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RESUMEN

En este trabajo se evalu6 la actividad antimicrobiana de dos extractos
etandlicos de Propdleo (EEP) provenientes de apiarios de los municipios
de Totord y Buenos Aires en el Departamento del Cauca, frente a una bac-
teria Gram positiva y otra Gram negativa y se determind la composicion
cualitativa de metabolitos secundarios de los dos extractos. La actividad
bactericida se evalud por el método de dilucion en caldo y el analisis qui-
mico se realizd mediante pruebas de reacciones coloridas, cromatografia
bidimensional y cromatografia de capa delgada. Ambos EEP mostraron
efecto bactericida, donde el Propbleo de Buenos Aires fue més efectivo que
el de Totord frente a Pseudomonas aeruginosa, al inhibir su crecimiento a
una concentracion inferior (p<0,05), mientras que para Staphylococcus
aureus el analisis estadistico no arrojo diferencias significativas (p>0,05)
entre los dos extractos. El andlisis quimico reveldé que ambos propéleos
poseen flavonoides, alcaloides y cumarinas, entre otros, ademas que el
Propdleo de Buenos Aires posee una mayor complejidad quimica, lo que
sugiere la presencia de compuestos antibacterianos que pueden actuar
eficientemente contra bacterias Gram positivasy Gram negativas.

ABSTRACT

In this study, we evaluated the antimicrobial activity of two Propolis ethanol
extracts (EEP) from apiaries of municipalities Totoro and Buenos Aires in
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the Cauca deparment, against one Gram positive and one Gram negative bacteria and determined the qualitative composition of
second metabolites the two extracts. Bactericidal activity was evaluated by the broth dilution method and phytochemical analysis was
performed by color reaction, two-dimensional chromatography and thin layer chromatography. Both EEPs had a bactericidal effect, in
which the Buenos Aires Propolis was more effective than the Totord one against Pseudomonas aeruginosa, by inhibiting it s growth at a
lower concentration (p <0.05), while for Staphylococcus aureus, statistical analysis showed no significant difference (p> 0.05)
between the two extracts. Chemical analysis showed that both were composed of flavonoids, alkaloids and coumarins, among others, and
that the Buenos Aires Propolis had a greater chemical complexity, suggesting the presence of antibacterial compounds able to act
effectively against Gram-positive and Gram negative bacteria.

RESUMO

Neste estudo, avaliouse a efeito antimicrobiano nds avaliamos a atividade antimicrobiana de dois extratos etanGicos
de propolis (EEP) vindos de apiarios dos municipios de Totor6 e Buenos Aires no Departamento do Cauca, contra
uma bactéria Gram positiva e Gram negativa e se determinou a composicdo qualitativa de metabdlitos secunda-
rios dos dois extratos. A atividade bactericida foi avaliada pelo método de diluicdo em caldo e a analise quimica
foi realizada por cromatografia em fase de teste, colorido bidimensional e cromatografia em camada delgada. Os
resultados mostraram que os dois EEP tiveram um efeito bactericida, onde a prépolis de Buenos Aires foi mais
eficaz do que a de Totord contra Pseudomonas aeruginosa, inibindo seu crescimento em menor concentragdo (p
<0,05), enquanto que para Staphylococcus aureus a analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa (p>
0,05) entre os dois extratos. A analise quimica mostrou que ambas as propolis estdo compostas por flavonoides,
alcalides e cumarinas, entre outros, além demais, a propolis de Buenos Aires possui uma maior complexidade
Quimica, sugerindo a presenca de compostos antibacterianos que podem atuar de forma eficaz contra as bactérias
Gram positivas e Gram negativos.

INTRODUCCION

El Propbleo es una sustancia resinosa producida por
las abejas para el aislamiento y proteccion del panal
especialmente  contra  los  microorganismos  patégenos
[1]. La palabra Propdleo que significa “para la defensa
de la colmena” da la idea de un compuesto muy im-
portante para las abejas [2]. Es elaborado por insectos
pertenecientes a la familia Apidae, principalmente la
especie Apis mellifera [3] a partir de diferentes resinas
y exudados vegetales [4,5]; por lo cual la composicion
del Propdleo varia de acuerdo a la region, zona de
vida, época de colecta, por el entorno ecologico y las
especies vegetales de las cuales se extraen las resinas
[5]. Mdiltiples estudios bacteriolégicos tanto in vitro
como in vivo, han confirmado la accion bacteriostatica
y bactericida que se le atribuye al Propoleo. [14,6,7.8]
Esta actividad puede ser debida a la cantidad y al tipo
de compuestos fenolicos de que estd constituido, los
que pueden estar representados por las agliconas de
flavonoides, acidos fendlicos o sus esteres ya que mu-
chos flavonoides son conocidos por conferir resistencia
frente al ataque de microorganismos [3,8].

Al Propbleo se le considera una mezcla de grandes
potencialidades para el tratamiento de afecciones
provocadas por diferentes microorganismos en  seres
humanos y animales; atribuyéndosele propiedades
farmacoldgicas tanto a nivel sistémico como dermatold-
gico [9]. Los géneros Staphylococcus y Pseudomonas
son representantes de bacterias patdgenas Gram  posi-
tivas y Gram negativas respectivamente, consideradas
como comensales de la piel y causantes de muchas
infecciones entre ellas las del aparato respiratorio [9].
Por ello, es importante determinar el efecto bactericida
del Propdleo obtenido en dos zonas climaticas diferen-
tes como en las que se encuentran ubicados Totord y
Buenos Aires, sobre estas dos bacterias ya que no se
conoce la influencia de las dos zonas en la composicion
quimica del Prop6leo.

Ademés, en la actualidad se reconoce la importancia
de los compuestos de origen natural porque poseen
innumerables  caracteristicas, son de bajo costo y sus
principios  activos estan  bioldgicamente  equilibrados  evi-
tando que se acumulen en el organismo, no presentando
efectos secundarios o colaterales [10]. Debido al uso
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indiscriminado y prolongado de antimicrobianos artifi-

ciales se ha elevado el nimero de patdgenos mutantes
resistentes; tomando fuerza el uso de antimicrobianos
naturales como una altemativa eficaz y econdmica en el
tratamiento de infecciones hbacterianas [4]. Teniendo en
cuenta lo anteriormente expuesto, mediante el presente
trabajo se pretende evaluar la actividad bactericida de
EEP provenientes de dos regiones climéticas distintas,
frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeru-
ginosa, y determinar la composicion cualitativa de los
dlos extractos.

METODO

Obtencion del Propoleo. Las muestras de Propdleo
puro se obtuvieron por medio de la Sociedad de
Apicultores del Cauca (COAPICA), provenientes de
apiarios localizados en el municipio de Buenos Ai-
res (03°01°08" N y 76°38°37" Q), con temperatura
media de 23°C, a 1.225 m.s.nm. con precipitacion
media anual de 2.024 mm, y el municipio de Totord
(02°38°06" N y 02°15°30" O), con temperatura media
de 14°C, a 2750 msnm. y precipitacion media anual
de 2.000 mm. [11].

Preparacion de los extractos. Las dos muestras de
Propdleo se llevaron al laboratorio de Quimica de Com-
puestos Bioactivos de la Universidad del Cauca donde
se pesaron y fraccionaron en trozos mas pequefios. Se
colocaron 250 gramos de cada Propdleo en frascos de
vidrio y se afiadieron 600 mL de etanol al 96%, de tal
manera que el solvente cubriera los trozos de Propdleo.
Se dejaron en extraccion a temperatura ambiente (23
°C), protegidos de la luz y con agitacion ocasional por
aproximadamente un mes, la preparacion se realizé
de acuerdo a las especificaciones de los extractos
de uso comercial en COAPICA.  Posteriormente, los
extractos fueron filtrados con papel filtro whatman
N°L y mantenidos en refrigeracion hasta el momento
de su utilizacion.

Microorganismos empleados. Se utilizaron cepas de
Staphylococcus  aureus 'y Pseudomonas — aeruginosa,
donadas por el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
del Cauca. Los microorganismos se seleccionaron
por ser representativos de grupos bacterianos que
difieren en morfologia, reaccion de Gram y por su
importancia clinica.

Preparacion del indculo bacteriano. Los micro-
organismos fueron inoculados en caldo nutritivo e
incubados a 35+2°C, por 24 horas. Posteriormente,
se realizd la curva de crecimiento por densidad Optica
a 600 nm, [12,13], con el proposito de determinar
el tiempo que toma cada cepa en alcanzar el punto
maximo de la fase exponencial, el nimero de células
se estimd por recuento en camara de neubauer, en la
que se determind una poblacion de 54 - 11,0 x 10
célulasimL para P. aeruginosa y S. aureus, respec-
tivamente. De acuerdo a lo obtenido en la curva de
crecimiento, los microorganismos se dejaron  crecer
nuevamente en caldo nutritivo, antes del ensayo por un
periodo de 9 y 15 horas para S. aureus y P. aeruginosa
respectivamente.

Determinacion de la actividad antimicrobiana.
Se determino la Concentracion Minima Bactericida
(CMB), que corresponde a la minima concentracion
de antimicrobiano que elimina a més del 99,9% de
los microorganismos viables después de 24 horas de
incubacion [14]. Se utilizé el método de dilucién en
caldo, en el que al primer tubo de caldo Muller Hinton,
se le afladieron 2 mL de extracto de Propoleo, de este
se tomd una alicuota de 2 mL que se afiadié al tubo si-
guiente y asi se procedié sucesivamente con los tubos
restantes, de esta forma la concentracin en cada tubo
fue disminuyendo a la mitad. Cada tubo fue inoculado
con 100 pL de la suspension bacteriana en el punto
maximo de la fase exponencial y luego se incubaron
a 35 + 2°C por 24 horas, posteriormente se tomaron
100 pL de cada uno de ellos y se sembraron en agar
Mueller Hinton, las placas se incubaron por 24 horas a
35 = 2°C; los aislados fueron considerados sensibles
al extracto de Propdleo cuando no hubo crecimiento en
las placas después de 24 horas de incubacion, cada
ensayo fue sometido a 10 repeticiones.

Para descartar el efecto del etanol en el control negativo,
se prepararon paralelamente una serie con la misma
cantidad de tubos para cada bacteria, en este caso se
afiadieron 2mL de etanol al 96%, al primer tubo y se
realizaron las diluciones respectivas; como se obsernvo
que el etanol inhibi6 el crecimiento bacteriano en la
primera dilucion para ambas bacterias, se descartd
este resultado en la determinacion de la CMB, debido al
efecto del etanol. Como control positivo se utilizd cipro-
floxacina (200 mg/10mL) ya que segin las pruebas de
susceptibilidad a antibiéticos los dos microorganismos
fueron sensibles al mismo.
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Comparacion cualitativa de los componentes del
Propdleo Se realizd la identificacion de metabolitos
secundarios mediante  reacciones coloridas. La deter-
minacion de flavonoides se efectud mediante la prueba
de Shinoda. [15] y de Hidroxido de sodio [16]. Se utilizo
la prueba de Dragendorff para determinar la presencia
de alcaloides [15]. En la determinacion de esteroides
se utiliz6 el reactivo de Liebermann-Burchard e igual-
mente se hizo la prueba de cumarinas por lectura con
lémpara UV. Para la cromatograffa bidimensional, se
utilizaron 1&minas de papel cromatografico Whatman
N°3, se corrié la primera dimension con una mezcla
de terbutanol:dcido-acéticoagua (TBA) y la segunda
dimension con la mezcla, acido acético:agua (HOAC).
Luego se revelaron mediante luz UV. y se procedid a
demarcar cada mancha para identificar los compo-
nentes de la muestra por comparacion con la plantilla
de distribucion de flavonoides de Mabry et al [17] y se
calculd el Rf para cada componente.  Adicionalmente
se realizd cromatografia de capa delgada (CCD) en
cromato placas de silica gel. Se utilizd para la fase
movil una mezcla de Hex:AcOEtHOAC. La visualizacion
del perfil general de las muestras fue realizada a través
de lampara UV a una longitud de onda de 365 nm y
254 nm. [18].

Disefio experimental. Se empled un disefio de bloques
completamente  aleatorizado, en el cual las repeticiones
del experimento fueron los blogues y en cada expe-
rimento se evaluaron todas las concentraciones de
Prop6leo de las dos localidades. El andlisis de los datos
se hizo mediante la prueba no paramétrica de Kruscal

Wallis y la prueba de comparaciones maltiples T3 de

Dunnet para varianzas no homogéneas, el analisis se hizo con el
paquete estadistico SPSS, con un nivel méaximo de
significancia de 0.05.

RESULTADOS

La Concentracion Minina Bactericida (CMB) obtenida
para inhibir a S. aureus, fue de 15,39 mg/mL y 17,03
mg/mL para los dos EEP analizados (Cuadro 1), no
encontrandose  diferencias  significativas  (p>0,05) en
cuanto a la capacidad inhibitoria de los dos extractos
para esta bacteria.  Valores mas altos de CMB fueron
reportados por Marcucci [19], donde encontraron que
S. aureus fue inhibida con 120 mg/mL de Propéleo.
Entretanto, otros autores han reportado rangos menores
de concentracion inhibitoria para la misma [18,20].
Por otro lado, la CMB encontrada para P. aeruginosa
utilizando el Propbleo de Buenos Aires, fue de 17,03 mg/
mL, menor que la hallada para el Propdleo de Totoro,
cuya CMB fue de 30,78 mg/mL.

(Cuadro 2), mostrando que dicha bacteria necesitd
mayor concentracion del extracto de Totord para Ser
inhibida, mientras que el EEP de Buenos Aires inhibid
las dos bacterias a la misma concentracion. (Cuadros
1y 2). Estos resultados coinciden con otros estudios
en donde se reporta una mayor sensibilidad de bacte-
fias Gram positivas que de Gram negativas al Propoleo
[46,21], lo cual puede explicarse al tener presente que
las bacterias gram negativas poseen una pared celular
mas compleja, con una proporcion lipidica mayor, que

Cuadro 1. Concentracién minima bactericida (CMB) de los EEP de Totord y Buenos sobre S. aureus.

EFECTO
: — P
Concentraciones Bactericidas (mg/mL) Concentraciones N?nBL?cterludas (mg/ Sig.
TOTORO 12313 7,69 [Media + E.E(1.C.95%)] 3,39+0,40 0,000
6157 |  [Media+E.E.(1.C.95%)] 365 (257-4,21) Sig
55,33+6,50
078 (4219-68.47 112
15,39 0,96
68,12 . 851 [Media + E.E.(1.C. 95%)] 0,000
[Media + E.E.(I.C. 95%)] .
B,LOJ\IIEF,{\]SSS 34,06 39,74+3,94 4% 4,97£049 Sig ***
03 (31,67-47.80) s (3.96:597)
P 0234 0,092
Sig. No significativa No significativa
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Cuadro 2. Concentracion minima bactericida (CMB) de los EEP de Totor¢ y Buenos sobre P. aeruginosa.

EFECTO
Concentraciones Bactericidas (mg/mL.) Concentraciones No Bt;\ctericidas (mg/ S:Z]
mL '
12313 7,69
TOTORO [Media + EE(1.C. 95%)] [Media + EE(I.C. 95%)] 3,390,40
6157 55334650 385 |(257-4.21) 0,000
30,78 (42, 19-68,47) 1’ 12 S|g *k*k
15,39 096
68, 12 8’51
[Media + E.E.(1.C. 95%)] [Media + E.E.(1.C. 95%)] 4,97+0,49
BUENOS o 39,74+3,94 426 | (396597)
AIRES (3L,67-47,80) 0,000
17,03 213 Sig ***
P 0,234 0,092
Sig. No significativa No significativa

las gram positivas, tales caracteristicas pueden estar
involucradas con la mayor resistencia a los extractos. [22].
Ademas el andlisis estadistico mostré  diferen-
cias significativas (p<0,05) en cuanto a la actividad
antimicrobiana  (Cuadro 2), corroborando que para la
inhibicion de P aeruginosa fue méas efectivo el Propéleo
de Buenos Aires que el de Totor6, coincidiendo con los
resultados de ofros investigadores en  donde reportan,
diferencias  significativas en la actividad antibiética de
Propéleos

de diverso origen geografico. [5,6,23,24,25]. Este
resultado pareceria contradictorio debido a que en la
deteccion cualitativa de los metabolitos, se encontrd que
los dos propoleos estudiados presentaban los  mismos
componentes (Cuadro 3), por lo que se pudiera esperar
una accién antimicrobiana similar, pero segin Martinez
[2] los patrones de una molécula o grupo de moléculas
en particular pueden ser suficientemente distintos para
permitir la discriminacion entre Propbleos de diferente
origen geogréafico, por lo que muy seguramente, otro

Cuadro 3. Determinacion cualitativa de algunos componentes del Pro-
péleo de Totord y Buenos Aires.

METABOLITOS PRUEBA RESULTADO
Flavonoides Shinoda Positivo
Hidréxido de sodio Positivo
Alcaloides Dragendorff Positivo
Esteroides y Liebermann-Burchard Negativo
Terpenos
Cumarinas Positivo

factor que determina el resultado obtenido es la diver-

sidad de flavonoides y otros componentes presentes en
los extractos (Figura 1 y Cuadro 4), pues se ha propues-
to que actlan en sinergismo para optimizar su accion
y no solo la cantidad, sino la variedad de compuestos
fendlicos y de diferentes grupos quimicos aumenta
enormemente la funcionalidad del Propéleo.[22].

Segin los resultados de la cromatografia bidimensional
y los espectros obtenidos (Figuras 1, 2 y 3) se observa-
ron 4 manchas de distinta intensidad para el Propdleo de
Buenos Aires y 2 manchas para el de Totord.  Ademés,
el andlisis preliminar no mostrd presencia de esteroides
y terpernoides para los dos extractos, mientras que
estuvieron presentes metabolitos  secundarios como las
cumarinas, alcaloides y flavonoides en ambos
propbleos (Cuadro 3).  Estos resultados coinciden con
lo planteado por algunos autores en relacion a que los
compuestos  nitrogenados  y los  polifenoles  constituyen
los dos grupos de metabolitos secundarios de mayor
distribucion en las plantas superiores y que harfan parte
de la composicion quimica de los propdleos [26,27].
A estos Ultimos se les ha atribuido el alto potencial
antibacteriano, por lo cual su hallazgo es interesante
para la  accion efectiva de los extractos analizados,
pero en otros estudios, los demas grupos quimicos
encontrados, Se reportan entre los mas importantes
con actividad antimicrobiana [5,28]. Los resultados
obtenidos fueron contrarios a los reportados por Sola-
no y Coronado [29], quienes encontraron ausencia de
alcaloides y cumarinas, pero hallaron esteroides en tres



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol9 No.1 (8-16) Enero-Junio 2011

13

Figura 1. Cromatogramas de los propdleos de: (a) Buenos Aires, (b)
Totoro.

) @ || (b)

muestras de Propoleo provenientes de los departamen-
tos de Boyacd, Quindio y Cundinamarca, pudiéndose de esta
manera establecer grandes diferencias en la composicion
Quimica  de  los  propdleos  entre  departa-
mentos cercanos al departamento del Cauca.

Ademds el resultado positivo en la identificacion de
flavonoides fue corroborado por cromatografia  bidi-
mensional y observadas las 6 manchas obtenidas por
espectroscopia UV visible en el cromatograma, que
segin lo reportado por Mabry [17], podemos sefialar
la presencia de flavonoles, flavonolas e isoflavonas.
Los espectros obtenidos (Figuras 2 y 3) exhibieron un
perfil de barrido similar a los reportados por Park [30] y
Adellmann [3], con Propoleos de diferentes regiones de
Brasil y con méximos de absorcion entre las longitudes
de onda que se conoce son atribuidos a los flavonoides
y fenoles. Segln la literatura, los nicleos de flavonoides
sefialados se encuentran entre los principales compo-
nentes de los Propdleos. [31,32,33]. De acuerdo con
los andlisis por CCD (Figura 4), aunque algunas bandas
fueron similares para ambas muestras, en general se

presentaron variaciones en el perfil cromatografico de
los dos extractos, ohservandose que el EEP de Buenos Aires tuvo
mayor variedad de compuestos quimicos que el de Totord.

El resultado observado confirma lo expresado anterior-
mente sobre la importancia de la composicidn quimica
de los propoleos para su efectiva accidn. Estas dife-
rencias en la composicion pueden estar determinadas
por la diversidad de la flora predominante en cada zona
biogeografica donde estdn situados los apiarios; gran
pare de la vegetacion encontrada en estos municipios
corresponde  a  especies arbustivas 'y arboreas  produc-
toras de resinas, latex, mucilagos y gomas  que son
sefialadas como una de las principales fuentes naturales
que las abejas convierten en propoleos en las regiones
tropicales, [31]. Segun estudios quimicos [27,34], en
muchas de estas secreciones se han encontrado una
gran cantidad de metabolitos secundarios.

El municipio de Buenos Aires posee un clima célido el cual
probablemente favorece el desarrollo de una mayor diversidad de
especies vegetales de interés apicola y por ende una composicion
quimica més variada.

CONCLUSIONES

Los EEP provenientes de Totor6 y Buenos Aires pre-
sentaron una actividad bactericida similar contra S. aureus no
hallandose diferencias significativas en las Concentraciones
Minimas Bactericidas.

El EEP de Buenos Aires inhibié a P. aeruginosa a una
concentracion - significativamente menor que el de
Totor6, e igualmente mostrd una mayor complejidad
quimica, lo que sugiere la presencia de compuestos
Que estan implicados en la inhibicion de bacterias Gram
positivas y Gram negativas.  Esta complejidad puede
presentarse debido a diversidad particular en la flora

Cuadro 4. Datos cromatogréficos y espectroscopicos de los propdleos de Buenos Aires y Totord

Color Rf U (nm) Posible Clase de
Encontrado Encontrada e Estructuras base

Bl Verde Limén 051 217 Flavonol y Flavanona
B2  Azulciano 081 276 Flavanona e Isoflavona A ¥
B3 Verde Turquesa 0.69 277 Flavonol y Flavanona Y NN
B4  Azul ciano 0.76 275 Flavanona e Isoflavona Y v
T1 _ Amarillo Limon 054 246 Elavonal e Isoflavona Flavonol Flavanona
T2  Azul Ciano 0.33 276 Flavanona e Isoflavona

B1-B4: Propdleos de Buenos Aires. T1-T2: Propdleos de Totoro.



14

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol9 No.1(8-16) Enero-Junio 2011

Figura 2. Espectro de absorcién para las manchas del Propéleo de Buenos Aires.
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existente en la region de donde las abejas toman la
materia prima para producir los propélecs.

En ambos propdleos se encontraron metabolitos  se-
cundarios como alcaloides, cumarinas y flavonoides, que segin
la literatura son los principios bioldgicamente activos en este
compuesto.
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