et al. 2001). Por lo anterior, existe
el interés por estudiar la actividad biolégica de
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propoleos recolectados de diferentes regiones del
Estado de Sonora, México. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la actividad antibacteriana de
dos extractos metandlicos de propdleos de las
regiones de Magdalena de Kino y Sonoyta, Sonora
frente a Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae y
Escherichia coli, especies bacterianas que pueden
causar enfermedad en el ser humano y se les ha
relacionado con multirresistencia a los antibidticos
(Foster, 2004; Rodriguez-Bano y Navarro, 2008;
Kitaoka et al. 2011), asi como su actividad antioxi-
dante.

MATERIALES Y METODOS
Propodleos

Se recolectaron durante el mes de abril
de 2009 por el método de raspado de colme-
nas ubicadas en las regiones de Magdalena de
Kino (30°36'41.8"N;110°57'32.7"W) y Sonoyta
(31°51'43.9”N; 112°50°36.2"W), Sonora, a 770y 386
metros sobre el nivel del mar respectivamente. Las
muestras se almacenaron en la oscuridad a -20°C.

Extractos Metandlicos de Propdleos (EMP)

Las muestras de propodleos, previamente
maceradas, se sometieron a extraccion con 300 mL
de metanol, en agitacion, a temperatura ambiente
por 24 horas. Después de su filtracion con papel
filtro, el metanol fue evaporado en un rotavapory
posteriormente en un horno al vacio a 40°C por 24
horas. Los EMP se almacenaron en la oscuridad a
-20°C (Velazquez et al., 2007). Antes de los ensayos,
50,0 mg de los EMP se disolvieron en 1,0 mL de
dimetilsulfoxido (Merck) hasta una concentracién
final de 50,000 pg/mL.

Cepas Bacterianas

Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus
aureus ATCC 6538P fueron donadas por el cepario
del Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
de la Universidad de Sonora. Vibrio cholerae no O1
fue donado por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica. Las cepas bacterianas fueron conservadas
a-20°C en caldo BHI con glicerol al 15,0%.
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Actividad Antibacteriana

Se determiné utilizando el método de mi-
crodilucion en caldo (Velazquez et al., 2007). Se
tomaron por triplicado 200 uL de cada una de las
concentraciones de los propoéleos y se deposita-
ron en microplacas de 96 pozos de fondo plano.
A un conjunto de estos pozos se les adicioné el
inoculo bacteriano y se preparé otro conjunto sin
bacterias. Ademas se prepararon tres pozos con
200 pL de caldo de cultivo conteniendo el anti-
bidtico gentamicina (12 ug/mL), tres pozos con
200 uL de caldo de cultivo con la maxima concen-
tracion de solvente al que las bacterias estuvieron
expuestas en los pozos de prueba y tres mas con
caldo de cultivo como control de esterilidad. Los
pozos de pruebay los controles se inocularon con
15 pL de una suspensiéon bacteriana previamente
estandarizada (108 UFC/mL). Después de la inocu-
lacion, la placa se incubd a 36°C y se ley6 la den-
sidad optica a 620 nm (DO, ) de los pozos a las 0,
6, 12,24y 48 h. La densidad 6ptica de los pozos
de prueba fue corregida al sustraerles la densidad
Optica de los pozos con caldo y propéleos. Con
las lecturas se realizaron curvas de desarrollo bac-
teriano, graficando tiempo vs DO, . El porcentaje
de inhibiciéon y la minima concentracion inhibi-
toria (MCI) se determiné aplicando la siguiente
formula (Baizman et al. 2000):

DO bacterias sin (DO concentracion DObactenas sin
tratamlento de prueba tratamiento

(en donde DO representa la densidad 6ptica a 620
nm).

La maxima concentracion del solvente pre-
sente en los pozos de prueba, no interfirié con el
desarrollo bacteriano en los pozos con bacteria sin
tratamiento.

Actividad Antioxidante

Se determiné evaluando la capacidad de
los EMP para estabilizar el radical libre 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH), utilizando el método
descrito por Velazquez et al. (2007). Diferentes
concentraciones de propodleos se mezclaron por

triplicado con volumenes iguales de una solucién
etanolica de DPPH (Sigma-Aldrich) (300 pmol/L) y
se agitaron en vortex por 10 segundos. Después de
30 minutos a temperatura ambiente y en oscuri-
dad, se hicieron lecturas de absorbanciaa 517 nm.
La actividad antioxidante se expreso6 en porcentaje
comparando la absorbancia de la prueba con la del
control constituido por DPPH y etanol. Se utiliz6 el
acido ascorbico (vitamina C) (Sigma-Aldrich) (70.0
pumol/L) como un antioxidante estandar.

Analisis Estadistico

Se hizo un analisis de varianza y prueba de
Tukey-Kramer utilizando el programa de cémputo
NCSS 2000 (Number Cruncher Statistical Software),
se considero significativa una p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de determinar la actividad an-
tibacteriana, evaluamos el efecto de los EMP
sobre el desarrollo de una bacteria Gram positiva
(Staphylococcus aureus) y dos Gram negativas
(Escherichia coli y Vibrio cholerae no O1). El EMP
de Magdalena de Kino (PMK) demostré una fuerte
actividad antibacteriana frente a S. aureus (Mdl,,
200,0 pug/mL) (figura 1, tabla 1). PMK presenté
una inhibicion del desarrollo de S. aureus cercana
al 100% tanto a la concentraciéon de 400,0 como
200,0 pg/mL, a las 24 horas de incubacion (tabla
1). El efecto inhibitorio se presenté de una manera
dependiente de la concentracién. PMK presenté
una MCl,, de 400,0 pg/mL frente a V. cholerae no
O1, mientras que la concentracion de 200,0 ug/
mL inhibié el 83,0% del desarrollo a las 24 horas
de incubacion (tabla 1). PMK present6 una MCl,,
>400,0 pg/mL frente E. coli. PMK tuvo un efecto
inhibitorio moderado frente a E. coli, con un 72,0%
de inhibicién a la maxima concentraciéon ensayada
(400,0 ug/mL) (Aigura 1, tabla 1). El EMP de Sonoyta
(PS) demostré un menor efecto antibacteriano, ya
que present6 una MCl,  >400,0 ug/mL frente a los
tres microorganimos ensayados. SP inhibio el 88,0,
79,0y 34,0% del desarrollo de V. cholerae no O1, S.
aureus 'y E. coli, respectivamente a las 24 horas de
incubacion (tabla 1).
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Figura 1. Efecto de diferentes dosis de extractos
metandlicos de propdleos de Magdalena de Kino
(MK) y de Sonoyta (PS) sobre la cinética de desa-

rrollo de S. aureus, E. coli 'y V. cholerae O1. 400,0 pg/
mL (m), 200,0 pg/mL (A), 100,0 pg/mL (¥), 50,0 ug/mL (@),
0.0 ug/mL (@), gentamicina (o) (12, ug/mL). Los datos son la
media + la desviacion estandar de n = 3. Las diferencias signi-
ficativas (p<0,05) se indican con asteriscos.
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Figure 1. Effect of different doses of methanolic ex-
tracts from propolis from Magdalena de Kino (MK)
and Sonoyta (PS) on growth of S. aureus, E. coli and
V. cholerae O1. 400,0 ug/mL (m), 200,0 ug/mL (A), 100,0
pg/mL (), 50,0 ug/mL (®), 0.0 pg/mL (e), gentamycin (o)
(12, pg/mL). Values represent the Average + standard devia-
tions of n = 3. Significant differences (p<0.05) are indicated
with asterix.
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Tabla 1. Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de propéleos de Magdalena de Kino y So-

noyta, Sonora.

Table 1. Antibacterial activity of propolis methanolic extracts from Magdalena de Kino and Sonoyta, Sonora.

Porcentaje de inhibicion

Propodleos de Magdalena de Kino

Propodleos de Sonoyta

Concentracién V. cholerae

V. cholerae

(ug/mL) S.aureus 1001 E. coli S. aureus o O1 E. coli
400,0 99,02 98,0° 72,0° 79,0° 88,92 34,0°
200,0 99,52 83,0° 52,0° 57,0° 84,02 23,0°
100,0 78,00 15,0¢ 29,0¢ 40,0¢ 15,0° 19,0°

50,0 26,0¢ 30,0¢ 22,0¢ 23,0¢ 30,0¢ 17,0b

Diferentes superindices entre lineas representan diferencia significativa (p<0.05).

Estos resultados concuerdan con informes
previos en los que los EMP presentan una mayor
actividad antibacteriana frente a bacterias Gram
positivas (Pepeljnjak y Kosalec, 2004; Uzel et al.,
2005). Pepeljnjak y Kosalec (2004), evaluaron la
actividad antibacteriana de propodleos de dos
regiones de Croacia frente a aislamientos clinicos
de S. aureus sensibles y resistentes al antibidtico
meticilina, encontrando una MCl, mayor (650-
5,680 ug/mL) a la obtenida para PMK. Salomao et
al. (2004) evaluaron el efecto antibacteriano de
una muestra de propdleos de Bulgaria frente a un
aislamiento de S. aureus sensible y uno resistente
al antibiotico meticilina, encontrando una MCl,, de
102,0 y 409,0 ug/mL respectivamente, resultados
semejantes a los obtenidos en el presente trabajo
al evaluar la actividad de MKP frente a S. aureus. En
Turquia, Uzel et al. (2005), evaluaron la actividad
antibacteriana de 4 muestras de propdleos, en-
contrando MCI,, menores (8-128 ug/mL) a los del
presente trabajo, frente a S. aureus ATCC 6538P y E.
coli ATCC 11230. Velazquez et al. (2007) evaluaron
la actividad antibacteriana de EMP de tres regiones
del Estado de Sonora, Ures, Caborca y Pueblo de
Alamos. Los EMP demostraron una fuerte actividad
antibacteriana frente a S. aureus con una MCl, de
100,0 pg/mL y 200,0 ug/mL para los propoleos de
Ures y Caborca respectivamente y una baja activi-
dad frente a las especies de microrganismos Gram

negativos E. coli y Pseudomonas aeruginosa (MCl,
>400,0 pg/mL). Velazquez et al. (2007) también
determinaron que algunos constituyentes de los
EMP como el éster fenetilico del acido cafeico y
los flavonoides pinocembrina y 3-O-acetato de
pinobanksina presentaron una fuerte actividad
antibacteriana frente a S. aureus con MCl,, de
0,1, 0,4 y 0,8 mM respectivamente. La diferente
actividad antibacteriana entre los propdleos de
distintas regiones pudieran ser debidas a diferen-
cias cualitativas y cuantitativas en su composicion
quimica, asi como diferencias en la aplicacién de
metodologias que no han sido estandarizadas para
evaluar la actividad antibacteriana de compuestos
naturales (Cushnie y Andrew, 2005). La actividad
antioxidante de PMK'y PS se determiné evaluando
su capacidad para neutralizar el radical libre DPPH.
Las actividades antioxidantes de los EMP presen-
tan un efecto dosis respuesta y se muestra en la
figura 2. PMK presenté una actividad antioxidante
del 35,0+0,4% a la maxima concentracion ensaya-
da (100,0 pg/mL), mientras que el PS presenté una
escasa actividad antioxidante, menor al 4,0+0,1%
a la maxima concentracién probada (100,0 ug/
mL) (figura 2). Veldzquez et al. (2007), utilizaron el
método de neutralizacion del DPPH y encontraron
una actividad antioxidante de 75,0, 26,0 y 22,0%
para los EMP de Ures, Caborca y Pueblo de Alamos
(Sonora, México), respectivamente; mientras que
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Moreira et al. (2008), utilizando el mismo método,
informaron que los extractos metandlicos de
propoleos de Portugal presentan hasta 94,0% de
actividad antioxidante a una concentraciéon de
20,0 pg/mL.
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Figura 2 Actividad antioxidante de los EMP de
Magdalena de Kino (PMK) y Sonoyta (PS). Las di-
ferencias significativas (p<0,05) con respecto a los
valores del control se indican con asteriscos.

Figure 2 Antioxidant activity of PME from Magda-
lena de Kino (PMK) and Sonoyta (PS). Significant
differences (p<0.05) regards to control values are
indicated with an asterix.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados aportan conocimientos
que permiten caracterizar parcialmente la activi-
dad bioldgica de propdleos provenientes del Es-
tado de Sonora. Los EMP de Magdalena de Kino y
Sonoyta presentan actividad antibacteriana contra
S. aureus y V. cholerae y una escasa a moderada ac-
tividad antioxidante. Es necesario realizar estudios
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que permitan conocer la composiciéon quimica de
PMK'y PS y los efectos biolégicos de dichos com-
ponentes.
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