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RESUMEN

El propdleo es un material resinoso producido por las abejas a partir de diversos ma-
teriales vegetales. El objetivo de este trabajo fue caracterizar muestras de propéleos de
Apis mellifera provenientes de la regién Andina colombiana respecto a su perfil antimi-
crobiano y fisicoquimico. Fueron empleados extractos etandlicos de propéleos por la
técnica de disco-difusién, frente a las especies Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida
albicans. Para la caracterizacién fisicoquimica se evaluaron el porcentaje de extracto
seco, contenido de cera, indice de oxidacién y determinacién cuantitativa de compues-
tos fendlicos y flavonoides. Todas las muestras presentaron actividad antibacteriana,
con halos de inhibicién comprendidos entre 8 y 12 mm para E. coli y entre 8,3 y 23,5
mm para S. aureus. No se observé ninguna actividad contra C. albicans. Los parametros
fisicoquimicos citados anteriormente presentaron una variacién de 2,72 a 9,17%, 0 a
2%, 3 a 51s,0,1 20,5 (p/p) y 0,02 2 0,95 (p/p), respectivamente. El perfil antimicro-
biano observado, relacionado al fisicoquimico, sugiere la necesidad de nuevos estudios
para la determinacién del origen botdnico y geografico de las muestras estudiadas.

Palabras clave: propdleo, perfil antimicrobiano, perfil fisicoquimico.
ABSTRACT

Propolis is a resinous material produced by bees from various plant sources. The objective
of this study was to characterize propolis samples of Apis mellifera from the Colombian
Andean region, regarding the antimicrobial and physicochemical profiles. We used the
technique of disk diffusion with ethanol extracts of propolis against Escherichia coli,
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Staphylococcus aureus and Candida albicans. The physicochemical characterization included
percentage of solids content, wax, oxidation index and quantitative determination of
phenolic and flavonoids compounds. All samples showed antibacterial activity, with
inhibition zones between 8,0 and 12,0 mm for E. coli and between 8,3 and 23,5 mm for
S. aureus. We did not observe any activity against C. albicans. The physical and chemical
parameters cited above showed a variation from 2.72 to 9.17%, 0 to 2%, 3 to 515, 0.1 to
0.5 (w/w) and 0.02 to 0.95 (p/p), respectively. The antimicrobial profile observed, related
to the physicochemical profile, suggests the need for further studies to determine the
geographical and botanical origin of the samples studied.

Key words: Propolis, antimicrobial profile, physical-chemical profile.
INTRODUCCION

Gran parte de las civilizaciones antiguas, como la Inca, China, Tibetana, Egipcia y
Grecoromana empleaban los productos de abejas en sus terapias milenarias, como
recursos medicinales valiosos en la cura o prevencién de enfermedades. Historias de
estas civilizaciones contienen innumerables menciones a estos productos, destacandose
el propéleo, utilizado por su actividad antimicrobiana reconocida como antiséptico
bucal y cicatrizante (Ghisalberti, 1979).

Este producto resinoso es producido por abejas a partir de diversas partes de plantas
como brotes, botones florales, corteza y exudados resinosos. Estos constituyentes son
biotransformados por la adicién de cera y por accién de la enzima 1,3-glicosidasa,
producida en las glandulas salivares de abejas (Ghisalberti, 1979; Park et al., 1997).
Las abejas depositan propdleo en las colmenas, donde tiene papel importante para
cerrar rendijas, mantener la temperatura interna estable, recubrir el cuerpo de animales
muertos dentro de la colmena y en la proteccién contra la proliferacién de microor-
ganismos (Ghisalberti, 1979).

La composicién exacta del propéleo puro varia de acuerdo con la regién, planta pro-
veedora de resina y especie de abeja recolectora, reflejando la diversidad de actividades
biolégicas que este producto presenta (Ghisalberti, 1979). La constitucién quimica bé-
sica es una mezcla de ceras, resinas, balsamos, aceites esenciales y polen, destacandose
la presencia de compuestos bioactivos tales como 4cido cindmico, compuestos fend-
licos y flavonoides (Ghisalberti, 1979; Bankova et al., 1987; Arvouet-Grand, 1993),
terpenos, dcidos aromdticos, derivados del dcido cafeico, d4cidos grasos y aminodacidos
(Pereira etal., 2002).

Las actividades bioldgicas para este producto natural incluyen actividad hepatoprotectora
(Banskota et al., 2001), antitumoral (Scheller et al., 1990; Rao etal., 1992), imunomodu-
latoria (lvanovska et al., 1995), regenerativa, cicatrizante (Scheller et al., 1977; Arvouet-
Grand, 1993), anestésica (Prokopovich et al., 1956; Ghisalberti, 1979), antioxidante
(Banskotaetal., 2001) y antimicrobiana (Brumfittetal., 1990; Aga et al., 1994). La activi-
dad antimicrobiana estd relacionada con la presencia de compuestos flavonoides, acidos
fendlicos y sus ésteres (Marcucci, 1995), evidenciada in vitro frente a varios linajes de
bacterias Gram positivas y negativas (Marcucci, 1996), y también frente a hongos fila-
mentosos (Burdock, 1998) y levaduras (Martins, 2002; Metzneretal., 1977).
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El interés global en las investigaciones con propéleo sobreviene por su gama amplia de
actividades bioldgicas y potencial terapéutico. En América Latina los estudios con este
valioso producto apicola se han concentrado en muestras de origen brasilero, aunque
diversos paises latinos lo producen y comercializan. Hay, sin embargo, algunos estudios
con muestras de propdleos provenientes de Argentina (Chaillou et al., 2004; Chaillou y
Nazareno, 2006; Chaillou y Nazareno, 2009a; Chaillou y Nazareno, 2009b) y algunas
investigaciones realizadas con muestras de propdleo colombiano (Morenoetal., 2007),
demostraron actividad antibacteriana positiva de las muestras de propéleos argentinos,
colombianosy cubanos frente a Streptococcus mutans. Salamanca etal., 2001, analizaron
la composicién fisicoquimica de 18 muestras de propéleo de diferentes regiones colom-
bianas sin relacionarla con la actividad biolégica de las muestras. El objetivo de este
trabajo fue caracterizar las muestras de propéleo provenientes de la regién Andina
colombiana respecto a su perfil antimicrobiano y fisico-quimico.

MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION Y RECOLECCION DEL PROPOLEO

En el periodo de enero del 2001 a agosto del 2002 fueron recolectadas 16 muestras de
propéleos obtenidas por raspado de la parte interior de las colmenas, en cantidades
variables, de los siguientes departamentos de la regién Andina colombiana: Valle del
Cauca (seis muestras), Risaralda (1), Cundinamarca (1), Boyaca (2), Huila (2), San-
tander (2) y Quindio (2). Todas las muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas
con cierre hermético, identificadas y enviadas para analisis en el laboratorio de recursos
vegetales y opoterapéuticos, Direccién de Investigacién y Desarrollo, Fundacién Ezequiel
Dias, MG, Brasil. Todas las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta el inicio de los
analisis de laboratorio.

PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROPOLEO

Los ensayos microbiolégicos y fisico-quimicos fueron realizados con extractos etané-
licos de propdleo. Alicuotas de 30 g de propdleo bruto fueron adicionadas a 100 mL
de alcohol 70% PA, siendo mantenidas en maceracién, a 25 °C, al abrigo de luz, por 14
dias. Después de este periodo, las muestras fueron filtradas con papel filtro cualitativo
y almacenadas en frascos de color ambar, a temperatura ambiente (Sforcin, 1996).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Microorganismos. La actividad antimicrobiana de las muestras de propéleos fue evalua-
da frente a los microorganismos Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Candida albicans ATCC 36802, cepas patrén, provenientes del laboratorio de
microorganismos de referencia del Instituto Nacional de Control de Calidad en Salud-
INCQS-FIOCRUZ, Brasil. Las cepas bacterianas fueron mantenidas en tubos de agar
Mueller Hinton (AMH) y la levadura, en tubos de agar Sabouraud (AS), ambos incli-
nados, a 4 °C, con subcultivos (repiques) periédicos cada 20 dias.

Actividad antimicrobiana por la técnica de difusién en agar. Después de la activacién
de las bacterias en caldo Mueller Hinton y de |a levadura en caldo Sabouraud, se esta-
blecieron las concentraciones estdndar de las suspensiones bacterianas a 1-2 x 108
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UFC/mLy la fingica, a 1-2 x 10° UFC/mL, en solucién salina estéril, correspondiente a
turbidez 0,5 de la escala de MacFarland. A continuacién se realizaron dos diluciones
seriadas 1:10, obteniéndose asi las suspensiones de trabajo bacterianas con 1x10°
UFC/mLy la fingica con 1 x 10* UFC/mL.

Las suspensiones de trabajo fueron inoculadas en placas de AMH (para bacterias) y
AS (para levadura), en tres direcciones, descrito por el CLSI M27-A6, 2003 y CLSI M27-
A2, 2003, con modificaciones. Después de absorcién completa del in6culo por el agar,
este fue perforado con asa estéril invertida, obteniéndose orificios. A los orificios fueron
adicionados discos de papel (blanck disc), y sobre estos, 40 pL de los extractos. Las placas
fueron dejadas en reposo, hasta absorcién completa del extracto por el agar, en seguida,
las mismas fueron incubadas de forma invertida, a 37 °C, por 24 y 48 horas, para bac-
terias y levadura, respectivamente. El experimento fue realizado por triplicado y la
actividad antimicrobiana fue considerada positiva, cuando se detecté el desarrollo de
un halo de inhibicién circundando el orificio en las diferentes muestras de extractos de
propéleo. Los halos fueron medidos en milimetros, con paquimetro.

INDICADORES DE CALIDAD FISICOQUIMICAS

Para realizar la caracterizacién fisicoquimica de las muestras de propéleos, fueron eva-
luados los siguientes pardmetros: determinacién de extracto seco, contenido de cera,
indice de oxidacién y determinacién cuantitativa de compuestos fendlicos y flavonoides,
seglin la metodologia descrita por Asis, 1989, Bastos; 2001 y MAPA, 2001. Los resulta-
dos fueron evaluados de acuerdo con las normas brasilefias que regulan la identidad y
calidad de propéleos, ya que no hay una legislacién colombiana para estos parametros.
Con el objetivo de verificar si los pardmetros estaban correlacionados entre si, se consi-
deraron en conjunto todos los datos referentes a actividad antimicrobiana y carac-
terizacién fisicoquimica de las muestras. Se utilizé el test de correlacién de Pearson al
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las muestras de propdleos evaluadas presentaron actividad antibacteriana
positiva frente a S. aureus, con halos de inhibicién comprendidos entre 8,3 y 23,5 mm
(Tabla 7). EI 81,25 % de las muestras presentaron halos de inhibicién mayores o iguales
a 12 mm.

Datos semejantes fueron encontrados por Kujumgiev et al., 1999, en un estudio de la
actividad antimicrobiana del propéleo de diferentes paises, donde se encontraron halos
de inhibicién entre 11y 29 mm para S. aureus. Marcucci et al., 2001, en un trabajo sobre
la actividad farmacolégica de diferentes fracciones de extracto metandlico de propdleo
brasilero, observaron halos de inhibicién mayores a 12 mm para el mismo microor-
ganismo. En investigaciones anteriores sobre la actividad antibacteriana de propdleo
contra a E. coli se han encontrado halos entre 8 y 12 mm (Marcucci etal., 2001) o bien,
ninguna actividad (Kujumgievetal., 1999). En el presente estudio fue posible demostrar
actividad antibacteriana en el 75% de las muestras de propéleo frente a E. coli, con halos
de inhibicién entre 10,5y 18,5 mm (Tabla 1). El 83,34% de las muestras tenian halos
de inhibicién mayores o iguales a 12 mm, indicando el potencial antibacteriano frente
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a Gram-negativos del propéleo producido en Colombia. A diferencia del propdleo co-
lombiano, el propdleo verde brasilero, ampliamente estudiado respecto a sus carac-
teristicas fisicoquimicas y microbioldgicas, no presenté actividad antibacteriana frente
a E. coli (Marcucci et al., 2001, Bankova et al., 1999). Aunque las muestras de propdleo
colombianas presentaron actividad antibacteriana interesante, eliminando bacterias
Gram positivas y negativas, no se detectdé ninguna actividad frente a la levadura C.
albicans. Las diferentes actividades bioldgicas observadas en este trabajo, en compa-
racién con otros propdéleos, probablemente se deban a variabilidad en la composicién
quimica de las muestras, en funcién de su origen geografico y botdnico (Bankovaetal.,
2000), sugiriendo que las muestras evaluadas pueden presentar otras clases de com-
puestos quimicos responsables por la actividad demostrada. Probablemente, el meca-
nismo de accidn selectiva demostrado por estas muestras de propéleo frente a bacterias
explica la inactividad frente a levaduras.

La actividad antimicrobiana de propdleo estd intimamente relacionada a los ompuestos
quimicos que lo constituyen (Aga et al., 1994), siendo atribuida a la presencia de com-
puestos flavonoides, dcidos fendlicos y sus ésteres, asi como aldehidos fendlicos y ceto-
nas (Marcucci, 1996; Castaldo y Capasso, 2002), a través de inhibicién de la enzima RNA
polimerasa (Bosio etal., 2000) o actividad sobre la estructura quimica de la pared celular
(Marcucci et al., 2001). A pesar de existir numerosos antecedentes de correlacién entre
actividad bioldgica de propdleo y composicién quimica, en el presente estudio no se en-
contré una correlacién positiva entre la actividad antibacteriana y el indice de compuestos
fendlicos y flavonoides, al nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Ademas de la actividad
antimicrobiana, a los compuestos fendlicos y flavonoides se les atribuye el potencial
antioxidante del extracto, vinculado a un manejo adecuado del producto, es decir, pro-
pdleos con altos indices de compuestos fendlicos y flavonoides y un buen manejo presen-
tan bajos indices de oxidacién, mientras que propéleos almacenados inadecuadamente,
con altas temperaturas, presentan altos indices de oxidacién. Los indices de oxidacién
determinados en las muestras analizadas variaron de 2 a 51 segundos, con el 37,5% de
las muestras presentando indices mayores a 22 segundos (Tabla 1), valor establecido por
la legislacién brasilera como limite para propdleo verde (MAPA, 2001).

El porcentaje maximo de cera en propdleo verde, definido por el Ministerio de Agri-
cultura, es de 1% (p/p; MAPA, 2001). La gran mayoria de muestras evaluadas no
presentd cera, probablemente debido a la fuente de resina utilizada por las abejas
(Tabla 1), lo que indica una diferencia con otros propéleos estudiados (Bastos, 2001;
Pardo, 2007; Silva et al., 2006). El extracto seco de las muestras evaluadas varié de 2,72
a 9,17 %, valores bajos comparados con extractos de propdleo verde de Brasil, que
presentan valores mayores o iguales a 11% (Bastos, 2001; Pardo, 2007). Fue posible
evidenciar correlacién positiva significativa entre el porcentaje de extracto seco y la
actividad antibacteriana frente a S. aureus, correlacién no observada en la actividad
antibacteriana frente a E. coli.

CONCLUSION

Propdleos producidos en la regién Andina colombiana presentaron actividad antimi-
crobiana significativa contra S. aureus y E. coli, pero no se detecté ninguna actividad
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frente a C. albicans. El perfil antimicrobiano relacionado al fisicoquimico de las muestras
evaluadas sugiere la necesidad de nuevos estudios para la determinacién de su
composicién quimica y origen botdnico. Propéleos colombianos tiene potencial para
su uso en el desarrollo de nuevos productos terapéuticos.
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