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ORIGINAL
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RESUMEN

Objetivo. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y la actividad antimicrobiana de propdleos
de Apis mellifera, provenientes del municipio de Caldas, obtenidos por dos métodos de recoleccion.
Materiales y métodos. Se utilizaron dos métodos de recoleccion: de raspado y trampa plastica.
Se establecid el contenido de cera, ceniza, material insoluble y resina de los propdleos crudos.
Al extracto etandlico de los propdleos se les determind el perfil cromatografico (GC-MS) vy el
espectro UV; ademas, se evalud la actividad antimicrobiana in vitro frente a hongos (Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Colletotrichum acutatum y C. gloesporioides), y bacterias (Salmonella tiphy, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli). Resultados. El material obtenido mediante malla
matrizada presentd un perfil quimico amplio, buena actividad antimicrobiana y mejores parametros
de calidad, de acuerdo con estandares establecidos por normas internacionales que los propdleos
obtenidos por el método de raspado. Ademas, pudo observarse que la accion antimicrobiana de
los propdleos fue dependiente de la concentracion del extracto y del hongo o bacteria evaluada.
Conclusiones. La composicion quimica y la actividad antibacteriana y antifingica de los propdleos
estan relacionadas con el método de recoleccidn. El presente estudio aporta informacion para la
seleccidn de la técnica de cosecha del propdleo de acuerdo con la aplicacidn que se desee dar.

Palabras clave: caracteristicas, propiedades antibacteriales, propiedades fisicoquimicas, propoleos
(Fuente:CAB).
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ABSTRACT

Objective. To determine the physicochemical characteristics and the antimicrobial activity in propolis
from Apis mellifera, collected in the municipality of Caldas through two harvesting procedures.
Materials and methods. Two harvesting methods were used: Scraping and plastic screens. The
wax, ash, insoluble material and resin in raw propolis contents were established. The chromatographic
profile (GC-MS) and the UV spectra of the ethanolic extract of propolis were recorded. In addition,
In vitro antimicrobial activity of ethanolic extract of propolis was evaluated for fungi (Aspergillus
sp., Penicillium sp., Colletotrichum acutatum and C. gloeosporioides) and bacteria (Salmonella
tiphy, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Escherichia coli). Results. The material obtained
through the use of the plastic screen presented a broad chemical profile, high antimicrobial activity
and better quality parameters compared to the propolis obtained by scraping, according with
international regulations. Moreover, the study indicated that the antimicrobial action of this propolis is
dependent on the concentration of the extract used and the microorganism evaluated. Conclusions.
The chemical composition and antibacterial and anti-mycotic activity of propolis is related to the
harvesting method. This study provides information for selecting the propolis harvesting method,

according to its desired application.

Key words: antibacterial
(Source:CAB).

INTRODUCCION

El propdleos es una sustancia obtenida por las
abejas mediante la adicidn de cera y secreciones
salivares al material gomoso o balsamico, que
recolectan de las hojas y grietas en la corteza
de numerosas especies vegetales. Ademas de
ser el material de construccidén de la colmena,
el propdleos es empleado por las abejas como
“arma quimica” contra los microorganismos pa-
togenos; la presencia de esta sustancia al in-
terior de la colmena proporciona un ambiente
inadecuado para el crecimiento de bacterias y
otros microorganismos. A este producto apicola
le atribuyen efectos antiinflamatorios (1), in-
munomodulatorios (2), hepatoprotectores (3),
anticariogénicos (4), carcinoestaticos, (5), an-
timicrobianos (6), antivirales (7), antioxidantes
(8) y antifungicos (9); con aplicaciones a mi-
cosis dermatoldgica restringida casi exclusiva-
mente al género Candida (10). Sin embargo, en
alimentos son escasos los estudios relacionados
con el control de hongos fitopatégenos o como
posible preservante (9,11).

El propdleos es una mezcla compleja de
sustancias naturales que contiene una gran
variedad de compuestos quimicos (12); entre
las moléculas farmacoldgicamente activas
se destacan flavonoides y Aacidos fendlicos vy
sus ésteres (13). No obstante, en muestras
provenientes de paises del tropico, que también
presentan una actividad bioldgica similar, se
han encontrado moléculas del tipo terpenoide,
derivados prenilados de &cidos p-cumaricos,
lignanos, y benzofenonas preniladas, lo cual
sugiere que laactividad es debida a la combinacién

properties, characteristics, physicochemical properties,

propolis

y sinergias de diferentes compuestos (14). La
composicién del propdleos depende en gran
medida del origen botanico (15), especie de
abeja (14), época y método de recoleccién. Con
respecto a este ultimo factor, aunque existen
varios métodos de recoleccion de este material,
se han utilizado principalmente el método
tradicional de raspado y el empleo de mallas
plasticas. Generalmente, del primero se obtienen
propoleos con gran cantidad de impurezas
(16) y contaminantes, como metales pesados
(plomo, hierro y cobre) que pueden provenir de
la atmdsfera o ser incorporados en la cosecha
y la extraccién (17). Por su parte los propodleos
en bruto obtenidos de las mallas, normalmente
presentan mejor calidad, con pocas impurezas
y libres de contaminantes (18). Como resultado
de la diversidad en la composicion quimica de
este producto apicola y el empleo generalizado
en la industria, se ha hecho necesario el control
de calidad y la normalizacién del propodleos
crudo y sus productos. Con este fin, se han
establecido metodologias de trabajo en
diferentes normas internacionales, entre las
que se incluyen el reglamento técnico para la
fijacion de identidad y calidad de propdleos del
Ministerio de Agricultura de Brasil (19).

En el presente trabajo se evalud la composicion
quimica y la actividad antimicrobiana de los
propoleos provenientes del municipio de Caldas
(Antioquia, Colombia), colectados en un mismo
apiario por los métodos: tradicional de raspado
y malla matrizada.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y obtencion de propoéleos.
Los propdleos se obtuvieron en el apiario La
Alianza del municipio de Caldas (Antioquia-
Colombia), ubicado a 22 km de Medellin y a
una altura de 1759 msnm. Las muestras se
colectaron en época de verano, durante los
meses de junio-julio de 2007, por los métodos
de raspado (CR) y malla plastica (CM) (malla
flexible con orificio romboide de 3 x 3 mm) hasta
obtener una muestra representativa del apiarioy en
cantidad suficiente para los andlisis. La vegetacion
predominante alrededor de los apiarios consiste
de Eucalyptus glébulos, Pinus patula, Cupressus
lusitanica Miller y rastrojo nativo. El material
se almacend bajo refrigeracion y en ausencia
de luz, en el laboratorio de Productos Naturales
de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin. Previo al analisis, las muestras se
trituraron y homogenizaron.

Preparacion de los extractos. Se pesaron
30 g de los propdleos crudos, los cuales se
sometieron a extraccion exhaustiva con etanol
destilado del 96% (3 x 100 mL) durante 48 h
a temperatura ambiente y en ausencia de luz.
Seguidamente, la mezcla se centrifugd a 3000
rpm durante 10 min y se filtr6 por gravedad.
Al filtrado obtenido se le adiciond 10 mL de
agua destilada y se dejo en refrigeracion hasta
precipitar las ceras (12 h, aproximadamente).
El ciclo de refrigeracion se repitidé hasta no
observar ceras precipitadas. Después de filtrar,
el extracto etanodlico se sometid a un proceso
de evaporacion al vacio y temperatura de
40°C, hasta sequedad. La resina obtenida fue
envasada en viales ambar y refrigerada a -12°C
hasta posterior utilizacion.

Propiedades fisicoquimicas. Los analisis
se realizaron por triplicado. Los métodos
utilizados correspondieron a los reportados
en normas internacionales (19), los cuales
se describen brevemente: Cenizas; consiste
en calcinar una porcion de muestra en mufla a
500°C, y llevar a peso constante. La norma fija
un contenido maximo del 5%. Humedad; se
determind mediante método termogravimétrico,
que consiste en secar una porcion de muestra en
estufa a 105 = 2°C, y llevar a peso constante. La
norma establece un contenido maximo del 10%.
Extractables en éter; se realizd por gravimetria
del residuo obtenido mediante una extraccidn
con éter de petrdleo (40-60°C) en un equipo
Soxhlet, durante 8 h, posterior destilacion del
solvente y secado del extracto en estufa a
105°C hasta peso constante. Se establece un
contenido maximo del 40%. Extractables en
etanol; se determind por gravimetria de las

resinas obtenidas mediante una extraccidon con
alcohol etilico (96%), en un Soxhlet, a partir del
residuo soélido obtenido en el dedal después de
determinar el material extractable con éter de
petrdleo. Posteriormente se destild el alcohol a
presion reducida y la resina obtenida se secé en
estufa a 105°C; se llevo a peso constante. Se
define un contenido minimo del 30%. Material
insoluble; después de la extraccion con etanol,
el residuo remanente en el dedal se secé en
una estufa a 40°C hasta peso constante. La
norma plantea para este parametro un maximo
del 25%. Puntos de fusion; se determiné
en un fusidmetro Fischer Scientific. Indice
de oxidacién; se realiz6 de acuerdo con la
metodologia descrita por Salamanca et al (20), con
algunas modificaciones. Se pesé 0.2 g de propdleo
en un frasco ambar con tapa; posteriormente se
adiciond 3 mL de etanol destilado (96%) y se dejo
en agitacion por 48 h a 25°C. La mezcla obtenida
se filtro lentamente a través de un papel de
filtro. Seguidamente, se tomo 1 mL del filtrado y
se diluy6 con agua destilada hasta 25 mL en un
balén aforado. De esta disolucidn se vertieron
0.5 mL a un tubo de ensayo, se adiciond 0.5 mL de
agua destilada y 1 mL de H,SO,4 al 20% vy se agit6
durante 1 min. Seguidamente se afiadié 50 pL de
solucién de KMnO,4 (0.1 N). El indice de oxidacién
se reporté como el tiempo de decoloracion de la
solucién del KMnO,4 medido en segundos. Las
pruebas se realizaron a temperatura ambiente
y por triplicado. Absorbancia especifica del
espectro UV-Vis; se obtuvo para el extracto
etandlico por el método de Miyataka et al (21).
El espectro de absorcion UV-Vis y la absorbancia
a la longitud de onda de maxima absorcién
(Amax), a partir de la cual se calculd el valor
(EX¢), se midieron en un espectrofotometro
Shimadzu UV 1800. Los extractos etandlicos del
propdleos al 1% fueron diluidos con etanol del
95% hasta obtener soluciones en el rango de
absorbancia de 1 a 2.5 unidades.

Perfil cromatografico. El analisis por
cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM) se realizé en un cromatografo
de gases Varian 3800 acoplado a un detector
de masas Saturn 2000 (tipo trampa de iones).
La separacion se llevd a cabo en una columna
HPS-MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pym, Agilent
Technologies). Las muestras de propdleos, previo
al analisis, fueron derivatizadas (metilacion)
usando el método descrito por Markham et al
(22); una alicuota de 400 pL (10 mg mL1) del
extracto de propdleo, se combind con una solucién
de CH,N5 (400 pL) en un vial de vidrio; la mezcla
resultante se refrigeré durante 4 horas para
permitir la metilacién completa. Un volumen de
muestra de 1 pL se inyectd y analizd mediante
CG-EM. La temperatura inicial de la columna
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fue de 100°C, la cual se elevd a 280°C y se
mantuvo por 15 min, siendo 45 min el tiempo
total de analisis. La inyeccidn se realizd en
modo splitless a 250°C. Se utilizé helio como
gas de arrastre a un flujo de 1 mL min-L. Los
picos fueron identificados por comparacion con
la base de datos Nist 02.

Actividad antifangica in vitro. Se empleo
el método de la placa perforada. En cajas de
Petri estériles (90 mm de didmetro) se adiciond
15 mL de medio de cultivo (PDA), previamente
esterilizado, a una temperatura de 50°C.
Seguidamente, se adicion6 el extracto etandlico
del propéleo disuelto en un mezcla etanol/tween
(1 mL/0.5 g), a 5 niveles de concentracion (50,
100, 250, 500, 1000 mg/L) y se dejo gelificar
a temperatura ambiente. Posteriormente,
se colocaron indculos del hongo de 6 mm de
didmetro, en el punto medio de cada caja Petri
que contenia el medio de cultivo (PDA) con la
cantidad necesaria del extracto a evaluar. Las
placas se incubaron 6 dias a 25°C y se midid
en milimetros el diametro micelial cada 24 h.
Adicionalmente, se realizaron los respectivos
controles absoluto y solvente. Las cepas de las
tres especies de hongos utilizadas (Aspergillus
sp., Penicillium sp., Colletotrichum acutatumy C.
gloesporioides), fueron donadas y caracterizadas
morfolégicamente por el Laboratorio de
Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional
de Colombia. Para el analisis de los datos se
empled el programa STATGRAPHICS Centurion
y se aplicd Analisis de Varianza (ANOVA) con
tres factores (tiempo en horas, tipo de hongo
y tratamiento). Para los factores que resultaron
significativos se analizaron las diferencias de
los niveles con la prueba de comparaciones
LSD “Diferencia Minima Significativa”. Se utilizé
un nivel de confianza del 95%, y un nivel de
potencia para detectar diferencias significativas
del 85% en el andlisis de varianza. Los
tratamientos se realizaron por triplicado. En la
tabla 1 se presenta la conformacién del disefio
experimental.

Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental.

Factores Niveles

Tiempo (horas) 24,48, 72, 96, 144, 168

C. acutatum, C. gloeosporiodes

Hongo Penicillium sp. Aspergillus sp.

100, 250, 500, 1000
Blanco absoluto
Blanco etanol/tween

Tratamiento (ppm)

Actividad antibacterianain vitro. La actividad
antibacteriana se evaludé por el método de
difusion en disco en agar Mueller-Hilton inoculado
con la cepa indicadora correspondiente. En la
superficie del agar se depositaron discos de
papel de filtro de 6 mm de didmetro y tamano
de poro de 100 uym previamente esterilizados.
Los discos fueron impregnados con 20 uL de
la solucion etandlica del propdleos y las cajas
incubadas durante 18 h a 379C. La actividad
se expres6 como la diferencia, en milimetros,
entre el radio del halo de inhibicién y el radio
del disco de papel filtro. Adicionalmente, se
realizé un control conteniendo sélo etanol. Las
cepas indicadoras utilizadas fueron: Salmonella
tiphy, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, obtenidas del laboratorio
de Microbiologia Industrial de la Universidad
Nacional de Colombia. Todas las cepas fueron
recuperadas en medio BHI a 37°C por 24 h.

RESULTADOS

Propiedades fisicoquimicas. La extraccion
del propodleos crudo con etanol se realiz6 a
temperatura ambiente y en la oscuridad con
el fin de evitar alteraciones en los metabolitos
secundarios presentes en el material. Mediante
el enfriamiento a -20°C y centrifugacion de la
disolucién etandlica se logré un refinamiento del
extracto, debido a la precipitacién de las ceras, las
cuales son insolubles en agua y en el solvente de
extraccién (etanol 96%) a bajas temperaturas.
Los resultados del analisis fisicoquimico para los
propoleos colectados en el municipio de Caldas, se
presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los propoleos recolectados en el municipio de Caldas, Antioquia-Colombia.

Parametros Caldas raspado (CR) Caldas malla (CM) Limites de calidad en norma internacional

Cenizas (%) 0.78 £ 0.22 4.77 £ 0.45 Maximo 5%

Humedad (%) 2.88 £ 0.18 1.72 £ 0.04 Méaximo 10%

Extractable Eter (%) 59.31 £ 0.78 48.27 = 1.61 Maximo 40%

Extractable EtOH(%) 10.44 £ 1.97 35.92 £ 2.98 Minimo 30%

Insolubles (%) 28.23 £ 1.87 14.37 £ 3.37 Maximo 25%

indice de oxidacién (s) 17.75 £ 2.69 37.93 + 4.05 22s

Rango de fusién (°C) 66-82 65-80 --
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El analisis del espectro de absorcién UV-Vis
para los extractos etanodlicos de los propdleos
se presenta en la figura 1. Ambas muestras
presentan un perfil de absorcion semejante con
una banda amplia a longitudes de onda maxima
de 296 (CM) y 280 nm (CR), y un hombro leve a
309 nm. En general, este rango de absorciones
se asocia con la presencia de compuestos
fendlicos y flavonoides.
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Figura 1. Espectros de absorcion de los extractos
etandlicos del propdleos de Caldas.

Perfil cromatografico. A través de la
comparacion del perfil cromatografico (GC-MS)
se encontré que la muestra CM contiene mayor
nuimero de compuestos, y en cantidades relativas
superiores, que el extracto CR.

Actividad antifiingica in vitro. La actividad del
propdleo para el control de hongos fitopatdgenos
ha sido poco explorada. Los microorganismos
utilizados en los bioensayos se seleccionaron
de acuerdo con la incidencia y la importancia
econdmica que estos representan en el
departamento de Antioquia. El analisis de varianza
para la actividad antifingica de los propdleos
obtenidos en el municipio de caldas (CM y CR),
presenta diferencias significativas (p<0.05) en
cuanto a la inhibicién del crecimiento, el tipo de
hongo, el tratamiento aplicado (100-1000ppm)
y las respectivas interacciones. Ambos extractos
de propdleos mostraron la mayor actividad
antifingica contra los hongos C. acutatum vy
Penicillium sp., para todas las concentraciones y
durante las 168 horas de evaluacion (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparaciones  mdultiples  (LSD) del
crecimiento microbiano segun el tipo de
hongo y de propdleo.

Hongo (propdleo evaluado)

Crecimiento micelial

(mm)*
Penicillium sp. (Caldas Malla) 23.65 £ 0.152
Penicillium sp. (Caldas Raspado) 23.90 £ 0.152
C. acutatum (Caldas Malla) 23.65 £ 0.152
C. acutatum (Caldas Raspado) 25.50 + 0.15 P
C. gloeosporiodes (Caldas Malla) 31.38 £ 0.15¢
C. gloeosporiodes (Caldas Raspado) 39.90 £ 0.15 €
Aspergillus sp. (Caldas Malla) 31.79 £ 0.15 ¢
Aspergillus sp. (Caldas Raspado) 35.19 + 0.15d

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

Para todos los hongos, el propdleo CM presentd
diferencias significativas sobre el crecimiento del
microorganismo respecto al tratamiento con CR (a
la misma concentracién) y a los controles absoluto
y solvente (Tabla 4).

Tabla 4. Comparaciones multiples (LSD) del crecimiento
microbiano segun la concentracién y el tipo de

propoleo.

Tratamiento (pg/mL) y

Crecimiento (mm) *

Propéleos
1000 (Caldas Malla) 24.81 £ 0.26 2
500 (Caldas Malla) 25.35+0.262
250 (Caldas Malla) 26.65 + 0.26 b
100 (Caldas Malla) 26.57 £ 0.26 P
1000 (Caldas Raspado) 28.43 £ 0.26 ¢
500 (Caldas Raspado) 29.58 + 0.26 d
250 (Caldas Raspado) 29.92 + 0.26 @
100 (Caldas Raspado) 30.72 £ 0.26 ¢
Control solvente (Caldas Malla) 30.96 £ 0.26 ©
Control absoluto (Caldas Malla) 31.82+0.26 f
Control solvente (Caldas Raspado) 33.85 +0.26 9
Control absoluto (Caldas Raspado) 34.24 £ 0.26 9

* Letras diferentes por fila indican diferencias significativas (p<0.05),
seguin la prueba de diferencias minimas significativas (LSD).

Actividad antibacteriana in vitro. Las zonas
de inhibicion del crecimiento microbiano con la
fraccion extractable en EtOH de los propdleos del
municipio de Caldas, se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Actividad antibacteriana del propdleos recolectado en el municipio de Caldas, Antioquia-Colombia.

Extracto etandlico del propéleo Concentracién (mg/mL)

Inhibicion (mm)

S. aureus B. subtilis E. coli S. tiphy

CM 0.1 2.00 + 0.58 - 3.00 + 1.53 4.00 £ 0.58

1 2.00 + 1.53 - 6.00 + 0.58 5.00 + 0.00

10 5.00 + 1.15 9.00 + 0.58 6.00 = 1.15 5.00 = 0.58

CR 0.1 3.00 + 0.58 - 6.00 £+ 1.00 5.00 + 1.00

1 3.00 £ 0.58 - 6.00 £ 1.15 5.00 £ 0.00

10 3.00 + 0.58 - 5.00 + 0.58 6.00 + 0.58

Control - 3.00 + 0.58 - 6.00 £+ 1.15 6.00 + 0.58
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DISCUSION

Propiedades fisicoquimicas. Se observd que
ambos propdleos presentaron bajos contenidos
de humedad y se encuentran dentro de los
limites establecidos por normas internacionales
(10%). Sin embargo, la humedad del propdleo
CR es superior a la encontrada en la muestra
CM. Un mayor contenido de humedad es un
factor desfavorable si se tiene en cuenta que
pueden ser condiciones propicias para el
desarrollo de algunas especies de mohos y de
fermentaciones durante el almacenamiento de
las muestras crudas. El contenido de cenizas
es mayor en el propdleos CM; no obstante, los
valores para ambos propdleos son inferiores al
5%, que es el maximo permitido de acuerdo con
la norma internacional (19). La determinacion
del contenido de cenizas es particularmente
importante para las muestras crudas de
propdleos, ya que puede indicar la existencia
de un alto contenido de impurezas mecanicas
como madera, tierra, fragmentos vegetales,
insectos, entre otros, o una posible adulteracion
del material bruto mediante la adicion de
impurezas (23).

El contenido de ceras en ambos propdleos
superd el limite establecido por la norma de
Brasil (maximo 40%), siendo superior en el
material colectado mediante raspado (CR).
Un alto contenido de ceras, en muestras de
propdleos crudo, es desfavorable porque en
esta fraccidon no se encuentran presentes los
compuestos fendlicos, que son los metabolitos
secundarios a los cuales se asocia la actividad
bioldgica. Ademas del contenido de ceras, otro
parametro que influye notablemente en la
calidad del propdleos es el contenido de resina
soluble en etanol. Cuanto mayor sea el valor
de esta fraccion mejor serd, en términos de
rendimiento, la calidad del producto final, puesto
que es alli donde se encuentran los compuestos
con actividad bioldgica (24). En los propdleos
evaluados se encontrd que el limite establecido
para el contenido de sustancias extractables
con etanol (resina) so6lo se alcanza para CM;
en éste, el valor es aproximadamente tres
veces mayor (35.92+2.98) que en el propdleos
obtenido por raspado (10.44+£1.97).

El bajo contenido de sustancias extractables
en etanol posiblemente esté asociado a que las
especies vegetales circundantes a la colmena
Nno son muy ricas en resinas con sustancias
fendlicas (12); o que durante la recoleccion,
especialmente por el método de raspado, se
presente un manejo poscosecha inapropiado
por parte del apicultor, mezclando el propdleo
con ceras e impurezas mecanicas inherentes al

proceso. Lo anterior, estaria en concordancia
con los altos valores obtenidos de sustancias
extractables en éter de petréleo para ambos
propdleos y el mayor contenido de impurezas
mecanicas en la muestra CR. Del mismo modo
queocurreconlasceras, lasimpurezas mecanicas
no contienen principios activos, depreciando el
valor bioldgico del producto; valores superiores
al 25% reflejan una baja pureza del propdleo
(24). Sin embargo, a pesar del alto contenido
de sustancias extractables en éter de petréleo
y la baja proporcion de resinas, el propdleo
CR presentd un indice de oxidacion inferior al
valor maximo establecido en la norma (22 s).
A partir de la informacion se puede deducir que
el propdleos CR posee una buena cantidad de
compuestos oxidables; a mayor concentracién
de este tipo de compuestos menor tiempo de
decoloraciéon y por lo tanto mejor calidad del
producto en aplicaciones como antioxidante o
antiinflamatorio.

De otro lado, el propdleo obtenido mediante
malla presenté un indice de oxidacién mayor
que 22 s; lo anterior, puede ser el resultado de
la presencia de algunos metabolitos que pueden
modificar la respuesta esperada y confieren
propiedades diferentes al producto, como ha sido
reportado por Souza et al (25) para muestras con
tiempos de oxidacién atipicos. El punto de fusion
de la muestra es bajo y se encuentra en el rango
determinado frecuentemente para propoleos (60-
100°C) (12).

Por su parte, el valor E., es un parametro
ampliamente utilizado para evaluar los propdleos,
ya que se relaciona con algunas de las actividades
bioldgicas y la presencia de compuestos fendlicos. La
intensidad de la absorcion a Amax en el propdleo CM
( E!” =250.8) es mayor que en CR ( £ = 140.8),
lo que denota una concentracion cualitativamente
superior de compuestos fendlicos en el propdleos
obtenido por trampa. Palomino et al (8) reporta una
diferencia similar en el valor E|”* de muestras
colectadas en el mismo apiario, la cual
correlaciond positivamente con el contenido
de fenoles y flavonoides totales, y la actividad
inhibidora de radicales y antioxidante in vitro.

Perfil cromatografico. En particular, CM
exhibid la presencia de diterpenos tipo labdano
tales como: 13-epi manool, acido cummunico,
esclareol, acido isopimarico, acido agatolico,
agatadiol, 13-epi-torulosol; ademas del totarol
y una isoflavona. Por su parte, en el extracto de
CR se observé la presencia de esteres metilicos
de acidos grasos como el palmitico, linoléico,
oleico y estedrico; ademas de manool, acido
cummunico, acido isopimarico y acido abiético.
La presencia de diterpenos tipo labdano ha
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sido reportada recientemente en propdleos
colombianos (26), griegos (27) y sicilianos
(28). Diferentes plantas han sido mencionadas
por estos autores como posible fuente de los
propdleos (Cupressus sempervirens y Pinus
sp.), destacandose las especies Pinaceae
y Cupressaceae que corresponden con la
vegetacion  predominante (Pinus patula,
Cupressus lusitanica Miller) cercana a los
apiarios de donde se colect6 la muestra.

Actividad antifiingica in vitro. Se determiné,
para todos los microorganismos, que los menores
crecimientos corresponden al tratamiento con
CM; presentando, en comparacion con CR,
diferencias significativas en el crecimiento de
los hongos, a excepcion de Penicillium sp. Los
extractos etandlicos de los propdleos evaluados
son relativamente mas eficientes en el control
de hongos fitopatdogenos respecto a aquellos
de origen Nigeriano, los cuales presentaron
inhibiciones del crecimiento micelial del hongo
Colletotrichum lindemutianum a concentraciones
mayores al 5% (29). Adicionalmente, se
encontré que el crecimiento radial para todos
los hongos es dependiente de la concentracién
del extracto; un aumento en la concentracion
incrementa la inhibicion del crecimiento micelial.
Particularmente, el propdleo CM tiene el mayor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los
hongos evaluados a los niveles de concentracién
empleados (Tabla 4). Las diferencias en la actividad
antifingica posiblemente estén asociadas a una
mayor concentracion de los metabolitos bioactivos
tipo diterpénico, flavonoide y fendlico presentes
en el extracto CM (9), como lo confirman el perfil
cromatografico y el espectro de absorcion UV-Vis.

Actividad antibacteriana in vitro. La
accion antibacteriana fue dependiente de la
concentracion, tipo de propodleos y de la especie
evaluada. En general, las bacterias E. coli, S.
tiphy y S. aureus no fueron sensibles al efecto
de los propdleos evaluados, presentandose en
todo el rango de concentraciones, inhibiciones
semejantes al control. No obstante, el extracto
etandlico del propdleo colectado por trampa
(CM) presenté un efecto bacteriostatico a 1.0
mg/mL y bactericida a 10 mg/mL, con un halo
de inhibiciéon de 9 £ 0.58 mm (Figura 2) contra
la bacteria esporulada B. subtilis.

Es importante mencionar que B. subtilis ha
demostrado resistencia a algunos antibidticos
en el pasado. El extracto del propdleos CR, no
presento inhibicion sobre esta bacteria bajo las
condiciones de evaluacion, lo que indica una baja
concentracion de metabolitos antibacterianos.

Figura 2. Efecto bacteriostatico y bactericida del
extracto etanolico de los propdleos del
municipio de Caldas contra B. subtilis;
a) 1 mg/mLy b) 10 mg/mL.

Los resultados de la actividad antibacteriana
concuerdan con aquellos reportados por Sforcin
et al (30), quienes observaron una marcada
accion de los propdleos contra bacterias
Gram-positivas (por ejemplo, B. subtilis) y
una actividad limitada contra aquellas Gram-
negativas (por ejemplo, E. coli y S. tiphy).
Es conocido que bacterias Gram-negativas
como E. coli, poseen una membrana adicional
denominada “Estructura OM” la cual les confiere
un mayor grado de resistencia a los agentes
antimicrobianos. Es necesario, sin embargo,
evaluar el efecto de los propdleos de Caldas en
un nimero mayor de cepas bacterianas.

En conclusién, las propiedades fisico-quimicas
de los propdleos recolectados en el municipio
de Caldas por los dos procedimientos (raspado
y malla) presentaron variaciones en las
caracteristicas evaluadas. La muestra que
mas se ajustd a los parametros de calidad
internacional fue la recolectada por el método
de malla. También se observé que los extractos
etanodlicos de propdleos provenientes del
municipio de Caldas (Antioquia) son una
fuente potencial de sustancias con actividad
antifingica y antibacteriana; encontrandose
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que el material recolectado por el método de
malla presenté el mayor efecto inhibitorio en el
crecimiento de los hongos fitopatdgenos y de la
bacteria B. subtilis. Los resultados obtenidos en
este estudio complementan estudios previos,
con relacion a que los propdleos obtenidos por
el método de malla matrizada exhiben mejores
caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas, que
los propdleos obtenidos por raspado; por lo
tanto, se sugiere que los apicultores utilicen
trampas para obtener materiales de mejor
calidad, exentos de impurezas y contaminantes.
Sin embargo, es necesario realizar estudios

sistematicos complementarios que permitan
obtener mayor informacion relacionada con el
efecto del método de recoleccién de propdleos
sobre la calidad del mismo. Actualmente, se
estan adelantando trabajos en esta direccion.
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