Caracterizacion Fisicoquimica y Actividad Antimicrobiana del Propdleos en el Municipio
de La Unién (Antioquia, Colombia)

Physicochemical Characterization and Antimicrobial Activity of Propolis from
Municipality of La Union (Antioquia, Colombia)

Lady Rossana Palomino Garcia®; Julian Paul Martinez Galan?; Carlos Mario Garcia Pajon3;
Jesus Humberto Gil Gonzalez* y Diego Luis Durango Restrepo®

Resumen. El propdleo un producto natural elaborado por las
abejas meliferas (Apis mellifera) a partir de los brotes y exudados
de diferentes plantas, se ha empleado en la medicina tradicional
desde tiempos ancestrales, debido a sus propiedades bioldgicas. La
composicion quimica de este producto de la colmena es altamente
compleja y dependiente de la vegetacion circundante al sitio de
recoleccion. En este trabajo, se evaluaron las caracteristicas
fisicoquimicas, y la actividad antifungica y antibacteriana del
propdleo colectado en el municipio de La Union (Antioquia,
Colombia). Los resultados del analisis fisicoguimico del propdleo
fueron: punto de fusion, 67-68 °C; sustancias extractables
con hexano, 74,32 + 0,90%;, resinas solubles en etanol, 14,08
+ 2,24%, residuos insolubles, 10,47 + 0,84%, pérdidas por
calentamiento, 1,82 + 0,32%,; cenizas, 0,16 + 0,01%, y el
indice de oxidacion, 8,0 + 3,0 s. Las evaluaciones de actividad
antifungica, contra los hongos Colletotrichum gloeosporioides,
C. acutatum, Aspergillus sp. y Penicillium sp., y de actividad
antibacteriana, contra Bacillus subtilis (esporulada), Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Salmonella tiphy, demuestran un
efecto moderado del propdleo en la inhibicion del crecimiento del
microorganismo. El andlisis mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM), permitio la deteccion de
dcidos grasos y sus ésteres, esteroides, triterpenos y diterpenos.

Palabras  claves: Propdleo, actividad  antimicrobiana,
Colletotrichum, Bacillus subtilis, composicién quimica.

Abstract. Propolis, a natural product collected by honeybees
(Apis mellifera) from certain plant resins, has been used in
folk medicine since ancient times, due to its many biological
properties. The chemical composition of this hive product is very
complex and depends upon the vegetation of the area from where
it was collected. In this work, physicochemical characteristics, and
antifungal and antibacterial activity of propolis collected in the
municipality of La Union (Antioquia, Colombia) were evaluated.
Results of the physicochemical analysis of propolis were: melting
point 67-68°C; hexane extractable substances 74.32 + 0.90%;,
resins soluble in ethanol 14.08 + 2.24%;, insoluble residues 10.47
+ 0.84%;, loss by heating 1.82 + 0.32%, ash 0.16 + 0.01%,
and oxidation index 8.0 + 3.0 s. Evaluations of antifungal
activity, against the fungi Colletotrichum gloeosporioides, C.
acutatum, Aspergillus sp., and Penicillium sp., and antibacterial
activity, against Bacillus subtilis (sporulated), Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Salmonella tiphy, demonstrated
an moderated effect of propolis in the growth of the different
microorganisms. The analysis using gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) allows the detection mainly of fatty acids
and their esters, steroids, triterpenes, and diterpenes.

Key words: Propolis, antimicrobial activity, Colletotrichum, Bacillus
subtilis, chemical composition.

El propdleo es una sustancia resinosa elaborada
por las abejas meliferas (Apis mellifera) a partir de
los brotes y exudados de ciertas plantas. Una vez
colectado, el material es enriquecido con secreciones
salivares y enzimaticas (Gémez et al., 2006), y usado
para construir y reparar la colmena. Sin embargo, el
propdleo no sélo es un material de construccion, sino
que también es el “arma quimica” de las abejas contra
los microorganismos patdgenos; la presencia de esta

sustancia al interior de la colmena proporciona un
ambiente inadecuado para el crecimiento de bacterias
y otros microorganismos (Kartal et al,, 2003).

El propdleo contiene una amplia variedad de
compuestos quimicos; se han identificado mas de 300
(De Castro, 2001), tales como polifenoles (flavonoides,
acidos fendlicos y sus ésteres, aldehidos, alcoholes
y cetonas fendlicas), terpenoides, esteroides,

1 Ingeniera Quimica. Estudiante Maestria en Ciencias-Quimica. Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. Facultad de Ciencias.
Escuela de Quimica. A.A. 3840. Medellin, Colombia. <Irpalomi@unal.edu.co>

2 Quimico de Alimentos. Estudiante Maestria en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Departamento de Ingenieria Agricola y de Alimentos. A.A. 1779. Medellin, Colombia.

<jpaulmgl@gmail.com>

3 Profesor Asociado. Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. A.A. 3840. Medellin,

Colombia: <cmgarcia@unal.edu.co>

4 Profesor Asociado. Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Departamento de Ingenieria
Agricola y fr Alimentos. A.A. 1779. Medellin, Colombia. <jhgilg@unal.edu.co>
5 Profesor Asistente. Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. A.A. 3840. Medellin,

Colombia. <dldurango@unal.edu.co>
Recibido: Marzo 24 de 2009; Aceptado: Febrero 23 de 2010.

Rev. Fac. Nac. Agron. Medellin 63(1): 5373-5383. 2010



aminoacidos, y compuestos inorganicos (Aga et al.,
1994; Bankova, De Castro y Marcucci, 2000). Sin
embargo, la composicién de este producto de la
colmena es altamente variable y dependiente de la
flora local en el sitio de recoleccion (Marcucci 1995;
Bankova, de Castro y Marcucci, 2000). Asi, algunos
estudios han demostrado que los propdleos de
regiones templadas (Europa, Norte América, Oeste
de Asia) poseen como principales constituyentes
compuestos fendlicos (flavonoides, acidos cinamicos,
y derivados), los cuales son colectados a partir
de los exudados de diferentes brotes de alamo
(Populus spp.), abedul (Betula alba), castafio de
Indias (Aesculus hippocastanum) y otros arboles.
No obstante, en las regiones tropicales donde estd
ausente esta vegetacion, las abejas visitan otras
plantas como fuente para la produccion de propdleos,
lo que conduce a diferencias en la composicion
quimica. En Brasil, por ejemplo, se han encontrado
como constituyentes principales de este producto
apicola, terpenoides y derivados prenilados de acidos
p-cumaricos (Marcucci, 1995), mientras que en Chile
se encontraron predominantemente lignanos (Valcic,
Montenegro y Timmermann, 1998), y en Venezuela,
Brasil y Cuba se hallaron benzofenonas preniladas
(Tomas et al., 1993; Porto et al., 2000; Trusheva
et al, 2004; Hernandez et al., 2005). Las resinas
de Clusia spp., Araucaria heterophylla, y Baccharis
spp. se observaron como las fuentes dominantes del
propdleo tropical (Banskota et al., 1998; Bankova, de
Castro y Marcucci, 2000; Park, Alencar y Aguiar, 2002;
Kumazawa et al,, 2003).

Numerosas propiedades bioldgicas se han asociado
con el propoleo, incluyendo antibacteriana,
antifungica, antiviral, antiinflamatoria, antitumoral,
antioxidante, entre otras (Dobrowolski et al, 1991;
Burdock, 1998; Kujumgiev et al., 1999; Koo et al,
2000; Kumazawa, Hamasaka y Nakayama, 2004).
Se pueden distinguir innumerables usos para el
propdleo en diferentes industrias: farmacéutica (tanto
en medicina humana como medicina veterinaria),
agricola, cosmética, y alimentaria (Matsuka, 2000). En
esta ultima, se ha empleado para mdltiples propositos,
tales como la elaboracion de bebidas y alimentos
funcionales (Banskota, Tezuka y Kadota, 2001), y
como conservante de frutas en postcosecha (Sangalli,
1990) vy alimentos congelados (Mizuno, 1989),
debido a que permite aumentar la vida Util de éstos
productos. La diversidad en la composicion quimica
de este producto apicola y su empleo generalizado en
la industria, ha traido como consecuencia la necesidad
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de su control de calidad y normalizacion. Con este
fin, se han desarrollado metodologias de trabajo
establecidas por diferentes normas internacionales,
entre las que se incluyen la norma IRAM-INTA del
Instituto Argentino de Normalizacién-Subcomité de
productos agroalimentarios del NOA (2004), la norma
Ramal del Ministerio de Agricultura de Cuba (1994),
y el reglamento técnico para la fijacion de identidad y
calidad de propdleos del Ministerio de Agricultura de
Brasil (1999).

Actualmente, aunque en Colombia el propdleo
es ampliamente utilizado como medicamento
homeopatico en el tratamiento de infecciones
respiratorias, son escasos los estudios que permitan
realizar su estandarizacion quimica afin de garantizar
su calidad, seguridad y eficiencia, necesarios para
ser admitido oficialmente entre los sistemas para el
cuidado de la salud. En los propdleos colectados en
Antioquia, la informacion sobre la composicion, origen,
y actividad bioldgica es aln limitada. El presente
trabajo se realizd con el fin de obtener informacion
sobre algunos parametros fisicoquimicos, tales como
punto de fusidn, cenizas, material extractable con
n-hexano y etanol, residuo insoluble e indice de
oxidacion, del propodleo colectado en el municipio de La
Unidn (Antioquia, Colombia), como parte del conjunto
de estudios de control de calidad requeridos para la
tipificacion de este valioso producto de la colmena.
Adicionalmente, se analizé el perfil quimico mediante
cromatografia de gases y se determind la actividad
antifingica contra Colletotrichum gloeosporioides,
C. acutatum, Aspergillus sp. y Penicillium sp. y
antibacteriana contra Bacillus subtilis, Escherichia
colj, Staphylococcus aureus and Salmonella tiphy.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de propdleo. La muestra de propdleo
se colectd en un apiario de abejas meliferas
africanizadas de la vereda San Juan del municipio
de La Unidn (Latitud: 5°59'N, Longitud: 75°22'0;
2.473 msnm), Antioquia. La recoleccidn se realizd
empleando trampas matrizadas durante los meses
de marzo y abril de 2007 (época de lluvias). El
muestreo se efectué en forma aleatoria en las
diferentes colmenas del apiario para formar una
muestra compuesta representativa. En el drea
de recoleccion del propdleo, predominan las
especies vegetales Eucalyptus globulus, Baccharis
latifolia, Polylepis quadrijuga, Myconia notabilis
y Weinmannia tomentosa. Una vez colectado,
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el material fue almacenado en frascos ambar y
conservado a -20 °C hasta su analisis.

Caracterizacion fisicoquimica. Se emplearon los
métodos recomendados en la norma IRAM-INTA del
Instituto Argentino de Normalizacién - Subcomité de
productos agroalimentarios del NOA (2004) asi como,
la Norma del Ministerio de Agricultura de Brasil (1999).
Los parametros analizados, el procedimiento empleado
y los contenidos maximos y minimos establecidos por
las normas fueron los siguientes: Punto de fusion:
se determind en un fusidmetro Fischer Scientific.
Pérdidas por calentamiento (humedad): se determind
por termo gravimetria (contenido maximo del 10%).
Cenizas: se llevd a cabo por gravimetria en mufla a
500 °C, hasta peso constante (contenido maximo del
5%). Sustancias extractables en n-hexano (ceras):
se determind por gravimetria del residuo obtenido
mediante una extraccion con n-hexano en un equipo
Soxhlet, durante el tiempo necesario para extraccion
total, posterior destilacién del hexano y secado del
extracto en estufa a 105 °C hasta peso constante
(contenido maximo del 40%). Resinas solubles en
etanol: se determind por gravimetria de las resinas
obtenidas mediante una extraccién con alcohol etilico
del 96%, en un equipo Soxhlet, a partir del residuo
solido resultante de la extraccion con rn-hexano,
posterior destilacion del etanol a presion reducida y
secado de la resina obtenida hasta peso constante
(contenido minimo del 30%). Residuo insoluble
(cuerpos extrafios): se realizd por gravimetria del
residuo insoluble seco que resulta de las extracciones
con n-hexanoy alcohol etilico (maximo del 25%). Indice
de oxidacion: se determiné el tiempo de decoloracion
de 50 pL de una solucion de permanganato de potasio
0,1 N con una solucion hidroalcéholica de propodleos
(Ministerio de Agricultura de Brasil 1999; Salamanca,
Correa y Principal, 2007). Como referencia se
suelen considerar valores hasta de 22 segundos
como criterio comercial de calidad (Ministerio de
Agricultura de Brasil 1999; Salamanca, 2002).

Actividad antifiingica. Para la evaluacién de la
actividad antifingica in vitro, se utilizaron cepas de
las especies de hongos Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Colletotrichum acutatumy C. gloesporioides. Las dos
primeras especies fueron donadas por el Laboratorio
de Sanidad Vegetal, y las restantes por el Laboratorio
de Fitopatologia, de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. La actividad antifingica,
de la resina soluble en etanol del propdleos,
se determind empleando el método de la placa
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perforada. Previamente se prepararon los indculos
del hongo extendiendo una solucién de esporas sobre
el medio de cultivo (PDA); luego de 48 h, la capa
homogénea de micelio joven, se corto en cilindros con
un sacabocados de 5 mm de didmetro. Estos indculos
se incrustaron en el punto medio de cajas de Petri que
contenian agar PDA adicionado de la resina a evaluar;
utilizandose 5 niveles de concentracién (50, 100, 250,
500, 1000 mg de resina L de medio de cultivo). Para
facilitar la incorporacion homogénea de la resina en
el agar PDA, se empled 0,5 L de etanol:tween 60,
1:1; este volumen de mezcla a su vez se incorpord
en los respectivos controles. La actividad antifiingica
del extracto etandlico del propdleo se determind en
funcion del didmetro de crecimiento micelial; medido
con una regla milimetrada cada 24 h por un periodo
de tiempo maximo de 10 dias. Adicionalmente, se
determind el porcentaje de inhibicion a las 96 horas
de incubacién mediante la siguiente ecuacion:

,_(T-1)
T*100

Donde I = % inhibicién; T = crecimiento en mm de
los testigos de referencia; t = crecimiento en mm de
los tratamientos. En las evaluaciones se empled un
disefio completamente al azar, con analisis de medidas
repetidas en el tiempo; cada ensayo, contenia tres
repeticiones por tratamiento.

Actividad antibacteriana. Para el estudio de
la actividad antibacteriana también se empled
la resina soluble en etanol del propdleo. Esta se
pesd bajo condiciones asépticas en viales estériles,
y se disolvid con etanol estéril para obtener las
concentraciones de estudio (0,1; 1,0 y 10 mg mL?).
La actividad se evalud por el método de difusidén en
disco en agar Mueller-Hilton inoculado con la cepa
indicadora correspondiente; dos bacterias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
(esporulada), y dos Gram-negativas: Escherichia
coliy Salmonella tiphy, obtenidas del laboratorio de
Microbiologia Industrial de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. Para cada experimento se
empleo un testigo con etanol. En la superficie del agar
se depositaron discos de papel de filtro de 6 mm de
didmetro y tamafio de poro de 100 um previamente
esterilizados. Los discos fueron impregnados con 20
ML de las soluciones de propdleo y las cajas incubadas
durante 18 h a 37 °C. Luego de la incubacion se
realizaron las lecturas del diametro promedio del halo,
con un calibrador. La actividad se expresé como la
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diferencia, en milimetros, entre el radio del halo de
inhibicion y el radio del disco de papel filtro. Los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado y
los resultados (didmetros de inhibicion en mm) se
expresaron como valores promedio. Todas las cepas
fueron recuperadas en medio BHI a 37 °C por 24 h.

Analisis cromatografico. El andlisis de cromatografia
de gases-espectrometria de masas (CG-EM) se realizd
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 usando
una columna HPS-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
Agilent Technologies). Las muestras de propdleo y
estandares se analizaron posterior a su derivatizacion
(metilacién) usando el método descrito por Markham
et al. (1996); una alicuota de 400 uL (10 mg mL?)
del propdleo, o los estandares, disuelto en etanol,
se combind con una solucién de CH,N, (400 L) en
un vial de vidrio, y la mezcla resultante se refrigerd
durante 4 horas para permitir la metilaciéon completa.
Un volumen de muestra de 1pL se inyectd y analizd
mediante CG-EM. La temperatura inicial de la columna
fue de 100 °C, la cual se elevo a 280 °C y se mantuvo
por 15 min, siendo 45 min el tiempo total de analisis.
La inyeccidn se realizéd en modo splitless a 250 °C. Se
utilizé helio como gas de arrastre a un flujo de 1 mL
min. Los picos fueron identificados por comparacion
con datos de la literatura y de la base de datos Nist 02
0 bien por comparacién de los tiempos de retencion
y patrones de fragmentacién con muestras auténticas
(acido isocuprésico, agatadiol y 13-epi-torulosol).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica. En Colombia, la
produccion de propdleo es un mercado cautivo y de
manejo artesanal por lo que se requiere de una amplia
difusion de las diferentes propiedades fisicoquimicas
y bioldgicas de este material, que permitan proponer
alternativas para el mejoramiento de la calidad del
producto, y asimismo interesen a los productores y
empresarios a incursionar en un rubro no tradicional
dentro de la actividad apicola.

Los resultados de las determinaciones fisicoquimicas
se presentan en la Tabla 1. A partir de la informacién
referente a las pérdidas por calentamiento, se puede
sefialar que el propdleo de La Unidn, Antioquia,
presentd valores relativamente bajos, y cumplen
con la normatividad vigente, ya que este parametro
no supera el 10% exigido como valor maximo.
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La humedad excesiva en el propdleo favorece el
desarrollo de algunas especies de mohos y levaduras
en la superficie del mismo, lo que se manifiesta por
la presencia de capas blancas y verdosas; ademas de
que se pueden producir fermentaciones que a su vez
generan productos no deseados, se pueden generar
toxinas perjudiciales para la salud (Jirgens, 2008). En
cuanto al contenido de cenizas, el propdleo también
cumple con la normatividad mencionada, ya que no
supera el 5% exigido como valor minimo para este
parametro.

El andlisis de sustancias extractables con n-hexano
revel6 que el propdleo analizado presenta un alto
contenido de ceras, 72,32 + 0,90%, superior al
valor maximo permitido por la norma utilizada y al
maximo del 40% para propdleo de buena calidad
(Arrate, 2008). La presencia de ceras resta pureza
al propdleo. El exceso de ceras probablemente,
puede ser resultado de la época del afio en que se
recolectd el propdleo o de una mala manipulacion del
producto por parte del apicultor, quien eventualmente
mezcla el propdleo con cera de la colmena durante
la recoleccion. Ademas, del contenido de ceras, otro
parametro que influye notablemente en la calidad
del propodleo es el contenido de resinas solubles 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 bioldgica (Arrate, 2008).
En el estudio se determind que el propdleo analizado
presenta un contenido de resinas solubles en etanol
menor al valor minimo exigido, demostrandose la
calidad inferior para éste.

Al igual que las ceras, las impurezas mecénicas no
contienen principios activos y su elevada presencia
deprecia el producto. El propdleo presenté un
contenido de 10,47 * 0,84 %, valor muy inferior
al que establece la normatividad como maximo
permitido, 25% vy al fijado por Arrate (2008) para
propdleos de baja pureza. El punto de fusién de
la muestra fue bajo y se encuentra en el rango
determinado frecuentemente para propdleo, 60-
100 °C (Chaillou, Herrera y Maidana, 2004).
El indice de oxidacién (8,0 = 3,0 s) fue inferior
al valor maximo establecido en el reglamento
técnico para la fijacion de identidad y calidad de
propdleos del Ministerio de Agricultura de Brasil
(1999) de 22 s. Este valor es inferior al presentado
en otros propdleos colombianos provenientes de
los municipios de Cerinza, Santa Rosa y Belén
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(Boyaca), y de Tame (Arauca) (Salamanca, Correa
y Principal, 2007). A partir de la informacion
referente a éste parametro, se puede deducir que
el propodleo evaluado presenta una buena cantidad

de compuestos oxidables. A mayor concentracién
de este tipo de compuestos menor tiempo de
decoloracion y por lo tanto mejor calidad del
producto.

Tabla 1. Determinaciones fisico-quimicas para el propdleo del municipio de La Unidn, Antioquia - Colombia.

Caracteristica
Fisico-quimica

Media £ Desviacion Estandar

Requisitos exigidos de calidad de
acuerdo con la Norma IRAM-INTA —
15935-1 (2004)

Humedad (g de agua/100 g 1,82 £ 0,32 Maximo 10%
propdleo) 0,16 £ 0,01 Maximo 5%
Cenizas (g de cenizas/100 g 72,32 £ 0,90 Maximo 40%
propdleo) 10,47 £ 0,84 Maximo 25%
Ceras (g de cera/100 g de

propdleos 14,08 + 2,24 Minimo 30%

Impurezas mecanicas (g
impurezas mecanicas/100 g
propdleo)

Solubles en etanol (g propdleo/100
g extracto etandlico)

Indice de oxidacion* (s)

Punto de fusion (°C)

8+3
67 - 68

Maximo 22 s**
60-100"

* Se determind segln la norma del Ministerio de Agricultura del Brasil (1999). ** Valor establecido por la norma
del Ministerio de Agricultura del Brasil (1999). ' Fuente: Chaillou, Herrera y Maidana (2004).

A pesar de que el propodleo tiene bajo porcentaje
de sustancias extractables con etanol éste
presenta una rapida decoloracion de la solucién de
permanganato, indicando que posiblemente estan
presentes compuestos de naturaleza fendlica,
o con grupos funcionales oxidables (hidroxilos,
instauraciones entre otras), los cuales pueden
exhibir actividad bioldgica.

Actividad antifungica. En este trabajo, se
evalud la actividad antifingica del propdleo
contra hongos del género Colletotrichum sp.,
causantes de la enfermedad conocida como
antracnosis, la cual afecta diversos frutos y causa
pérdidas considerables en la produccion tanto en
cosecha como en postcosecha (Bailey y Jerger,
1992). Adicionalmente, se analizd el efecto del
propdleo contra los hongos toxigénicos del género
Aspergillus sp. y Penicillium sp., los cuales causan
el deterioro de muchos productos alimenticios
(por ejemplo, frutos) y son reconocidos por su
capacidad para producir sustancias toxicas y
carcinogénicas en seres humanos y animales
(micotoxinas) (Abarca et al., 2001).
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En la Figura 1 se representa el crecimiento radial
de las especies de hongos evaluadas en presencia
de la fraccién extractable con EtOH del propdleo.
De acuerdo con estos resultados, se observé que
durante todo el tiempo de analisis, la fraccion
del propdleo inhibié o retrasd el crecimiento
de todos los hongos en comparacidon con los
testigos. En general, la especie C. acutatum
presentd la mayor sensibilidad al propdleo, lo
cual se evidencia por la diferencia superior entre
el crecimiento micelial de los tratamientos y los
testigos durante todo el tiempo de observacion,
en comparacién con las otras especies de
hongos evaluadas. Esta mayor inhibicién del
hongo fitopatégeno C. acutatum, se observa
también en la Figura 2, donde se aprecia un
retraso del crecimiento micelial superior al 34
% para las concentraciones de 500 y 1000 mg
Lt del extracto de propdleo, luego de 4 dias
de incubacién. En estas mismas condiciones,
el crecimiento micelial fue reducido para las
especies C. gloeosporioides y Penicillium sp.
entre 20 y 30 %.
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Figura 1. Crecimiento micelial de los hongos Colletotrichum gloeosporioides (A) y Colletotrichum acutatum
(B), Aspergillus sp. (C) y Penicillium sp. (D) en presencia de la fraccidén extractable con EtOH del propdleo
del municipio de La Unidn, Antioquia-Colombia, a diferente concentracion.
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Figura 2. Inhibicién del crecimiento micelial de los hongos Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum,
Aspergillus sp. y Penicillium sp. a las 96 h de incubacion con la fraccion extractable con EtOH del propdleos del
municipio de La Unién, Antioquia-Colombia.
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Actividad antibacteriana. La medida de las
zonas de inhibicion del crecimiento microbiano
con la fraccion extractable en EtOH del propoleo,
se muestran en la Tabla 2. Las bacterias E. coli,
S. aureus y S. tiphy, no presentaron reduccion
del crecimiento en presencia de la fraccidn
del propdleos, mientras que la bacteria Gram
positiva B. subtilis (esporulada) fue sensible a las

concentraciones de 1,0 y 10,0 mg mL!, observandose
tanto un efecto bacteriostatico (leve recrecimiento
del cultivo a 1,0 mg mL!) como bactericida (10,0
mg mL?!), con halos de inhibicién de 8,0 + 1,7 mm
(Figura 3). Es importante mencionar que B. subtilis
ha demostrado resistencia a algunos antibioticos
en el pasado (Graham y Bott, 1975; Cohan, King y
Zawadzki, 1994).

Tabla 2. Actividad antibacteriana del extracto etandlico del propoleo del municipio de La Unién, Antioquia -

Colombia.

Tratamiento

Radio de inhibicion (mm)

Bacillus subtilis Escherichia coli  Staphylococcus aureus Staphylococcus tiphy
0,1 mg mL! - 6,0 £ 0,6 2,0+1,2 50+0,1
1,0 mg mL* 8,0+ 1,7* 50+1,0 20£1,0 50+0,6
10,0 mg mL* 8,0 £ 1,2%* 50+0,6 2,0+0,6 50+0,1
Control - 6,0+ 1,1 3,0+0,6 6,0 £ 0,6

(*) bacteriostatico; (**) bactericida; (-) sin actividad antibacteriana.

Figura 3. Efecto bacteriostatico y bactericida del extracto etandlico del propdleo del municipio de La Unidn,

a concentraciones de 1 mg/mL (A) y 10 mg/mL (B).

Los resultados de la actividad antibacteriana
concuerdan con aquellos encontrados por Grange
y Davey (1990), quienes observaron una marcada
accion de los propdleos contra bacterias Gram-
positivas y una actividad limitada contra aquellas
Gram-negativas. Dobrowolski et al. (1991), y
Woisky, Giesbrecht y Salatino (1994) también
obtuvieron resultados similares, soportando
la hipotesis de que los propdleos son activos
principalmente contra bacterias Gram-positivas.
Ademds, 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 (Urzua et al, 1998;
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Brehm-Stecher y Jonson, 2003). Es necesario, sin
embargo, probar el efecto del propdleo, en un
numero mayor de cepas bacterianas.

Composicion quimica. La composicion quimica del
extracto etanodlico del propdleo, se evalué mediante
analisis por CG/EM. La identificacidon de las sustancias
se basod en la interpretacién del espectro de masas,
el tiempo de retencion, y por comparacién con los
espectros de masas reportados en la base de datos
Nist 02 y con muestras auténticas. En general, la
identificacion a partir del analisis de los espectros de
masas solamente, y en una mezcla compleja como
el propodleo, es una tarea ardua debido al numero de
isdmeros y la presencia de diferencias minimas en los
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espectros de los constituyentes (Pereira et al.,, 2000).
La caracterizacion de los constituyentes se describe a
continuacion:

Acidos grasos y sus ésteres: A valores de tiempo
de retencion entre 15,8 y 20,1 minutos se detectaron
los ésteres metilicos o etilicos de los acidos grasos
saturados, palmitico y estearico, e insaturados,
linoléico, oleico y linolénico. Los ésteres metilicos de
los acidos grasos saturados y monoendicos (acido
oleico) presentaron picos con buena abundancia
a m/z 74 y m/z 87, los cuales corresponden a
fragmentos de referencia que han sido empleados
por otros autores (Vetter y Thurnhofer, 2007). Los
ésteres etilicos de los acidos grasos saturados y
monoénoicos mostraron los fragmentos a m/z 73 y
88, mientras que los ésteres metilicos de los acidos
poliendicos (con mas de un doble enlace), acidos
linoléico y linolénico, presentaron picos a m/z 79
y 81 (Vetter y Thurnhofer, 2007). Sesquiterpenos:
se detectaron cinco sesquiterpenos a tiempos de
retencién entre 9,0 y 12,0 min, los cuales han sido
previamente reportados en propdleos Europeos
(Melliou, Stratis y Chinou, 2007; Silici y Kutluca,
2005). Los sesquiterpenos detectados presentaron
una sefial a m/z 204 (pico de ion molecular para
el cadineno y muuroleno, y M-18, pérdida de
H,O, para el cadinol y muurolol); adicionalmente
la pérdida del grupo metilo genera el ion a m/z
189 y la del grupo isopropilo, resulta en un idn
prominente a m/z 161. Triterpenos pentaciclicos:
fueron observados seis triterpenos entre los que se
encuentran acetato de cicloartenol, 7-Friedouren-
3-ol, cuyas fragmentaciones caracteristicas son m/z
177 (abundante, 84%), 191, 341, 205 (Budzikiewicz
et al., 1963), y Acetato del 3-lupanol que presenta
el ion caracteristico a m/z 191; sin embargo,
se debe tener en cuenta que los espectros de
masas de derivados del lupano presentan pocas
caracteristicas en comuUn y solo unos pocos
fragmentos ofrecen informacion atil (Budzikiewicz
et al., 1963). Diterpenos: en el propdleo analizado
se encontraron dos clases de diterpenos, diterpenos
biciclicos tipo labdano y un acido triciclico (acido
abiético). El acido abiético presentd un pico de ion
molecular de 316 um; adicionalmente, sefiales en
m/z 241 (M-75; M-CH,-HCO,CH,; pico prominente),
257 (M-CO,CH,), 256 (M-HCO,CH,), 91 (CH,*), 213
(M-103; M-C,H,-HCO,CH,) y 273 (M-43; M-CH,)
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(Holmbom, Avela y pécala, 1974). Asimismo, los
diterpenos tipo labdano presentaron picos con
buena abundancia a m/z 109, 107, y 95. Ademas,
para la identificacion se tuvieron en cuenta los
fragmentos M-18 (pérdida de agua), debida a la
presencia del grupo hidroxilo de la cadena q,B-
insaturada (Cox et al., 2007); M-60 (perdida del
grupo acetato), y las sefiales con m/z 189, 177
107 y 81, correspondientes a las fragmentaciones
del sistema biciclico, algunas de los cuales han
sido previamente utilizados para la deteccion y
cuantificacion de diterpenos tipo labdano (Guedes
de Pinho et al., 2009).

El cromatograma obtenido y los compuestos
detectados se presentan en la Figura 4 y Tabla 3,
respectivamente. El nimero de picos en la Tabla 3
esta dado tomando en cuenta el tiempo de retencién
de los picos mayoritarios. Los resultados muestran
que el extracto etandlico del propdleo posee una
composicion compleja, constituida principalmente
por la presencia de acidos grasos y sus ésteres,
triterpenos pentaciclicos, y acidos diterpénicos. La
metodologia empleada no permiti6 la deteccidon de
flavonoides ¢ acidos fendlicos en la muestra.

De acuerdo con diferentes autores (Kujumgiev
et al, 1999; Sforcin et al, 2000), la actividad
antibacteriana de los propdleos es debida a la
presencia de compuestos fendlicos, especialmente
flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres. No
obstante, esta clase de metabolitos secundarios
es mas caracteristica de los propdleos de zonas
templadas. Debido a la relacion existente entre
la actividad bioldgica del propdleo y el contenido
de diterpenos tipo labdano, de acuerdo con lo
observado para propdleos de Brasil (Bankova et
al., 1996; Bankova, de Castro y Marcucci, 2000),
propdleos de Grecia (Melliou y Chinou, 2004)
y propdleos colombianos (Meneses, Durango vy
Garcia, 2009), se procedié a evaluar la presencia
en la muestra de propdleo, de los compuestos
de reconocida actividad antimicrobiana, acido
isocuprésico (como éster metilico), 13-epr-
torulosol, y agatadiol, mediante comparacion de sus
propiedades cromatograficas y espectrométricas
con estandares puros inyectados bajo las mismas
condiciones. El analisis reveld que las senales en CG
con tiempos de retencion de 22,56, 24,52 y 25,75
min, corresponden con las de los compuestos
13-epi-torulosol, agatadiol y acido isocuprésico
(como éster metilico), respectivamente. Estos
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resultados indican que posiblemente la actividad
bioldgica de este material se encuentra relacionada
con la presencia de los diterpenos tipo labdano o
al sinergismo de éstos con otros componentes.

CONCLUSIONES

La muestra de propdleo proveniente del municipio de La
Unidn, Antioquia presentd caracteristicas fisicoquimicas
que se encuentran dentro de los valores establecidos
en normas internacionales; sin embargo, se exceptian
el contenido de ceras, el cual supera el 40%, y el
porcentaje de extracto etandlico que fue inferior al valor
minimo exigido en la normatividad. Adicionalmente,
la composicion quimica del extracto etandlico fue
compleja, destacandose la presencia de acidos grasos
y sus ésteres, sesquiterpenos, triterpenos pentaciclicos
y diterpenos biciclicos tipo labdano, tales como: acido
isocuprésico, agatadiol y 13-epi-turolosol. La actividad
antifingica del extracto etandlico a concentraciones
entre 50 y 1.000 mg mL! fue moderada, teniendo
mayor efecto de inhibicion del crecimiento micelial
sobre el hongo C. acutatum (> 34 %). Asimismo, se
observo que el extracto posee actividad bacteriostatica
(a 1,0 mg mL?) y bactericida (a 10,0 mg mL*) contra
la bacteria Gram positiva esporulada B. subtilis. Con
estos resultados se hace un aporte importante a la
cadena apicola regional, mediante la caracterizacion
desde el punto de vista quimico y de actividad biolégica
del propdleo proveniente del lugar mencionado;
no obstante, es necesario emprender estudios mas
profundos que permitan relacionar el origen, la
composicién y la actividad bioldgica del propdleo aqui
considerado y los de otros municipios de Antioquia.
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