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RESUMEN

La palabra propdleos se deriva de las raices griegas Pro (en defensa de) y
Polis (ciudad), denotando asi el caracter defensivo que tiene esta sustancia.
En este material de origen natural se han encontrado diferencias en la
composiciéon quimica y la actividad biologica dependiendo de la flora
circundante a la colmena, las condiciones climaticas y el proceso de
recoleccion utilizado. En el presente trabajo se determinaron las
caracteristicas fisicoquimicas, actividad antifungica y antibacteriana de
propoleos de Apis mellifera, provenientes del Suroeste Antioquero, obtenido
por dos procedimientos de recoleccion, el de raspado y el de trampa plastica

(malla).

La actividad antifungica se estudié contra los hongos fitopatdgenos de dos
especies de Colletotrichum, Aspergillus spp y Penicillium spp encontrandose
que las especies de Colletotrichum fueron mas sensibles a los propdleos,
presentando un 39% de inhibicion en el crecimiento radial a concentraciones
entre 1000 y 5000 ppm. Del mismo modo las especies Aspergillus spp y
Penicillium spp, presentaron una inhibicién del 25 y 19%, respectivamente.
Para la actividad antibacterial de los propdleos se usaron las cepas de los
géneros Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella tiphy, Bacillus
subtilis y Escherichia coli, siendo ésta ultima la cepa con halos de inhibicion

de 9 mm a una concentracién de 10mg/mL.

El material obtenido mediante el empleo de la malla matrizada presenté
algunos parametros de calidad apropiados, en concordancia con los

estandares establecidos por normatividades internacionales.

Palabras claves: Apis mellifera, propdleos, antifungicos, antibacterial, perfil

fisicoquimico.
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ABSTRACT

The word propolis is derived from Greek roots Pro (on defense) and Polis
(city), thus indicating that the defensive is the substance. In this material of
natural origin have been found differences in chemical composition and
biological activity depending on the flora surrounding the beehive, climatic
conditions and the collection process used. In this paper we determined the
physicochemical characteristics, antibacterial and antifungal activity of
propolis of Apis mellifera, from the Southwest Antioquia obtained by two

methods of collecting, scraping and plastic traps (mesh).

We studied the antifungal activity against phytopathogenic fungi of the
species of Colletotrichum, Aspergillus sp and Penicillium sp found that fungi
are more sensitive to the propolis, were the kind of Colletotrichum obtained a
39% inhibition in radial growth of fungi, when using extracts from this material
at concentrations between 1000 and 5000 ppm. Similarly the species
Aspergillus sp and Penicillium sp showed an inhibition of 25 and 19%
respectively. In the antibacterial activity of propolis were used strains of the
genus S. aureus, Bacillus cereus, Salmonella tiphy, Bacillus subtilis and
Escherichia coli was more sensitive strain Bacillus subtilis with halos of

inhibition of 9 mm at a concentration of 10mg/mL.

The material obtained using the mesh matrix presents some parameters of
appropriate quality in accordance with the standards set by international

standards.

Keywords: Apis mellifera, propolis, antifungal, antibacterial, physicochemical

profile.
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INTRODUCCION

El Propdleos es una sustancia de origen natural elaborada por las abejas
meliferas (Apis mellifera), que posee propiedades terapéuticas reconocidas,
y que ha sido empleada extensamente desde tiempos antiguos (Alencar et
al., 2007). Los egipcios apreciaban sus propiedades antiputrefactivas y lo
utilizaban para embalsamar cadaveres; los médicos arabes lo empleaban
como antiséptico y cicatrizante de heridas y como un desinfectante para la
boca (Asis, 1993); los soldados del imperio romano llevaban propdleos como
un medicamento de emergencia para sanar heridas de guerra (Salatino et al.,
2005). Estas aplicaciones se perpetuaron en la Edad Media como un
remedio tradicional que se emplea frecuentemente en Europa Oriental y es
bien conocido por su actividad antibacterial (Kujumgiev et al., 1999), (Lu et
al., 2005), (Popova et al.,, 2004), (Santos et al., 2002), (Russo, 2002),
(Stepanovic et al., 2003), (Weston, 1999), antifungica (Aly y Elewa, 2007),
(Kujumgiev et al., 1999), (Londofio et al., 2008), (Meneses, 2006), (Popova et
al., 2005), (Silici et al., 2005), (Sosa et al., 2000a), (Tripathi y Dubey, 2004),
inmunomoduladora (Girgin et al., 2009), (Orsolic, 2003), (Orsolic, 2004),
antitumoral [(Ozkul, 2005) , (Yeng y Hobbins, 2003), antiinflamatoria (Borelli,
2002), (Paulino et al., 2008) antioxidante [(Buratti et al.,, 2007),
(Kalogeropoulos et al., 2009a), (Kamazawa et al., 2006), cariostatica (Libério
et al., 2009)], antiviral (Amoros et al., 1992) entre otras. (Yildirim, 2004a),
(Prytzyc, 2003), (Kamazawa et al., 2006). Actualmente ha surgido un
crecimiento e interés en aplicar estos materiales en el sector de los alimentos
como conservante natural (Alexander, 2007), (Lima et al., 1998), (Nedret Koc
et al., 2007), (Tosi et al., 2007), (Tripathi y Dubey, 2004).

El propdleos lo elaboran las abejas mezclando las resinas colectadas de las
plantas con sus secreciones salivares, (Pefia, 2008) y lo utilizan como

sustancia defensiva para cubrir las paredes de la colmena haciéndolas mas
15



duras y resistentes (Salatino et al., 2005), tapar orificios o aberturas,
embalsamar insectos y pequenos vertebrados invasores y particularmente,
para la proteccion de las colonias del ataque de microorganismos e insectos.
Es una sustancia viscosa que recogen de las yemas y de las cortezas de los
alamos, sauces, y olmos entre otros. Una colmena puede llegar a
abastecerse de hasta 300 g de propoleo por afo, pero lo normal son 50 g al

afo de una mezcla de propéleo y cera (Prytzyc, 2003).

La composicion del propoleos depende de la flora especifica del sitio de
recoleccion y varia con la localizacion geografica (Castaldo, 2002), (Maidana,
2000a). En las zonas templadas, el propdleos se origina desde los exudados
de los brotes de las especies del género Populus y tiene una composicion
cualitativa relativamente constante (Woisky y Salatino, 1990), (Woisky y
Salatino, 1998). En las regiones tropicales, donde no son frecuentes los
alamos, las abejas encuentran otras fuentes mas diversas para elaborar su
goma (Volper, 2000), por tanto, su composicidon quimica es diferente y
variable debido a la riqueza y diversidad de la flora tropical. En las regiones
tropicales de Suramérica, se ha incrementado considerablemente la
produccion del propoleos y los extractos alcohdlicos han ganado popularidad
como remedio casero. La quimica y actividad biolégica de estos materiales
ha despertado el interés de la comunidad cientifica internacional; sin
embargo, actualmente el propdleos Colombiano no recibe mucha atenciéon y
en parte se debe al desconocimiento que se tiene sobre él. Algunos autores
han relacionado la actividad del propdleo con los requerimientos defensivos
de las colonias, en las areas ecoldgicas donde estan establecidas (Idarraga,
2003).

Como una primera aproximacion al conocimiento de la composicion quimica

de los propoleos Colombianos, Salamanca y Correa (Salamanca, 2007)
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estudiaron el perfil de los propdleos de otras regiones del pais asimismo,
Meneses en el 2006 realizé el estudio de los componentes que poseen
actividad antifungica utilizando el material colectado en el Apiario de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin. Para las evaluaciones se
utilizaron las cepas de los hongos fitopatégenos filamentosos Botryodiplodia
theobromae, aislado de los frutos de Persea americana (aguacate)
infectados con cepas del genero Colletotrichum, obtenidas de los frutos P.
americana, Mangifera indica (mango) y Carica papaya (papaya). Las
fracciones mas activas fueron caracterizadas empleando métodos
cromatograficos y espectroscopicos convencionales encontrandose tres
diterpenos del tipo labdano identificados como acido isocuprésico,

agatodienediol y torreferol (Meneses, 2006).

Como se ha observado, dada su accion antimicrobiana y antifungica, es una
sustancia de gran potencial para ser empleada en el tratamiento de
afecciones provocadas por diferentes microorganismos y para otras
aplicaciones como en la conservacion de alimentos (Aly y Elewa, 2007),
(Kalogeropoulos et al., 2009b). Por otra parte, si se tiene en cuenta que en el
Suroeste Antioqueno, la apicultura es una de las actividades econdémicas
mas importantes, la alternativa de conocer las propiedades del propdleos de
eésta region para impulsar su aprovechamiento, es un aspecto de gran

interés.

Hoy en dia es importante la busqueda de nuevas fuentes de antifungicos y
antibacterianos naturales no toxicos para el hombre que prevengan el
crecimiento de éstos microorganismos, que afectan la productividad agricola
en pre- y post-cosecha y que también puedan ser utilizados para la

conservacion de alimentos (Aly y Elewa, 2007), (Kalogeropoulos et al.,
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2009b), (Nagai et al., 2006), y causantes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA’s).

Por estas razones, se investigé el perfil fisicoquimico y se evalué la actividad
antifngica y antimicrobiana de los propdleos provenientes del suroeste
Antioquefio frente a Hongos fitopatogenos de interés en alimentos como el
Colletotrichum acutatum, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus spp.,
Penicillium spp. y la bacterias B. subtilis, E. coli, S. aureus, S. tiphy, B.

cereus.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1. GENERALIDADES

El propdleos es una sustancia natural elaborada por las abejas meliferas
(Apis mellifera), a partir de los exudados de las cortezas y diversos tejidos de
las plantas. Los materiales colectados son triturados, humedecidos y
mezclados con la cera producida por las glandulas céreas y finalmente son
transportados hacia la colmena. En estado fresco es resinoso, y cuando ha
permanecido durante mas de cinco meses en la colmena presenta una
estructura quebradiza. La coloracidn es variada y puede poseer tonalidades
amarillentas y verdes, tipicas de los propdleos europeos y algunos del Brasil
(Alencar et al., 2007); en otros casos, presenta tonalidades rojizas, siendo
estas caracteristicas de algunos propdleos cubanos (Alencar et al., 2007).
Esta diversidad de coloraciones, esta asociada con diferencias en
composicidon y propiedades fisicas que dependen fundamentalmente del tipo

de flora circundante de la colmena (Pefa, 2008).

El propdleos se elabora con fines defensivos y satisface alguna de las
siguientes funciones: mantener la colmena libre de bacterias y hongos
patogenos y actuar como soporte estructural para cubrir rendijas y agujeros
con el fin de regular la temperatura del interior de la colmena y evitar la
entrada de otros organismos. Al interior de las colmenas los cadaveres de los
insectos y pequenos vertebrados intrusos se momifican con propéleos,
evitando de esta forma la proliferacion de enfermedades infecciosas y el

ataque por insectos necréfagos.

A través de la historia de la humanidad, se han reconocido las propiedades

terapéuticas del propdleos. Los soldados romanos lo utilizaban como agente
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cicatrizante para curar las heridas sufridas en combate, los médicos de Roma
y Grecia clasicas lo recomendaban como desinfectante oral y las tribus incas
lo empleaban como un agente antipirético. Estas aplicaciones y otras, se
conservan en la actualidad en un gran numero de paises alrededor del
mundo. En Europa, Japon y Estados Unidos, se utiliza para el tratamiento de
diversas enfermedades como otitis cronica media y externa, faringitis, renitis
cronica, amigdalitis y asma bronquial (Salatino et al., 2005) entre otras, y su

eficacia ha sido reconocida por diversos estudios farmacoldgicos.

1.2. ASPECTOS DE LA PRODUCCION DEL PROPOLEOS.

El éxito tanto en calidad como en cantidad del propoleos obtenido depende
de una interrelacion de factores que juegan un papel fundamental en este

tipo de produccion:

1. Clima y Flora
2. Raza de la abeja
3. Métodos de recoleccion.

A continuacion se hara una descripcion de cada uno de ellos.

1.2.1. Climay Flora:

Debido a que el propdleos es un material elaborado a partir de los tejidos y
exudados de diferentes plantas, su origen geografico influye sobre su
composicién, debido a que las fuentes vegetales varian de acuerdo con la
latitud y los pisos térmicos. En los paises templados del hemisferio norte, las
fuentes para la elaboracion del propdleos, son los arboles de abedul, fresno,
olmo, balsamo y especialmente las resinas de los brotes vegetativos de los
alamos (Populus nigra), Salicaceae (Populus nigra) (Popova et al., 2004) v,

Pyramidalis (Lima, 1979). En los propdleos Suramericanos, con climas
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ecuatoriales, las abejas aprovechan las resinas producidas por las flores de
Clusia minor en Venezuela, y de Clusia rosea en Cuba. En Brasil se
proponen como fuentes Araucaria heterophylla, Clusia major, Clusia minor y
algunas especies de Baccharis, Araucaria angustifolia y Eucalyptus citriodora
(Popova et al., 2004). En Australia occidental utilizan las especies del género

Xanthorrhoea (Lu et al., 2005), las cuales son endémicas de este pais.

La region del suroeste Antioqueino, conocida también como la zona cafetera
del departamento de Antioquia, estd ubicada geograficamente como se
indica en la Figura 1 (Gobernaciéon de Antioquia, 2002) y la conforman 24
municipios con elevaciones que en general oscilan entre los 900-2000
m.s.n.m, con precipitaciones promedias entre 1000-2000 mm anuales y con

una temperatura aproximada entre 18-24°C (Morales et al., 1998).

Los cultivos mas comunes en esta zona son: café, cafia de azucar de ladera,
frijol, maiz, yuca, platano, potreros y arboles frutales como mangos, citricos y
aguacate. Dentro de las plantas apicolas de la regién algunos autores (Ortiz,
1994), (Sanchez, 1995) identificaron y registraron plantas que observaron
siendo visitadas por abejas dentro de las cuales, 267 especies identifico un
autor y 154 el otro, estos autores las clasificaron como grupos de alto valor
para las abejas sobresaliendo, segun Sanchez (Sanchez, 1998) solo 10 de
ellas de facil reconocimiento en el suroeste Antioquefio. Las cuales se citan a
continuacion con la familia a la que pertenecen y su hombre comun:

1. PASSIFLORACEAE. Passiflora liguralis.- Granadilla

2. MIMOSACEAE. Inga vera.- Guamo Santaferefo

3. FABACEAE. Gliricidia sepium. — Matarraton

4. MYRTACEAE. Eucalyptus saligna. — Eucalipto

5. LYTHRACEAE. Adenaria floribunda. — Coralito

6. SAPINDACEAE. Serjania clematidea.- Tres filos
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7. ARALIACEAE. Oreopanax obtusilobum. — Pata de gallina
8. BORAGINACEAE. Cordia alliodora. — Nogal

9. RUBIACEAE. Coffea arabica. — Café

10. ASTERACEAE. Steiractinia oyedaeoides. — Navidad

Se destaca que el café y las plantas utilizadas como sombrio de éste,
constituyen la principal fuente de néctar en el Suroeste Antioquefio (Ortiz,

1994), luego también se podrian asociar a la produccién de propdleos

SUBREGION
. SUROESTE

L

@ URRAC
@ CAICEDO

@ TARSO
BETULLA @ PUEBLORICO

@ SALGAR MONTEBELLO

S BOLIVAR @ VENECIA

BETANIA by T:';CG’TA

. ;:I;E; ANGELOPOLIS

oy, @ TITIRIBI

CARAMANTA @ CONCORDIA

VALPARASO @ SANTA BARBARA

LA PINTADA HISPANIA

TAMESIS @ JERICO

Figura 1. Subregion del Suroeste Antioqueio.
FUENTE: Gobernacién de Antioquia (Anuario estadistico agropecuario) 2002.

1.2.2. Raza de las abejas

La produccion del propoleos esta en funcion de la raza de abeja y del
ambiente en el cual se desarrolla la actividad apicola. La raza caucasica y los

hibridos africanizados de apis mellifera, son mas propolizadores que otras
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razas, potenciandose este comportamiento cuando los apiarios se ubican a
mas de 1000 m de altitud (Pena, 2008), caracteristicas que poseen los
propdleos del suroeste Antioquefio. Son pocas las colonias y las abejas de
una colmena que colectan propdleo, cerca de 3% de las pecoreadoras
realizan este trabajo, el cual es muy desgastante (reduce la vida de la obrera
en torno al 20%), ya que esta operacion dura entre 15 y 60 minutos y se
realiza en las horas mas calientes del dia (Manrique, 2006). Es por ello que
para producirlo adecuadamente, las abejas deben ser alimentadas o tener
mucho néctar a disposicién, para compensar este desgaste productivo,
ademas se podria forzar a las colmenas a tapar los espacios vacios con

cera, si la temperatura llegara a bajar mucho (Sahinler, 2005).

Las abejas obreras al colectar y transportar el propoleos a las colmenas los
exudados resinosos de los brotes de las plantas son triturados en pequefios
fragmentos con las mandibulas y las patas posteriores, luego el material
picado es humedecido con saliva hasta transformarlo en pequehas esferas
que posteriormente son adheridas a la corbicula; mientras realiza esta labor

puede procesar mas material en su mandibula (Lu et al., 2005)

Cuando la corbicula se encuentra llena, transporta el material procesado a la
colmena, y alli otras abejas se encargan de retirarlo; el proceso puede tomar
desde una hora hasta dos dias. Las abejas que reciben el propdleos en la
colmena lo emplean inmediatamente, esta labor se realiza por adultas
mayores que tienen sus glandulas céreas atrofiadas y por ello no son
capaces de construir panales ni cubiertas para las celdas de miel (Salatino et
al., 2005).

23



1.2.3. Métodos de recoleccién:

Existen numerosos métodos de produccion o recoleccion de los propoleos
(Sahinler, 2005), pero los mas utilizados son el raspado del material apicola y
el empleo de mallas plasticas colocadas en la parte superior de la ultima

alza.

Para una buena recoleccion depende fundamentalmente del comportamiento
de las abejas en la colmena. Si se altera las condiciones dentro de ésta, se
puede acelerar la produccidn y mejorar la calidad de los propdleos,
utilizando diferentes dispositivos con estos fines (Giralt, 2001). De esta forma
tenemos la recoleccion del propdleos por “Raspado” un método cada vez
menos aconsejable que consiste en raspar con palanca o con espatula todos
los lugares de la colmena en los cuales las abejas hayan depositado
propoleo. Este método resulta muy engorroso e inconveniente por la poca
productividad y la alta posibilidad de contaminacion y oxidacion de los
compuestos bioactivos por la presencia de metales en el material utilizado
para el raspado (Asis, 1993). En Colombia, se ha venido utilizando esta
metodologia, aunque en los ultimos afos se ha estado innovando por la
recoleccion en mallas, trampas o rejillas, la cual pretende obligar a la abeja a
que con una tela llene los orificios y aprovechando su instinto de cubrir
grietas, tape todos esos orificios con propodleos y asi facilitar la recoleccion

por parte del apicultor (Yanucci, 2000).

La utilizacion de mallas a su vez permite obtener un propdleos mas
granulado lo que facilita el proceso de extraccion con solventes como el

etanol.
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1.3. UTILIZACION DEL PROPOLEOS EN LAS COLMENAS

El origen etimolégico de la palabra propdleos deja entrever la funcionalidad
que tiene este material en la colmena. Propdleos se deriva de las raices
griegas pro (en defensa de) y polis (ciudad), denotando el caracter defensivo
que tiene esta sustancia y su aplicacion en la construccion, aislamiento y

proteccion de la colmena (Bilisik et al., 2008).

Las abejas emplean el propdleos para recubrir las paredes de la colmena,
reparar panales, cerrar rendijas, agrietamientos, y las fracturas que puedan
existir, y ademas, cubren los bordes de las entradas para proporcionar un
sello hermético, que permita al mismo tiempo la defensa de la entrada. Se
presume que al cubrir las paredes y grietas de la colmena con propodleos, las
abejas buscan mantener un ambiente hermético que conserve la humedad
del interior y ademas, establecen un control de las bacterias, mohos y otros
organismos como insectos pequenos y acaros, que afectan el desarrollo de
las crias y los individuos que habitan la colmena (Funari y Ferro, 2006). En
una colmena, el proceso de recoleccion del propdleos puede tomar varios

dias, y se interrumpe en los momentos de alimentacién de las abejas.

1.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL PROPOLEOS Y DE SuUS
CONSTITUYENTES

La bibliografia reporta un gran numero de trabajos relacionados con la
actividad bioldgica y farmacolégica del propdleos; sin embargo, la cantidad
de estudios que reportan compuestos puros con actividad especifica
obtenidos de este material es muy reducida, y las aplicaciones son muy
diversas y heterogéneas. Su modo de empleo o uso depende del tipo de
disolvente empleado para su extraccion, por esta razén los mas

recomendados son el etanol y propilenglicol (Krell, 1996). A continuacion se
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analizan con mayor detalle algunas de las actividades biologicas de éstos

materiales.

1.4.1. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL Y ANTIFUNGICA

La actividad antibacteriana se reporta con mucha frecuencia y es quizas la
actividad mas estudiada. Kalogeropoulos y colaboradores (Kalogeropoulos et
al., 2009b) estudiaron el efecto de varios extractos etandlicos de propdleos
frente a varias bacterias tales como: Salmonella typhimurium, Enterobacter
aerogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, y Listeria monocytogenes. La
actividad fué asociada a la presencia de compuestos del tipo terpénico,
flavonoides, y antraquinonas, principalmente emodina, y crisofanol. Con base
en los resultados obtenidos los autores recomiendan el uso de estos
propoleos como aditivos de origen natural para conservacion en alimentos.
Koo (Koo et al., 2002), Liberio (Libério et al., 2009) y sus colaboradores,
lograron identificar varios compuestos que poseen actividad bactericida
contra las cepas del microorganismo Streptococcus mutans. Los
componentes identificados corresponden a flavononas, dihidroflavononas, y
el sesquiterpeno farnesol, el cual presentd la mayor actividad antibacteriana.
En los estudios realizados con propéleos turcos por Basic (Basic, 2005) se
encontré actividad contra las bacterias fitopatdgenas, Pseudomonas syringae

pv. Phaseolicola y Pseudomonas savastanoi.

En los propdleos Brasileros de la region de Minas Gerais, Santos y
colaboradores (Santos et al., 2002) encontraron actividad del extracto
etandlico sobre las bacterias causantes de periodontitis: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium, Porphyromonas gingivalis vy
Prevotella intermedia. Las fracciones llevadas a cabo mediante HPLC y CCF

mostraron que el extracto total es mas activo que las fracciones obtenidas.
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Lu (Lu et al., 2005) y colaboradores reportaron la actividad de los extractos
etandlicos del propdleos colectado en diferentes épocas del afio en Taipéi,
Mingchien y Fanglia (Taiwan), contra el patdégeno oral Staphylococcus
aureus. El autor planteé que el mecanismo de actividad antimicrobiana es
complicado y puede atribuirse a un sinergismo entre los acidos de

sesquiterpenos y flavonoides hidroxidados.

En el trabajo publicado por Popova (Popova et al., 2005) se estudiaron 6
muestras de propoleos turcos. El estudio se orienté hacia la identificacion de
los compuestos presentes en las fracciones con actividad antibacteriana y
antifungica. Los métodos de separacion, caracterizacion y cuantificacion
empleados fueron CCF, GC-MS y UV-Vis. Con la caracterizacion de los
compuestos se lograron identificar tres muestras procedentes de las regiones
de Yozgat, I1zmir y Kayseri, originadas a partir de los exudados de Populus
que mostraron un contenido similar en fenoles y flavonoides. El analisis
cuantitativo por GC-MS revel6 que una muestra obtenida de la regién de
Adana contenia acidos diterpénicos y un alto porcentaje de cinamil cinamato.
La muestra de la regiéon de Erzurum, mostré cantidades considerables de
acidos grasos hidroxilados y alcoholes triterpénicos, y la otra obtenida en la
localidad de Artvin, contenia glicéridos fendlicos, caracteristicos de los
exudados de los brotes de Populus euphratica Oliv. Este trabajo confirma la
importancia de la presencia de los compuestos fenodlicos en la actividad
antifungica de los propdleos turcos y algunas de las moléculas identificadas
estan presentes en la especie Populus nigra L., la cual es una fuente

importante para la elaboracion del propdleos en las regiones estudiadas.

Kujumgiev y colaboradores (Kujumgiev et al., 1999) estudiaron los extractos
de los propdleos provenientes de Bulgaria, Albania, Mongolia, Egipto, Brasil,

y Espana, y evaluaron la actividad antibacteriana, contra las cepas de S.
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aureus y E. coli, la antifungica contra C. albicans, y la actividad antiviral
usando como modelo el virus de la influenza aviar. Los resultados revelaron
la actividad de la mayoria de los extractos contra las bacterias Gram

positivas y el virus estudiado.

En los estudios realizados por Silici (Silici y Katluca, 2005) y colaboradores,
se evaluaron muestras de propdleos provenientes de tres razas de Apis
mellifera, mediante ensayos de actividad antimicrobiana, contra las cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa vy
Candida albicans. Los resultados mostraron que el propoleos de Apis
mellifera caucasica es mas activo que los de Apis mellifera anatolica y Apis
mellifera carnica. Todos los extractos etandlicos mostraron una actividad
antibacteriana alta contra cocos gram positivos, principalmente las cepas de
Staphylococcus aureus, y actividad baja contra bacterias gram negativas
como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa y la levadura Candida
albicans. Se caracterizaron 48 compuestos mediante GC-MS, de los cuales
32 corresponden a estructuras nuevas en el propdleos. Se proponen como
fuentes de estos compuestos las especies Populus alba, P. tremuloides y

Salix alba.

En propdleos Brasilero de la variedad Yukaris, Banskota y colaboradores
(Banskota et al., 2009) aislaron e identificaron el 15-metil éster del acido
agatico; compuesto que presentd actividad contra la bacteria gram-negativa
Helicobacter pylori, y en otro estudio, con extractos etandlicos de propdleos
del mismo origen, Hayacibara (Hayacibara, 2005) encontré actividad
anticariogénica contra las bacterias Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus.

Stepanovi¢ y colaboradores (Stepanovic et al., 2003) estudiaron la actividad

de 13 extractos etandlicos de propdoleos contra 39 microorganismos
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resistentes a antibidticos correspondientes a cepas de Staphylococcus
aureus, S. sciuri, S. epidermidis, S. xylosus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marscescens, Providencia stuartii, P. rettgeri,
Morganella morganii y Salmonella enteritidis. También evaluaron la actividad
sinergista entre propdleos y antibidticos contra S. aureus resistente a
oxacilina, Klebsiella pneumoniae y Candida albicans. Los resultados
mostraron actividad considerable de los extractos contra las bacterias gram-
positivas y levaduras, y actividad reducida contra bacterias gram-negativas.
Se observo actividad sinergista del propdleos con antibidticos comerciales y

con compuestos antifungicos.

Scazzocchio y colaboradores, (Scazzocchio, 2005) reportaron la actividad
antibacteriana de los extractos etandlicos de propdleos a concentraciones
subinhibitorias. Evaluaron 140 cepas de Staphylococcus spp. y 123 cepas de
Streptococcus spp. y confirmaron empleando el método de captura de
yoduro de propilo que los extractos causaban dafio estructural a las células
bacterianas; los autores observaron que los extractos etandlicos mezclados
con ampicilina y estreptomicina incrementaban el efecto drasticamente.
Mientras que con el cloranfenicol, el ceftriaxon, eritromicina y la vancomicina

no se observo ningun efecto.

Imhof y Kainberger (Imhof y Kainberger, 2005) estudiaron la actividad de la
solucion acuosa comercial Melprotect (propéleos al 5%) utilizada para tratar
los casos de vaginitis recurrente, con base en los resultados obtenidos se
propone que el propdleos es una alternativa para el tratamiento con un 76%

de mejoria en los casos estudiados.

En la bibliografia consultada (Londofio et al., 2008), (Meneses, 2006),
(Nedret Koc et al., 2007), (Sosa et al., 2000a), (Tripathi y Dubey, 2004) son

pocos los estudios relacionados con la actividad antifungica de propdleos
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contra hongos fitopatdégenos y alteradores de alimentos. En particular Ali y
Elewa (Aly y Elewa, 2007) encontraron actividad antifungica contra
Aspergillus versicolor en la conservacion de quesos egipcios. Del mismo
modo, Pepeljnjak y colaboradores (Pepeljnjak et al., 1982) lograron controlar
el crecimiento del hongo Aspergillus sulphureus para examinar la biosintesis
de la ocratoxina A. Tripathi y Dubey (Tripathi y Dubey, 2004) consideraron
que los propdleos son una alternativa para el control de hongos en
poscosecha de frutas y vegetales. En éste sentido, se ha encontrado que los
propéleos inhiben el crecimiento de patégenos como B. cinerea y P.
expansum. (Lima et al.,, 1998), Candida albicans, Aspergillus niger,
Ascosphaera apis y Plasmopara viticola (Krell, 1996), (Farre et al., 2004).
Adicionalmente, se han evaluado la actividad antimicética de propéleos de
diferentes regiones de Argentina, encontrando que la actividad contra los
hongos fitopatégenos Fusarium sp, Macropomina sp, Phomosis sp,
Aspergillus niger y Thichoderma spp, esta relacionada con los flavonoides

galangina y pinocembrina (Chaillou y Nazareno, 2009).

1.5. OTRAS ACTIVIDADES

Ademas de la actividades descritas existen reportes de actividad anti-
inflamatoria (Borrelli et al., 2002), (Cardile et al., 2003), (Hu et al., 2005),
antiparasitaria (Dantas, 2006), (Freitas, 2004)], inmunomoduladora [(Orsolic,
2004), (Sforcin, 2005), antimutagena (Jeng, 2000), antioxidante(Russo,
2002), antiviral(Gekker, 2005), (Castaldo, 2002), efectos estrogénicos (Song,
2002 ), genotoxicidad (Tavares, 2006), anti VIH (Gekker, 2005) y actividad
antituberculosa (Yildirim, 2004b), las cuales no se detallan en éste

documento.
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2. HONGOS FITOPATOGENOS INVOLUCRADOS EN LA ALTERACION
DE ALIMENTOS

Los hongos fitopatdégenos son los principales limitantes en la produccién de
los cultivos causando enfermedades que pueden tener diferente incidencia
dependiendo del manejo que se le da al cultivo. Entre los fitopatdogenos de

importancia en nuestra region se encuentran los siguientes:

2.1. GENERO Colletotrichum
Para este género se destacan las especies C. gloeosporioides y C. acutatum

responsables de la antracnosis en frutas como el mango, papaya, aguacate,
guanabana y las hortalizas durante su cultivo. Esta enfermedad se constituye
en una limitante para la productividad y el mercadeo de este renglon de la

actividad fruticola en nuestro pais.

2.1.1. Colletotrichum gloeosporioides
Es un patdégeno que ataca diferentes familias de plantas como solanaceas,

pasifloraceas, cruciferas entre otros géneros de importancia econémica. En
Latinoamérica la antracnosis se conoce con el nombre de Antracnose,
patdgeno que ataca una amplia variedad de frutas, tales como manzanas,

aguacates, citricos, papayas, melocotones, mangos y fresas (Agrios, 2004).

Clasificacion taxonémica.

Reino: Fungi

Division: Mycota

Sub- Division: Eumycotina
Clase: Deuteromycetes
Orden - forma: Melanconiales

Familia — forma:  Melanconiaceae
Seccion — forma:  Hialosporeae
Género: Colletotrichum
Especie: gloeosporioides
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Sintomas morfolégicos

Los sintomas en las hojas aparecen inicialmente en el envés como lesiones
de un color que varia desde rojo hasta negro, localizado a lo largo de las
nervaduras de la hoja. Generalmente las enfermedades de los frutos
aparecen en forma de manchas rosadas hasta color negro, las cuales se
convierten en chancros que contienen masas de esporas propias de cada

hongo.

Etiologia

El hongo C. gloeosporioides es un miembro del grupo de hongos
imperfectos, el crecimiento optimo del hongo ocurre en cultivos a 22.5 ° C de
temperatura; en cambio, la produccion conidiana es optima en temperaturas
de 14 a 18° C y las temperaturas mayores de 30° C las afectan severamente
o las inhiben. El pH de 5.2 a 6.5 favorecen la esporulacion, pero esta no

responde a la aireacion ni a la luz natural o ultravioleta.

Control

El control de las enfermedades por Colletotrichum, depende del uso de
semillas sanas o tratadas con compuestos quimicos y con agua caliente, de
la rotacion de cultivos cada dos o tres afos cuando sea posible, del uso de
variedades resistentes de las que se pueda disponer para varios cultivos
anuales y del uso de fungicidas tales como el benomyl, maneb, zineb,

mancozeb, clorotalonil, captafol y el folpet (Agrios, 2004).

Hoy en dia las plantas y sus derivados han demostrado efectos
controladores contra hongos, y hasta el momento la aplicacion de aceites
esenciales (AE) derivados de plantas, es un método natural muy atractivo
para controlar estas enfermedades tanto en cosecha como en post-cosecha,

y han sido reconocidos por poseer diversas funciones, incluyendo conferir la
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resistencia a plagas y enfermedades; algunos AE, asi como sus
constituyentes, han demostrado poseer propiedades antibacterianas y
antifungicas (Alzate et al., 2009), (Alvarez-Castellanos et al., 2001), (Bittner
et al., 2009).

2.1.2. Colletotrichum acutatum

Es uno de los principales hongos patdégenos en agricultura y responsable de
importantes pérdidas econdémicas en frutales como aguacates, mangos,
melocotones, citricos, uvas y fresas; en areas, tanto de climas templados
como subtropicales y tropicales. Generalmente inverna como micelio en
distintas partes del hospedante (Agrios, 2004). Los conidios requieren la
presencia de agua para ser producidos y su dispersion se produce con la
lluvia (Wharton y Dieguez, 2004).

Clasificacion (ver: C gloeosporioides):
Ascomiseto

Género: Colletotrichum

Control
Las actuales medidas de manejo de este hongo comprenden la distinta

resistencia formas y manejo de los cultivos, métodos quimicos como
ditiocarbamatos, benzimidazol, triazol, clorotalonil, imazalil y procloraz. Como
control biologico se han empleado aceites esenciales de plantas llamados
biofungicidas (Wharton y Dieguez, 2004).

2.2. GENERO Aspergillus.

Sus especies son causantes del deterioro de muchos productos alimenticios.
Los productos metabdlicos de la invasion fungica suelen ser muy toéxicos,

tanto para el hombre como para los animales. También producen la
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inhibicion de la germinacion junto con cambios de color, calentamiento,

apelmazado y finalmente podredumbre de las semillas (Carrillo, 2003).

Morfologia:

El color es la principal caracteristica macroscoépica para la identificacién de
los grupos. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y
negro. Las cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas
basicas: globosa, radiada, columnar o claviforme y a simple vista las mas

grandes suelen parecer diminutos alfileres sobre el sustrato (Carrillo, 2003).

Aflatoxinas:

Estas toxinas contienen un nucleo cumarina fusionado a un bifurano y a una
estructura pentanona en el caso de aflatoxinas B, que esta sustituida por una
lactona de seis miembros en aflatoxinas G. Estos metabolitos secundarios
son producidos por una ruta biosintética comun con la esterigmatocistina, a
partir de un precursor policetonico en el género Aspergillus, con mas
frecuencia sobre oleaginosas, aunque también en cereales, especialmente

los de zonas calidas (Carrillo, 2003).

2.3. GENERO Penicillium.
Son mohos comunes que desarrollan sobre los mas diversos substratos:

granos, paja, cueros, frutas, etc. La importancia de estos mohos en la
alimentacion humana y animal se debe a que, ademas de causar deterioro,

producen toxinas (Carrillo, 2003).

Clasificacion

El género Penicillium esta subdividido en grupos o subgéneros de acuerdo a

su morfologia, aunque también se tiene en cuenta la velocidad de
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crecimiento. La serie Monoverticillata o subgénero Aspergilloides,
comprenden a todos los penicilios monoverticilados. En ellos el estipite suele
tener mayor diametro en la zona donde se implantan las fialides, sin llegar a

ser una vesicula como en el género Aspergillus (Carrillo, 2003).

Micotoxinas:

Las especies de Penicillium producen varios metabolitos secundarios, entre
ellos acido ciclopiazénico, acido penicilico, cicloclorotina, -citroviridina,
citrinina, griseofulvina, ocratoxina A, patulina, penitrem A. Todas estas
substancias son originadas por los hongos para afianzarse en su ambiente
natural inhibiendo a otros organismos que compiten por el substrato. Las
micotoxinas tienen diversa estructura quimica, su peso molecular es
relativamente bajo y se difunden en el medio. Algunas existen en cantidades
significativas en el ambiente natural como para influir en la salud del hombre
y los animales, pero es practicamente imposible inactivarlas por los
tratamientos térmicos que se aplican corrientemente en la elaboracién y

conservacion de los alimentos (Carrillo, 2003).
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3. METODOLOGIA PROPUESTA

La metodologia que se presenta a continuacion se utilizé en el desarrollo de
este estudio y para su ejecucion se emplearon las técnicas convencionales

requeridas para ello.

3.1. SELECCION Y RECOLECCION DE LOS PROPOLEOS.

Las muestras se colectaron en diferentes épocas del afio (ver tabla 1),
empleando el método de recoleccion tradicional de raspado, y/o trampas tipo
europeo. Posteriormente El material obtenido se almacen6 en el laboratorio
de productos naturales de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin, refrigeradas (-12°C) y en ausencia de luz hasta su posterior

tratamiento.

Tabla 1. Lugar, Epoca y métodos de recoleccién de los prop6leos

PROPOLEO METODO DE RECOLECION FECHA
UNION MALLA ABRIL-2007
CALDAS MALLA AGOSTO0-2007
CALDAS RASPADO AGOSTO-2007
BETANIA (Negro) RASPADO OCTUBRE-2007
BETANIA (Rojo) RASPADO OCTUBRE-2007
SAN RAFAEL RASPADO MAYO-2008
SANTA BARBARA (Quiebra) MALLA MAYO-2008
SANTA BARBARA (Charcos) MALLA MAYO-2008
CIUDAD BOLIVAR RASPADO MAYO-2008
TAMESIS MALLA JUNIO-2008

Los propdleos analizados fueron obtenidos de diferentes apiarios del
Suroeste Antioqueno, ubicados en los municipios de: Santa barbara veredas
Quiebra y Charcos (Latitud 05° 52' 39" N, Longitud 75° 34' 14" O; 1800
m.s.n.m.), Betania: (Latitud 05° 44' 42" N, Longitud 75° 58' 44"0O; 1550
m.s.n.m.) se colectaron dos muestras mediante raspado con caracteristicas

organolépticas diferentes, una de color negro y otra roja, Ciudad Bolivar
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Latitud 05° 51' 14" N, Longitud 76° 01' 31"0O; 1200 m.s.n.m.), La Union
Latitud 05° 58' 38"N, Longitud 75° 21' 54"0O; 2500 m.s.n.m.), San Rafael
(Latitud 06° 18' N, Longitud 75° 01' O; 1000 m.s.n.m.), Caldas (Latitud 6° 06'
N, Longitud 75° 38' O; 1750 m.s.n.m.) y Tamesis (Latitud 05° 40' 03"N,
Longitud 75° 42' 58" O; 1600 m.s.n.m.) para un total de 10 muestras.

(
(

3.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS.

Las muestras de propdleos fueron trituradas, hasta reducir
considerablemente su granulometria, se pesaron 30.0 g del propdleo crudo,
los cuales fueron sometidos a un proceso de extraccion exhaustiva con
etanol destilado 96% (3x100 ml) durante 48 horas a temperatura ambiente y
en ausencia de luz, utilizando un sistema de agitacion magnética. (Silici and
Koc, 2006), Seguidamente la mezcla se centrifugé a 3000 rpm durante 10
minutos y se filtré por gravedad. Al filtrado reunido se le adicionaron 10mL de
agua destilada y se dej6 en refrigeracion hasta obtener la precipitacién de las
ceras (12 h. aproximadamente). El ciclo de refrigeracion se repitido hasta no
observar ceras precipitadas. Después de la filtracion de las ceras, el extracto
etandlico obtenido se sometid a un proceso de rotaevaporacion hasta
sequedad y una temperatura de 40 °C. La resina obtenida fue envasada en

viales ambar, rotulada y refrigerada a -12 °C hasta su posterior utilizacion.
3.3. ANALISIS FiSICO QUIMICO DEL PROPOLEOS CRUDO.

Los analisis se realizaron con tres repeticiones para cada uno. Las
metodologias utilizadas para estas determinaciones fueron las reportadas en
normas internacionales (Ministerio, 2001), (A.O.A.C., 1990).
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3.3.1. Cenizas.
La determinacion de cenizas se realizd por calcinacion y por diferencia de

peso. Se pesd 1+ 0,004 g de la muestra a temperatura ambiente en un crisol
previamente tarado y se colocé en una mufla a 550 °C por tres horas.
Posteriormente se dejo el conjunto en el desecador hasta obtener un peso
constante. (A.O.A.C., 1990) Para calcular el porcentaje de cenizas se utilizd

la ecuacién 1:

a-b
— x100
C

Ecuacion 1.

Donde:

a: peso crisol + cenizas
b: peso crisol vacio
C: peso de la muestra

3.3.2. Humedad.

La humedad se determin6 empleando el método termogravimétrico. Se pesoé
1+ 0,004 g de la muestra en una capsula de porcelana previamente tarada,
y se colocé en una estufa a 105 °C por tres horas. Luego se dejo en un

desecador hasta peso constante.

Para la determinacion de humedad primero se determiné el porcentaje de la

materia seca utilizando la ecuacién 1 mencionada en al numeral 3.4.1:

Donde:

a: peso capsula + materia seca
b: peso capsula vacio
C: peso de la muestra

Después se obtuvo el porcentaje de humedad asi:

% Humedad = 100 - % de materia seca
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3.3.3. Obtencién del extracto etéreo.

Se realiz6é por extraccion con éter de petroleo (intervalo de destilacion a una
T° de 60-80°C) en un extractor Soxhlet. En un dedal de celulosa
previamente tarado se pesaron entre 1-2 g + 0,004 de muestra,
seguidamente se adicion6 entre 50 y 70 mL de éter de petrdleo en balones
previamente pesados, y se procedié con el proceso de extraccion (a reflujo)
durante 6 horas. Posteriormente se evapord el solvente a sequedad y el
residuo obtenido fue pesado. Para calcular el porcentaje de extracto etéreo

se utilizo la ecuacion 1 (numeral 3.4.1)

Donde:

a: peso balén + residuo
b: peso balon vacio

c: peso de la muestra

3.3.4. Contenido de ceras.

El extracto etéreo seco se redisolvié en una disoluciéon de Etanol: Agua (1:1).
La disolucion obtenida fue refrigerada para precipitar las ceras;
seguidamente la mezcla se filtrd, y el residuo obtenido se seco al aire y en
estufa a 40°C durante 24 horas. Para establecer el contenido de ceras se

utilizé la ecuacion 1 mencionada en al numeral 3.4.1

Donde:

a: peso papel filtro con las ceras

b: peso papel filtro

C: peso de la muestra

El peso de la muestra fue el reportado al inicio de la obtencion del extracto

etéreo que fue 1 £ 0,004 g.
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3.3.5. Extracto etandlico.

Para realizar este procedimiento se utilizé el residuo obtenido en el dedal de
celulosa después de la extraccion Soxhlet con éter de petrdleo (numeral
3.4.3) y se siguio el mismo procedimiento excepto, que en lugar de éter, se
utilizé Etanol al 96%. Para calcular el % de extracto etandlico se aplicé la
ecuacion 1 mencionada en al numeral 3.4.1.

Donde:

a: peso balén + residuo
b: peso balon vacio

c: peso de la muestra

3.3.6. Material insoluble.

Después de la obtencidén del extracto etandlico el residuo remanente en el
dedal se sec6 en una estufa a 40 °C hasta peso constante y posteriormente
se dejo en un desecador, seguidamente se pesaron los dedales de celulosa
con el residuo. Para calcular el % de material insoluble se aplico la ecuacion
1:

Donde:

a: peso dedal de celulosa + material insoluble
b: peso dedal de celulosa vacio

C: peso de la muestra

3.3.7. Puntos de fusidn.

Se determind utilizando un fusiometro eléctrico, en el cual se coloco la
muestra y se registré el rango de temperatura donde se inicia y finaliza la
fusion.

Se triturd el propdleos bruto, se empled una cantidad minima y se depositd

en un cubreobjetos. Se observo en el lente de aumento del equipo el inicio y
el final de la fusiéon de la muestra. El punto de fusion se expresé como el

rango de temperatura, en °C, donde se dio el inicio y el final de la fusion.
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3.3.8. indice de oxidacion.

Se realizdé de acuerdo con la metodologia descrita en la norma Rusa RST-
RSFSR-317-77 (Norma Rusa) y por Salamanca (Salamanca, 2007) con
algunas modificaciones. Se pesaron 2 g. de propdleos en un frasco ambar
con tapa; posteriormente se adicionaron 3 mL de etanol destilado (96%) y se
dejé en agitacion por 48h a 25°C. La mezcla obtenida se filtr6 lentamente a
través de un papel de filtro, se midié el volumen del filtrado y fue ajustado
hasta completar 3 mL con etanol destilado (96%). Seguidamente se tomo
1mL del filtrado y se diluyd con agua destilada hasta 25 mL en un balén
aforado. De esta disolucién se vertieron 0,5 mL a un tubo de ensayo, se
adicionaron 0,5mL de agua destilada y 1 mL de acido sulfurico al 20 % y se
agité durante 1 minuto. Seguidamente se afiadieron 50 pyL de solucion de
permanganato de potasio (0,1 N), y al mismo tiempo se puso en
funcionamiento el crondmetro. El indice de oxidacion se reporté como el
tiempo de decoloracion de la solucion del permanganato de potasio medido
en segundos. Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente y por

triplicado.

3.3.9. Cromatografia en capa fina.

Para el estudio cromatografico cualitativo de los extractos etandlicos de
propdleos, se empleé cromatografia en capa fina (CCF) utilizando
cromatoplacas de aluminio recubiertas con gel de silice GFas4 (Merck,
Darmstadt, Germany). La muestra de propdleos se solubilizé y se sembrd
sobre las cromatoplacas; posteriormente se ubicO en una camara
cromatografica previamente saturada con el sistema de elucion hexano-

acetato 7:3. A continuacion se utilizaron técnicas de revelado cromatografico
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bajo luz ultravioleta a longitudes de onda corta (254 nm) y larga (310 nm) y

mediante aspersion con vainillina.

3.3.10. Espectro de Absorciéon UV.

Se realizé a partir de una dilucion (0.05%) de los extractos etandlicos para
obtener el espectrograma de absorcidon de cada muestra, empleando un
Espectrofotometro Shimadzu, UV-1800.

3.4. EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

Las cepas de las tres especies de hongos (Aspergillus sp, Penicillium sp,
Colletotrichum acutatum y gloesporioides), fueron donadas y caracterizadas
morfolégicamente por el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad
Nacional de Colombia. Las cepas fueron sembradas periddicamente y

conservadas en medio PDA a temperatura ambiente.

Preparacion del medio PDA
Se preparé el medio teniendo en cuenta las siguientes proporciones: papa

200 g/L, azucar 20 g/L y agar 20 g/L, Una vez preparado se esterilizd el
medio de cultivo junto con las cajas de petri (90 mm de diametro) a 15 Lb/cm?
y 120°C durante 5 minutos. Se dejo bajar la temperatura de la autoclave y se
llevé a la camara de flujo laminar para adicionar en cada caja de petri 15 mL
de agar el cual se dejo gelificar a temperatura ambiente para luego ser

utilizados en los bioensayos.

Extendido de los hongos
Previamente se prepararon los indculos del hongo extendiendo una solucién

de esporas sobre el medio de cultivo PDA y 48 horas después, la capa
homogénea de micelio joven se cortd en cilindros con un sacabocados de un
diametro de 6 mm. Los inéculos obtenidos se incrustaron en el punto medio

de una caja petri que contenia el medio de cultivo con la cantidad necesaria
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del extracto o fraccion que se desea evaluar; la concentracion se expresoé en
miligramos de extracto, por litro de medio de cultivo.

El método empleado para determinar la actividad antifungica fue el de la
placa perforada, en la cual se colocaron in6culos del hongo de 6 mm de
didmetro, en el punto medio de una caja petri que contenia el medio de
cultivo (agar PDA) y el respectivo tratamiento o control. Para incorporar
homogéneamente los extractos en el agar PDA, se estudio el empleo de
algunos solventes y sustancias tensoactivas; para conocer el mejor
tratamiento para dispersar el propdleos teniendo en cuenta que estos no
afectaran significativamente el crecimiento de los hongos empleados (ver
numeral 3.5.1). Cada 24 horas se midio en milimetros el diametro miceliar del
hongo durante 6 dias de incubacion a 25°C. Los bioensayos se realizaron
por triplicado y se determiné el porcentaje de inhibicion del crecimiento del

hongo para cada una de las muestras.

3.4.1. Efecto del etanol, tween 80 y celulosa como dispersantes en
medio PDA sobre el crecimiento de los hongos.

Para evaluar el efecto de los agentes dispersantes, se sigui6 la metodologia
descrita en el numeral 3.5. Se utilizaron tres vehiculos de solubilizacion:
etanol destilado (96%), tween 80/etanol y celulosa microcristalina, los cuales
se incorporaron al medio PDA, en la concentracién deseada (después de
esterilizar), a una temperatura promedio de 50°C en camara de flujo laminar.
En todos los ensayos se garantizé una concentracion final de 2uL de EtOH x
mL de Agar en el medio de cultivo (Meneses, 2006). A este medio se le
adiciond 30 gotas de acido lactico (con pipetas pasteur y gotero) por cada
600mL de PDA para evitar algun tipo de contaminacién bacteriana en el
medio.

Cuando se utilizé celulosa como medio de dispersion, la cantidad que se

adiciond al medio PDA se aproximé a los 4 g, (previo ensayo con propoleos
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hasta que se obtuvo una consistencia granulosa y que no se adhiriera a las
paredes del recipiente donde se prepard, tratando de mantener una cifra
entera en la adicion de ésta). Para el tween 80 se realizé una mezcla de 0,5
g/1mL de EtOH que al final garantizara 2.0 ml de etanol por litro de medio de
cultivo (Meneses, 2006). En todos los ensayos siempre se tuvo en cuenta
que la concentracion final de etanol, en el medio de cultivo, no superara el
2%.

A continuacion, los tratamientos se vertieron en cajas de petri esterilizadas
de 90 mm de diametro el cual se dej6 gelificar a temperatura ambiente dentro
de la camara de flujo laminar y posteriormente se coloco en el centro de cada
caja un disco de agar de 6mm, conteniendo el respectivo hongo sembrado e
incubado con 24 o 48 horas de anterioridad, dependiendo del tiempo de
esporulacion del hongo. El bioensayo se incub6 a =25°C durante 7-10 dias, y
para la evaluacion se midieron dos diametros perpendiculares del hongo con
una regla milimetrada cada 24 horas y se calcul6 el promedio del crecimiento

junto con el porcentaje de inhibicion (ecuacion 2) (Tatsadjieu et al., 2009).

Dc - Dt
% Inhibicibon= — X100
Dc

Ecuacioén 2. Porcentaje de inhibicion
Donde:
Dc= diametro del control - 6mm del in6culo.
Dt= diametro del tratamiento — 6mm del inéculo
El tratamiento blanco absoluto contenia unicamente PDA. Las pruebas se
desarrollaron por cinco repeticiones para cada uno de los tratamientos como

se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Tratamientos con los dispersantes

TRATAMIENTO MEZCLA CANTIDAD DE DISPERSANTE
Blanco Absoluto PDA + Hongo N.D
Blanco-Etanol PDA + Etanol + Hongo 2uL EtOH / mL PDA
Blanco-Tween 80 PDA + Tween 80 + EtOH + Hongo (1,36 pyL EtOH+0,68mg Tween) /mL PDA
Blanco-Celulosa PDA + Etanol-Celulosa 2uL EtOH x mL de Agar

PDA Agar papa dextrosa
N.D No se utilizé dispersante

Los resultados reportados fueron el promedio del crecimiento radial y se
expresaron en mm.

3.4.2. Estudio in-vitro de las propiedades antifungicas de los extractos
etandlicos de propdleos.

Para determinar la actividad antifungica de los extractos de propdleos se

utilizé el método de placa perforada previamente descrito.

En el bioensayo, se utilizd el extracto de propdleos a diferentes
concentraciones y se procedid de la siguiente manera: Se partié de una sola
solucion Stock de propdleos que se prepar6 al dispersar en un ependorff 500
mg de extracto de propoleos, 100 mg de Tween 80, y 200uL de etanol
destilado. La mezcla se agité vigorosamente hasta homogeneidad y se utilizé
para preparar los diferentes tratamientos de acuerdo con la tabla 3. Como
blanco absoluto se utilizé el medio PDA y para el blanco disolvente (Tween)
se adicion¢ al agar de PDA 90 pL de una disolucion conteniendo Tween (100
mg) en Etanol (200 pL). Ver tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos y cantidad a adicionar de solucion Stock de propdleos.

TRATAMIENTO SOLUCION STOCK
Blanco absoluto PDA

Blanco Tween 90 pL blanco disolvente
1000 ppm 18 pL stock propoleo
3000 ppm 54 L stock propoleo
5000 ppm 90 uL stock propoleo
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Posteriormente, en la camara de flujo laminar se mantuvo el PDA
previamente esterilizado, se adicionaron 30 gotas de acido lactico y se
tomaron las cantidades necesarias de propoleos del ependorff (tabla 3) para
adicionarlas a un volumen de 45 mL (15 mL X 3) de medio PDA y se
vertieron en un erlenmeyer de 100 mL en el que se incorpord previamente un
magneto para ayudar a la solubilizacion del extracto en el medio. Luego se
tomd 15 mL de este medio PDA en una probeta y se adicion6 a cajas de petri
de 90 mm de diametro, se taparon, y marcaron las cajas segun la
concentracion y el origen del propoleos. Posteriormente se dejé gelificar a

temperatura ambiente dentro de la camara de flujo laminar.

Seguidamente el hongo se sembré a manera de explantes discoidales de 6
mm de diametro tomados con un sacabocado de un extendido del hongo
desarrollado con anterioridad. Posteriormente se colocd en el centro de la
caja de petri con el tratamiento, se envolvieron las cajas con papel vinipel y
se trasladaron a un cuarto donde se incubaron a =25°C durante 6-8 dias con
una humedad relativa entre 35 y 45 %. Para la evaluacion se midio el
didmetro de crecimiento del hongo con una regla milimetrada cada 24 horas
y se calculé el promedio del crecimiento junto con el porcentaje de inhibicion

segun la ecuacion 2 (Tatsadjieu et al., 2009).
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio de los datos se empled el programa STATGRAPHICS
Centurion y se aplico Analisis de Varianza (ANOVA) con tres factores (tiempo
en horas, tipo de hongo y tratamiento), y para los factores que resultaron
significativos se analizaron las diferencias de sus niveles con la prueba de
comparaciones LSD “Diferencia Minima Significativa”. Se utilizd 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 4 se presenta la conformacion del disefio

experimental.

Tabla 4. Factores y niveles del disefio experimental.

Factores Niveles
24
48
Tiempo (horas) 72
96
144
168
C. acutatum
C. gloeosporiodes
Tipo de Hongo Penicillium sp.
Aspergillus sp.

1000
3000
Tratamiento (ppm) 5000
Blanco Absoluto
Blanco Tween
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3.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BACTERIANA.

La actividad bacteriana se evalué con el método de difusion en disco en agar
o antibiograma Mueller-Hilton inoculado con la cepa indicadora
correspondiente. En la superficie del agar se depositaron discos de papel de
fitro de 6 mm de diametro y tamafio de poro de 100 pm previamente
esterilizados. Los discos fueron impregnados con 20 uL de la solucion
etandlica de propoleos preparados a las siguientes concentraciones 0.1, 1.0
y 10.0 mg/mL. Las cajas se incubaron durante 18 h a 37° C. La actividad se
expres6 como la diferencia, en milimetros, entre el radio del halo de
inhibicion y el radio del disco de papel filtro. Las cepas indicadoras utilizadas
fueron: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella tiphy, Bacillus
subtilis y Escherichia coli, obtenidas del laboratorio de Microbiologia
Industrial de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. Todas las

cepas fueron recuperadas en medio BHI a 37°C por 24 h de incubacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPOSICION DE LOS PROPOLEOS.

El control de calidad de la materia prima es fundamental para la preparacion
de las tinturas de propoleos que comunmente se comercializan. Por lo tanto,
es importante determinar los parametros fisicoquimicos que le confieren las

caracteristicas de calidad al propdleos crudo.

Tabla 5. Composicion fisicoquimica de los propodleos

PROPOLEO % CENIZAS %HUMEDAD IND OXID % EXT % EXT ETOH % CERAS % INSOLUBLES ﬁ\lFl lfllfl
S ETEREO FINAL °C °C
UNION MALLA 0,16 £ 0,01 1,82+0,32 11,71 £ 0,60 74,32 +0,90 14,08 + 2,24 73,19+ 1,65 10,47 + 0,84 67 68
CALDAS MALLA 4,77+ 0,45 1,72+ 0,04 37,93+ 4,05 48,27 £ 1,61 35,92 +£2,98 47,38 £0,71 14,37 + 3,37 65 80
CALDAS RASP 0,78 £ 0,22 2,88+0,18 17,75 £ 2,69 59,31+0,78 10,44 £1,97 58,20+ 0,17 28,23 +1,87 66 82
SAN RAFAEL 0,30 £ 0,04 2,24 +£0,15 31,98 + 4,69 45,11+ 1,54 40,64 + 0,91 44,10 £ 2,51 13,49 + 3,46 75 85
(SQ‘)I’)A BARBARA 0,58 + 0,22 3,27 £0,44 10,41+ 0,31 75,41+ 0,66 12,50 + 2,45 73,86 + 1,17 8,28 1,17 65 95
(S(;I’:) BARBARA 1,36+ 1,48 4,96 0,71 5,36 £ 0,43 76,62 + 1,67 15,23+ 1,97 72,37 £6,12 6,41 +4,49 64 90
BETANIA (Rojo) 1,32+ 0,49 2,24 £ 0,50 5,44 £0,12 47,67 a 15,57 a 46 a 34,81a 110
BETANIA (Negro) 0,96 + 0,35 3,80a 20,3+23 - - - - 60 68
BOLIVAR RASP 0,72+ 0,06 2,80a 27,3+4,7 58,80 a 2131a 57 a 18,68 a 65 90

- : No se realizo
a: se realizo sin replica

En la Tabla 5., se muestra la composicién fisicoquimica de cada uno de los
propodleos del Suroeste Antioquefo. Independientemente del método en el
que se colectaron, se observaron diferencias en la composicién porcentual
en lo que se refiere a las cenizas, humedad, extracto etéreo, extracto
etandlico ceras e insolubles. También se observaron variaciones en el indice

de oxidacion y los rangos en el punto de fusion.

El contenido de cenizas presentd diferencias entre los sectores, este oscild
entre el 0,16 y 4,77 %. El propoleo colectado en el municipio de Caldas por el

método de malla present6 el mayor contenido de cenizas. Todos los valores

49



son inferiores al 5%, que es el maximo permitido por la normativa
internacional (Ministerio, 2001) por lo tanto todos los propdleos cumplen
satisfactoriamente con esta reglamentacion internacional. La presencia de
minerales, ademas puede ser un indicativo de presencia de impurezas

mecanicas, tierra entre otros (Funari y Ferro, 2006).

En relacion con el contenido de humedad se presentan diferencias entre las
muestras, encontrandose valores minimos de 1,72 y maximos de 4,96 %. Lo
anterior concuerda con lo reportado por Sosa y colaboradores (Sosa et al.,
2000b) al encontrar en propéleos Argentinos porcentajes de humedad entre
un 2y 7%. Estos valores indican que todas las muestras analizadas cumplen
con la normativa vigente del Ministerio de Agricultura del Brasil (Ministerio,
2001), que indica que la humedad no debe superar el 8 %. Las diferencias
encontradas son un indicativo de la divergencia en la calidad de los
propdleos, debido a que entre menos humedad contenga la muestra,
presentara mayor concentracidn de compuestos bioactivos por peso de
muestra, lo cual se puede verse reflejado en la actividad biolégica que ellos
presentan. Adicionalmente, un alto contenido de humedad puede afectar la
estabilidad microbiologica de estos materiales. En este sentido, los propoleos
de la Union y Caldas fueron los que presentaron mejor calidad con

porcentajes de humedad del 1.82 y 1.72%, respectivamente.

En el contenido de ceras se observé un mayor porcentaje en las muestras
colectadas por el método de malla en comparacion con las obtenidas por el
método de raspado, exceptuando el propdleos de Caldas. Esto refleja, que
posiblemente el método de recoleccion del propdleos influye en la calidad del
mismo. Para el contenido de ceras se encontré un valor minimo de 44,10 y
un maximo de 73.86 %, siendo los municipios de la Unién, Santa barbara

vereda la Quiebra y Santa Barbara vereda los Charcos colectados por malla,
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los que presentaron los mayores porcentajes. Desde el punto de vista de
calidad (rendimiento de compuestos bioactivos) un alto contenido de ceras
no es favorable porque estas no presentan actividad biolégica. En términos
generales, ninguna de las muestras cumpliria con la normativa Brasilefa
que solo permite un maximo del 25% (Ministerio, 2001), (Sousa et al., 2007).
Es posible que el alto contenido de ceras observado en las muestras sea un
reflejo la mala manipulacion de la muestra durante la recoleccion o que la de
abeja se ve forzada a mezclar mayor cantidad de ceras con las resinas

colectadas, para poder cubrir los orificios de las mallas empleadas.

Los resultados obtenidos para el indice de oxidacion fueron muy variables,
(tabla 5) presentandose tiempos entre 544 a 37,93 segundos. Estas
variaciones podrian asociarse con el contenido de fenoles y flavonoides
presentes en los extractos analizados (Salamanca, 2007). Algunas muestras
no cumplen con criterios de calidad comercial (Salamanca, 2007) ni con la
reglamentacion internacional (Ministerio, 2001), tal y como se presenta para
los propdleos de los municipios de Caldas (malla) y San Rafael, que
presentaron valores superiores a los 22 segundos. Caso especial lo
constituye el propoleo de Caldas colectado por malla y raspado debido a
que presentaron diferencias significativas entre ellos (37,93 y 17,75 s,
respectivamente) a pesar de que provienen de un mismo municipio. Lo que
es probablemente debido a la diferencia presentada en el método de
recoleccién, que a su vez puede influir en la composicion del propdleo crudo.
Posiblemente en el propdéleos de Caldas malla se encuentran
mayoritariamente compuestos de naturaleza no fendlica, mientras que en el
de Caldas raspado habria mayor concentracion de este tipo de compuestos.
Lo anterior es propuesto por Maidana (Maidana, 2000b) al afirmar con un
97.39% de confianza que los propdleos que presentan un indice de oxidacién

menor a 22 segundos es debido a la presencia de compuestos fendlicos.
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Los porcentajes del extracto etandlico, muestran diferencias entre las
muestras, los resultados oscilaron entre el 10,44 y el 40,64 %. Los propdleos
que presentaron porcentajes elevados fueron los de Caldas (35,2%)
colectado por malla y San Rafael (40,64%) de manera que cumplen con la
normativa al superar el minimo establecido de 33 % (Ministerio, 2001). Este
parametro estd muy relacionado con el rendimiento de compuestos
bioactivos que puede obtenerse de una muestra de propdéleos crudo, pues es
en esta fraccion donde se encuentran los compuestos de naturaleza fendlica,
los flavonoides y los terpenos polares. Es importante resaltar que un bajo
porcentaje de extracto etanolico no es un indicativo de que la actividad
biolégica sea baja, porque este parametro no hace referencia a la

composicion quimica del extracto.

En términos generales el rango de punto de fusién de las muestras se
encuentra entre 65 y 90 °C, a excepcion del propdleos de Betania rojo cuyo
rango fue de 110 a 200 °C. El punto de fusion esta relacionado con el
contenido de ceras y a su vez con la textura del material crudo. Los
Propdleos con puntos de fusion bajos presentan una textura mas maleable
que los que presentan valores altos. Las temperaturas de fusion se
encuentran dentro de los rangos encontrados frecuentemente en la
bibliografia (Chaillou L, 2004).
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Figura 2. Perfil Cromatografico por TLC de los extractos de propdleos.

SBCH: Santa Barbara Charcos
SBQ: Santa Barbara Quiebra

BR: Betania Rojo
BN: Betania Negro
SR: San Rafael

BOL: Ciudad Bolivar
TAM: Tamesis

CR: Caldas Raspado
CM: Caldas Malla
LUNI: La Unién

En la figura 2 se observa que cada extracto de propdleos presentd un perfil
cromatografico diferente, lo cual involucra la presencia de diferentes
metabolitos secundarios en cada uno de los propdleos, por lo tanto su

composicién quimica es especifica para cada muestra.

Una vez revelada la placa cromatografica por aspersion con el agente
revelador, se visualiz6 que los propdleos Caldas malla (CM) y la Unién
(LUNI) presentaron una composicion compleja, con diferentes rangos de
polaridad. Las diferencias en el perfil quimico podrian explicarse debido al

lugar de origen de los propéleos y la flora circundante del medio.
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Figura 3. Espectrograma de absorciéon UV de cada uno de los propédleos.

El Espectrograma de absorcion UV tipico de cada region se muestra en la
Figura 3. En ellos se observan, un maximo de absorcién cercano a los 240
nm para Betania Negro y Betania Rojo, ademas éstos propoleos presentan
un perfil de absorcién diferente, mostrando también dos bandas de absorcién
relativamente anchas a los 410 nm, no muy caracteristica en esta zona para
los propdleos de otros paises (Bedascarrasbure et al., 2004). En general las
bandas de absorcion para los demas propoleos se presentan entre 280 y 320
nm segun lo reportado en la literatura (Miyataka et al., 1997), (Kamazawa et
al., 2006). Se puede inferir que la diferencia entre estos perfiles corresponde
a diversos polifenoles y flavonoides presentes en los propdleos, como

consecuencia del lugar de procedencia u origen botanico de los mismos.
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4.2. EFECTO DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE DISPERSION SOBRE EL
CRECIMIENTO RADIAL DE LOS HONGOS.

Para estudiar el posible efecto de los solventes, empleados en la disolucién
de los extractos de propoleos, sobre el crecimiento radial de los hongos se
utilizaron el etanol, la mezcla tween 80/etanol, y celulosa. Se realizaron las
mediciones del crecimiento radial cada 24 horas, con cinco réplicas por cada

unidad experimental.

Los resultados muestran que los hongos Aspergillus sp. y Penicillium sp en
los extendidos sembrados con anterioridad (antes de realizar los bioensayos
con los dispersantes), presentaron una excesiva esporulacion a las 48 horas,
por lo cual al transferir el inéculo al medio PDA con el tratamiento, sus
esporas se disipaban por todo el medio de cultivo evitando el crecimiento
radial homogéneo del hongo, se dificultd su lectura al transcurrir del tiempo.
Por esta razén se decidi6 realizar la siembra o extendido de estos hongos en

un tiempo donde no presentara el desarrollo de esporas (Tabla 6).

Tabla 6. Tiempo en horas para el desarrollo de los hongos antes del bioensayo (extendido)

HONGO HORAS
C. acutatum 48
C. gloeosporioides 48
Aspergillus sp. 24
Penicillium sp. 24

Efecto del Etanol sobre el crecimiento radial de los hongos.

Se evidencia el efecto negativo que ejerce este solvente sobre el crecimiento
radial de la cepa de C. acutatum a partir del octavo dia (inhibiciones = -3 %).

Por el contrario, para la cepa de C. gloeosporioides, el etanol control6 su
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crecimiento radial en comparacion con el blanco absoluto, alcanzando
valores de inhibicion superiores al 5 % (véase figura 1). Para las cepas de
Aspergillus sp. y Penicillium no se evidencié un efecto del solvente sobre su
crecimiento en el tiempo, dado que la inhibicion siempre fue inferior al 5 %

(Figura 1).
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Figura 4. Crecimiento y porcentaje de inhibicidn del Etanol sobre los hongos

Efecto de la celulosa sobre el crecimiento radial de los hongos.

En la evaluacion realizada con los hongos, el tratamiento con celulosa
presentd diferencias respecto al crecimiento radial. La celulosa como medio
dispersante controlé el crecimiento radial de los hongos C. acutatum y C.
gloeosporioides encontrandose porcentajes de inhibicion variables en el
tiempo, y en general superiores al 5 % a partir del segundo dia, en
comparacioén con el blanco absoluto (PDA). Por el contrario, para los hongos
Aspergillus sp. y Penicillium sp el dispersante aumento el crecimiento radial
respecto al blanco absoluto, alcanzando valores de inhibicion negativos a

partir del quinto dia (Figura 4).
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Figura 5. Crecimiento y porcentaje de inhibicidn de la Celulosa sobre los hongos

Efecto del tween 80 sobre el crecimiento radial de los hongos.

En la Figura 5 se observo que la mezcla tween 80/etanol no sobrepasa el 5

% de inhibicion respecto al blanco absoluto en los hongos C. acutatum, C.
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gloeosporioides, y Aspergillus sp. Para el hongo Penicillium sp. ésta mezcla
dispersante si ejercid6 un efecto sobre el crecimiento radial presentando

valores de inhibicion negativos a partir del segundo dia (Figuras 6y 7).
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Figura 6. Crecimiento y porcentaje de inhibicion del Tween 80 sobre los hongos
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Figura 7. Efecto de los dispersantes sobre el crecimiento del Penicillium sp.
(De izquierda a derecha) PDA Etanol, PDA Tween 80, PDA Celulosa y PDA.

Finalmente, despues de evaluar el efecto de cada uno de estos dispersantes
sobre el crecimiento de los hongos, se establecié que un buen dispersante
del propdleos es aquel que presentara porcentajes de inhibicion homogéneos
e inferiores al 5 % durante todo el tiempo de evaluacion, para la mayoria de
hongos estudiados. Por lo tanto, se consider6 que la mezcla tween 80/etanol
es la mas apropiada para dispersar el extracto de propoleos en el PDA. Un
resumen de estos resultados se presenta en la tabla 7, donde se evidencia
la efectividad que tienen los dispersantes (solventes) frente al crecimiento
radial de los hongos. Este ensayo tambien permitio establecer que los
hongos C. acutatum y Penicillium sp. presentaron un crecimiento radial
inferior en comparacién con los demas hongos, al trancurrir los dias de
evaluacion. Este efecto podria deberse a la naturaleza intrinseca de

desarrollo en el medio de cultivo PDA.
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Tabla 7. Efectividad de los agentes dispersantes sobre los hongos en medio PDA.

HONGO ETOH TWEEN 80 CELULOSA

C. acutatum - + -
C. gloeosporioides - + -
Aspergillus sp. + + -
Penicillium sp. + - -

Los signos + y — indican si es positivo o negativo adicionar el dispersante

4.3. EFECTO DEL CRECIMIENTO MICELIAR DE LOS HONGOS FRENTE
A LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE PROPOLEOS.

Se realizaron bio-ensayos en busqueda de los extractos que tuvieran
actividad antifungica contra todas o algunas de las cuatro cepas de hongos.
Los extractos de propdleos se evaluaron a concentraciones de 1000, 3000, y
5000 mg por cada litro de medio PDA. La actividad antifungica se evalu6
durante 6 dias a través de la medicion del halo de crecimiento del hongo
cada 24 horas. Los resultados obtenidos se confrontaron con los respectivos
blancos: absoluto y de solvente (dispersante). Cada unidad experimental se

realizd por triplicado.

4.3.1. EFECTO DEL PROPOLEO, PROVENIENTE DE UN MISMO
MUNICIPIO, SOBRE EL CRECIMIENTO RADIAL DE LOS HONGOS.

BETANIA NEGRO Y ROJO (método de raspado)
Los propoleos provenientes del municipio de Betania con las caracteristicas

organolépticas de color negro y rojo (Figura 9.), presentaron leves diferencias

en cuanto al crecimiento radial de los hongos.
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Figura 8. Crecimiento en mm de los hongos frente al extracto etanolico de propoleo proveniente

En la Figura 8 (A1), se observd que

del municipio de Betania

los hongos de una misma especie

crecieron de una forma muy similar en ambos propdleos durante todo el

tiempo. Lo cual indica que no hubo un efecto marcado en el desarrollo del

hongo debido a la naturaleza del propdleo, posiblemente porque ambos

podrian tener composicién quimica similar al tratarse de propoleos del mismo

origen. También se observd, en ambos propdleos, que la curva de
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crecimiento del hongo Aspergillus sp., cambia de pendiente después de 144
horas, lo cual podria indicar que a partir de ese momento hay mayor accion

fungiestatica por parte del extracto de propdleos.

En la Figura 8. (A2), se muestra el efecto de la concentracion de propoleos
sobre el crecimiento radial de los hongos en comparacién con el blanco
absoluto y el blanco solvente. El hongo Penicillium sp presentdé muy poca
sensibilidad frente a los tratamientos de 1000, 3000 y 5000 ppm en ambas
muestras de propodleos (Betania rojo y negro) al compararlo con el blanco
absoluto. Sin embargo, si se relaciona con el blanco Tween, la sensibilidad
del hongo frente a los tratamientos es notable (véase figura 9). Esto indica,
que ambos propdleos ejercen un control en el crecimiento radial del hongo
en todos los rangos de concentracidon, puesto que, para este hongo en
particular, el Tween 80 influye aumentando el crecimiento radial del hongo,
tal y como se observa al comparar el crecimiento del blanco absoluto
referente a el blanco Tween. Respecto al hongo Aspergillus sp. puede
observarse, que a medida que se aumentd la concentracion del extracto se
incrementd el crecimiento del hongo. Sin embargo, el propoleo de Betania
rojo a 5000 ppm si controld el crecimiento del hongo, lo cual indica que la
sensibilidad es diferente para cada hongo y puede ser dependiente de la
concentracion y tipo de propoleo utilizado. Para los hongos del género
Colletotrichum, se observo que el control del crecimiento es mayor a medida
que se incrementa la concentracion del extracto de propdleos y ambos

hongos presentaron una sensibilidad similar frente a ambas muestras.
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Figura 9. Efecto de los Propdleos Betania Rojo y Negro en medio PDA sobre el Penicillium sp
(De izquierda a derecha) PDA a 5000 ppm de extracto de propoleo, Blanco Tween y blanco absoluto

En la Figura 10. (B1) se observd que ambos propodleos tienen un efecto
fungiestatico a través de todo el tiempo de evaluacion, en todo el rango de
concentraciones y para todos los hongos evaluados.; puesto que, el
crecimiento del hongo en todos los tratamientos fue inferior al crecimiento del
blanco absoluto y blanco solvente. Sin embargo, se observd que el efecto
fungistatico es mayor en el propoleos de Betania rojo que en el de Betania

Negro.

SANTA BARBARA CHARCOS Y QUIEBRA (método de malla)

Los propdleos provenientes de los municipios de Santa Barbara vereda los
Charcos y vereda la Quiebra (Figura 12.), presentaron diferencias en cuanto

al crecimiento radial de los hongos.
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Figura 10. Crecimiento en mm de los hongos frente al extracto etanolico de propoleo proveniente
del municipio de Santa Barbara

El crecimiento del hongo Penicillium sp., cambia de pendiente después de
las 48 horas cuando es tratado con el propoleo proveniente de Santa
Barbara Quiebra (figura 10 A1), lo cual podria indicar que a partir de ese
momento hay mayor accion fungiestatica por parte del extracto de propdleo.
Los demas hongos crecieron de una forma muy similar en ambos propéleos

durante todo el tiempo.
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La Figura 10. (A2) muestra el efecto de la concentraciéon de propdéleos sobre
el crecimiento radial de los hongos en comparacion con el blanco absoluto y
el blanco solvente. El hongo Penicillium sp no presentd sensibilidad frente a
los tratamientos, con el propoleo de Santa Barbara Charcos a
concentraciones de 1000, 3000 y 5000 ppm, en comparacion con el blanco
absoluto. Por el contrario, los tratamientos con propoleo de Santa Barbara
Quiebra si afectaron el crecimiento radial del hongo. Sin embargo, si se
relaciona con el blanco Tween, la sensibilidad del hongo frente a los
tratamientos en los dos propdleos es notable (véase figura 10 A2). Esto
indica, que los propdleos ejercen un control en el crecimiento radial del
hongo en todos los rangos de concentracion, puesto que, para este hongo
en particular, el Tween 80 influye aumentando el crecimiento, tal y como se
viene presentando en los bioensayos anteriores. Respecto a los demas
hongos se puede observar, que el control del crecimiento radial es mayor a
medida que se incrementa la concentracion del extracto en los dos

propoleos.

Por ultimo, se observd que ambos propdleos Figura 10. (B1) tienen un
efecto fungiestatico a través de todo el tiempo de evaluacion, en todo el
rango de concentraciones y para todos los hongos evaluados.; puesto que,
el crecimiento independientemente del hongo en todos los tratamientos fue
inferior al crecimiento del blanco absoluto y blanco solvente. Sin embargo, se
observo que el efecto fungistatico es mayor en el propdleo de Santa Barbara

Charcos que en el de Santa Barbara Quiebra.

En términos generales, no se observaron diferencias marcadas, en la
actividad antifungica contra estas cuatro cepas de hongos, entre propdleos

gque provengan de un mismo municipio.
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4.3.2. EFECTO DE LOS PROPOLEOS, PROVENIENTES DE DIFERENTES
MUNICIPIOS, SOBRE EL CRECIMIENTO RADIAL DE LOS HONGOS.

TAMESIS, SAN RAFAEL Y CIUDAD BOLIVAR
En la Figura 11, se muestran las diferencias en el crecimiento radial de los

hongos frente propdleos (Tamesis, San Rafael y Ciudad Bolivar)

provenientes de diferentes municipios.

La figura 11. A1 se observé que el hongo C. gloeosporioides es mas sensible
al propdleos proveniente de Tamesis después de 96 h de tratamiento. Los

demas hongos para los tres propdéleos crecieron de una forma muy similar.

Al observarse la Figura 11 (A2) muestra el efecto que posee las
concentraciones de los propoleos sobre el crecimiento radial de los hongos
en comparacion con el blanco absoluto y el blanco solvente. Respecto al
hongo Aspergillus sp., puede observarse que cualquier concentracion del
extracto de propoleo de Ciudad Bolivar o San Rafael se incrementd el
crecimiento radial del hongo (ver también Figura 12) respecto al blanco de
solvente, y solo el extracto de Tamesis control6 el crecimiento radial de este

hongo.
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Figura 11. Crecimiento en mm de los hongos frente al extracto etanolico de propoleo proveniente
de los municipios de Tamesis, San Rafael y Ciudad Bolivar.
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Lo cual indica que la sensibilidad para este hongo depende de la

concentracion y tipo de propodleo utilizado.

Finalmente la Figura 11 (B1), muestra que los tres propdleos tienen un
efecto fungiestatico a través de todo el tiempo de evaluacion, en todo el
rango de concentraciones y para todos los hongos evaluados.; puesto que,
el crecimiento del hongo en todos los tratamientos fue inferior al crecimiento
del blanco absoluto y blanco solvente. Sin embargo, se observé que el efecto
fungistatico es mayor en el propdleos de Tamesis que en el de San Rafael y
Ciudad Bolivar.

Figura 12. Efecto del Propoleo Bolivar en medio PDA sobre Aspergillus sp.
(De izquierda a derecha) PDA a 5000, 3000 y 1000 ppm de extracto de propoleo, Blanco Tween y blanco absoluto
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CALDAS Y UNION.

Un caso especial lo conforman los propéleos provenientes de los municipios
de Caldas y la Unién, debido a que estos presentaron efecto fungiestatico
contra todos los hongos a todos los niveles de concentracion evaluados

En la Figura 13 (A1), se observd que los hongos de la especie
Colletotrichum crecieron de una forma muy similar en ambos propdleos
durante todo el tiempo de evaluacién, mientras que el hongo Aspergillus sp.,
presentd un cambioé de pendiente en su crecimiento a partir de las 48 (La
Union) y 96 horas (Caldas). Cambios similares se observan para el hongo
penicillium sp, después de 72 horas para el propoleo de la Unién. Lo anterior
podria indicar que a partir del cambio de la pendiente hay mayor accion

fungiestatica por parte del extracto de propoleo.

En la Figura 13 (A2) se muestra que existe un efecto de la concentracion de
los propdoleos sobre el crecimiento radial de todos los hongos en

comparacioén con el blanco absoluto y el blanco solvente.
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Figura 13. Crecimiento en mm de los hongos frente al extracto etanolico de propoleo proveniente
de los municipios de Caldas y la Union

Para concluir, La Figura 13 (B1)., muestra el efecto fungiestatico a través del
tiempo de evaluacién, en todo el rango de concentraciones y para todos los
hongos evaluados puesto que, el crecimiento radial de los hongos en todos
los tratamientos fue inferior al crecimiento del blanco absoluto y blanco

solvente. Sin embargo, se observé que el efecto fungistatico es mayor en los
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propoleo de La Union y caldas en comparacion con los demas propoleos

hasta ahora analizados.

43.3. RESUMEN DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS
PROPOLEOS SOBRE EL CRECIMIENTO RADIAL DE LOS HONGOS.

Como un resumen del comportamiento que tienen los propdéleos del Suroeste
Antioquefio frente a cada uno de los hongos, el tiempo de evaluacion y
tratamientos se muestra La Figura 14.

Para comenzar, en la Figura 14. (A), muestra el efecto que ejerce cada uno
de los propdleos frente al crecimiento radial de los hongos. Siendo los
propbleos de Caldas y la Unién los mas activos frente al control del

crecimiento de todos los hongos.

La Figura 14 (B), muestra como Independientemente del tipo de hongo el
crecimiento radial, es dependiente del tipo de propoleo. La tendencia a
controlar el crecimiento radial de los hongos, fueron mas marcadas a partir
de las 24 horas para los propoleos provenientes de los municipios de la

Union y Caldas respectivamente.
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Figura 14. Resumen actividad Bioldgica de los propodleos del Suroeste Antioqueiio
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Finalmente, independientemente del hongo, estos presentaron sensibilidad
frente a los tratamientos (1000, 3000 y 5000 ppm) en todas las muestras de
propdleos comparandolos con los blancos Tween y absoluto. Esto indica,
que los propdleos ejercieron un control en el crecimiento radial de los
hongos en todos los rangos de concentracion (Figura 14. C) presentando

buena actividad fungistatica.

Figura 15. Ensayo in-vitro Actividad Antifingica C. acutatum Propdleos Unién y Caldas (de
izquierda a derecha)

La efectividad que presentaron los propdleos provenientes de los municipios
de la Uni6n y Caldas frente al crecimiento radial de los hongos se muestra en

la Figura 15.

4.4. PORCENTAJES DE INHIBICION DE LOS HONGOS C. acutatum, C.
gloeosporioides, Aspergillus sp, y Penicillium sp.

El analisis de varianza realizado (ver anexos 6 a 15) para los propdleos
provenientes de los nueve municipios presentan diferencias significativas
(p<0.05) en el porcentaje de inhibicion, concerniente al tiempo, tipo de
hongo y tratamiento aplicado. Los extractos etandlicos de propdleos
mostraron el mayor porcentaje de inhibicion contra los hongos C. acutatum y
C. gloeosporioides a todos los niveles de concentracion y desde las primeras

24 horas de evaluacion.
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En la Figura 16(A) se observa claramente el efecto que tienen los
tratamientos de todos los propdleos en el porcentaje de inhibicion de los
hongos. Independientemente del tipo de hongo, las mayores inhibiciones se
obtuvieron a concentraciones de 5000 ppm. En la tabla 8 se aprecia el orden
decreciente de efectividad de los propdleos evaluados, destacandose los
tratamientos realizados con los propdleos de la Union y Caldas. También se
deduce que la inhibicion del blanco absoluto vs el blanco Tween en la
mayoria de los casos no excedi6 el 5%.

Tabla 8. Porcentajes de inhibicién promedio del crecimiento radial causado por las concentraciones
de nueve extractos etandlicos de propoleos en todos los hongos

ORDEN PROPOLEO MUNICIPIO % Inhibicion % Inhibicién % Inhibicién

(5000 ppm) (3000 ppm) (2000 ppm)
1 UNION 46 40 28
2 CALDAS 36 32 22
3 SANTA BARBARA vereda QUIEBRA 30 26 18
4 SANTA BARBARA vereda CHARCOS 28 26 18
5 TAMESIS 16 14 6
6 SAN RAFAEL 16 10 6
7 BETANIA (Rojo) 14 12 8
8 CIUDAD BOLIVAR 14 10 4
9 BETANIA (Negro) 12 10 8

En la figura 16 (B) se muestra que para todos los hongo es mayor la
inhibicion en las primeras 24 horas (excepto para el propoleo de Santa
Barbara vereda la Quiebra), y decrece en el transcurso del tiempo
alcanzando valores minimos a las 168 horas. Una posible explicacion es que
el hongo en las primeras horas del tratamiento requiere de una adaptacion al
medio y vencer, mediante sus mecanismos de defensa, los efectos de las

posibles sustancias, con accién antifungica, presentes en la muestra.
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Figura 16. Resumen de los porcentajes de inhibicidn de los propoéleos del Suroeste Antioqueiio.
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Finalmente, en la Figura 16 (C), se presenta el porcentaje de inhibicién de
cada uno de los hongos frente a todos los propodleos, evidenciando que los
hongos mas susceptibles al efecto de los propodleos fueron los
pertenecientes al género Colletotrichum (acutatum y gloeosporioides),

seqguido del Aspergillus sp y Penicillium sp.

Esos resultados son comparables con los obtenidos por Meneses (Meneses,
2006), quien establecid porcentajes de inhibicién, para el hongo C.
gloeosporioides y otros hongos fitopatégenos, cercanos al 40 % utilizando
extractos de propdleos a una concentracién de 250 mg/L obtenidos con
diferentes solventes (diclorometano, hexano-metanol). Por el contrario en
esta investigacion se obtuvo un porcentaje maximo de inhibicion para este
hongo (C. gloeosporioides) del 25 % al sexto dia y una concentracion de
extracto etandlico de 1000 mg/L (propoleo de la Union). Asimismo, Sosa y
colaboradores (Sosa et al., 2000a), controlaron el crecimiento de C.
gloeosporiodes in vitro partiendo de una solucién etandlica de propéleos de
10 000 mg/L. Sin embargo, para efectos comparativos, los autores no

reportaron porcentajes de inhibicion.

Con los hongos Aspergillus niger y Penicillium notatum, Quiroga y
colaboradores (Quiroga et al., 2006) lograron inhibir estos hongos en un 60.4
y 44.6% cuando utilizaron extractos parcialmente purificados (compuestos
mayoritarios pinocembrina y galangina) aislados de extractos etandlicos de
propdleos Argentinos. En este estudio, el mejor resultado (43 % y 36 % de
inhibicion, respectivamente) se obtuvo cuando se utilizé el extracto etanolico
del propoleo de La Union a 5000 ppm y 48 h de incubacion (véase anexo 4 y
5). Estas diferencias, pueden estar asociadas a la discrepancia entre las

metodologias de evaluacion antifungica (bioautografia vs placa perforada), y
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la naturaleza quimica de los propdleos (extracto etanolico vs extracto

parcialmente purificado)

4.5. ACTIVIDAD BACTERIANA

La mayoria de las cepas estudias fueron sensibles a los extractos etanolico
de propdleos (tabla 9). Las cepa mas sensible fue la del B. subitilis (inhibicion
maxima de 9 mm) a concentraciones de propéleos de 10 mg/mL (figura 17).
Lo anterior coincide con Majiene y colaboradores (Majiene et al., 2007),
donde reportan la efectividad de propéleos de diferentes regiones de Lituania
frente a esta cepa y en otras diferentes bacterias, incluidas B cereus, S.
aureus, E. coli, donde el control de estas bacterias lo asocian al contenido de
pinocembrina, compuestos fendlicos (Manrique, 2006), (Isla et al., 2005) e
isoflavonas (Alencar et al.,, 2007), (Koo et al.,, 2002) presentes en los

propdleos. Las concentraciones que utilizaron fueron de 0,62 g/100mL.

Se destaca que los propdleos con mejor actividad bacteriana contra la
mayoria de las cepas fueron los provenientes de los municipios de: Betania

(negro), San Rafael, Santa Barbara vereda la Quiebra y Caldas.
En términos generales las bacterias gram positivas (B. subtilis, S. aureus, B.

cereus.) fueron mas sensibles al efecto del propdleos que las bacterias gram-

negativas (E. coliy S. tiphy).
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Tabla 9. Actividad antimicrobiana de los propdleos recolectados en el suroeste Antioquefio (valores

promedio del didametro de inhibicién en mm.)

PROPOLEO Concentracion mg/mL B. Subtilis E. coli S. aureus S. Tiphy B. cereus
BLANCO 6+1,15 3+0,58 6+0,58 NR
0.1 5+1,73 2+1,00 3 NR
BETANIA ROJO 1.0 6+ 0,58 3+0,58 5 NR
10 81,15 6+0,58 3+1,15 5+ 1,00 NR
BLANCO 4+1,53 3+1,15 NR 2+1,15 1
0.1 5+0,58 NR 6+0,58 3+ 0,58
BETANIA NEGRO 1.0 4 +0,58 8+1,15 NR 6+0,58 7+ 1,00
10 7+173 9+1,73 NR 3+2,08 81+ 2,00
BLANCO 6+1,15 3+0,58 6+0,58 NR
0.1 6+0,58 2+1,15 5 NR
UNION 1.0 81,73 5+1,00 2+1,00 540,58 NR
10 8+1,15 5+0,58 2+0,58 5 NR
BLANCO 6+1,15 3+0,58 6+ 0,58 NR
0.1 5+0,58 3+0,58 6+ 1,00 NR
BOLIVAR 1.0 ; 64115 540,58 6+153 NR
10 7+0,58 5 1+0,58 6+ 1,53 NR
BLANCO 6+1,15 3+0,58 6 +0,58 NR
0.1 4+0,58 3+0,58 4+0,58 NR
TAMESIS 1.0 - 5 3+1,15 6+ 1,00 NR
10 8+2 5+1,00 3 6+ 1,00 NR
BLANCO 6+1,15 3+0,58 6+0,58 1
0.1 3+1,53 2+0,58 4+0,58 2+0,58
CALDAS 1.0 - 6+0,58 2+1,53 5 2
10 9+0,58 6+1,15 5+1,15 5+0,58 10+ 0,58
BLANCO 4+1,53 3+1,15 NR 2+1,15 1
0.1 3+0,58 4 NR 540,58
SANTA BARBARA Q 1.0 4 3+0,58 NR 6+0,58 2
10 6+ 1,53 3+1,15 NR 6+0,58 8+1,15
BLANCO 4+1,53 3+1,15 NR 2+1,15 1
0.1 5+0,58 NR 5+0,58 4+1,15
SAN RAFAEL 1.0 7+1,53 NR 4 +1,00 10+ 0,58
10 7+0,58 8+2,65 NR 6+ 0,58 13+ 2,00

NR: NO SE REALIZO

Este efecto podria explicarse a la presencia de una pared celular delgada de

peptidoglucano y, hacia el lado externo del cuerpo celular una membrana

celular externa, que recubre la pared celular en estas bacterias (Campbell y

Farrel, 2004), por esta razén, estos microorganismos son ligeramente mas

resistentes a los efectos bactericidas y bacteriostaticos que puedan tener los

propdleos. Ahora bien, los propoleos de Betania (Negro), Santa Barbara

vereda la quiebra, y San Rafael mostraron que poseen una gran actividad
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frente a las bacterias gram negativas (E. coli, S. tiphy) superando lo
reportado por Kartal y colaboradores (Kartal et al., 2003a) donde no
evidencian inhibicién de estas bacterias con propoleos Turcos. Al contrario,
Tosi y colaboradores (Tosi et al., 2007) encontraron que la bacteria E. coli, se
puede controlar con extractos de propodleos y utilizarlo como un preservante
en alimentos, lo anterior debido a la composicién propia de cada propodleo.

Se esperaba que el propoleo del municipio de la Union presentara alguna
accioén antimicrobiana, basados en los resultados obtenidos en la actividad
antifungica; pero como lo menciona Castaldo, (Castaldo, 2002) y otros
autores (Chaillou y Nazareno, 2009), (Kartal et al., 2003b), (Londofio et al.,
2008), (Meneses, 2006), la actividad biolégica de los propodleos depende de
la composicion y de la sinergia entre sus componentes (Majiene et al., 2007),
(Manrique, 2006), (Tosi et al.,, 2007) , por lo tanto, es posible que los
propoéleos evaluados sean eficaces en el control de los hongos y no en el de
bacterias. La cepa de S. aureus se vio afectada por los propdleos de Bolivar
a la concentracion de 1.0 mg/mL con 5mm de inhibicion, Caldas a 10 mg/mL
con 5 mm, y Santa Barbara a 0.1 mg/mL con 4 mm de inhibiciéon. Lo que
coincide con otros autores (Alencar et al., 2007), (Echemendia et al., 2005),
(Isla et al., 2005), (Lu et al., 2005), (Miorin et al., 2003) al afirmar que hay
inhibicion de esta cepa con extractos de propdleos, pero las concentraciones
que reportan de inhibicion son alrededor de los 325 mg/mL y 15 mg/mL con

un halo de inhibicion promedio de 30 y 23,9 mm (Manrique, 2006).

Figura 17. Ensayo in-vitro Actividad antibacteriana
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5. CONCLUSIONES

Los propoleos colectados por el método de malla presentaron mejores
propiedades fisicoquimicas en comparaciéon con los obtenidos por el método
tradicional de raspado. En términos generales, los contenidos de cenizas,
humedad, material insoluble, indice de oxidacion vy extracto etandlico son
aceptables, y estan dentro de los parametros de calidad establecidos en
normas como las del ministerio de Agricultura de Brasil. Sin embargo, es
necesario buscar alternativas para disminuir contenido de ceras presentes en

estos propoleos.

La actividad antifungica de los extractos de propdleos fue dependiente del
origen del propdleos, de la concentracion de extracto y del tiempo de
evaluacién. Los mayores porcentajes de inhibicion (64 y 56%) fueron
alcanzados con los extractos del propdleos de La Unién y Caldas a
concentraciones de 5000 ppm y en las primeras 48 horas de tratamiento

anexo 2.

Los hongos fitopatdbgenos del genero Colletotrichum, las bacterias Gram
positivas (B. subtilis, y B. cereus) y gram negativas (E. coli y S. tiphy.)
presentaron mayor sensibilidad a los tratamientos con los propédleos. Por
tanto, estos materiales podrian ser una alternativa para el control ecolégico
de hongos causantes de enfermedades en poscosecha de frutos, y contra
bacterias causantes de deterioro y de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA’S).
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda el estudio de la aplicacion de los propdleos in-vivo para ser
utilizado como control de hongos y bacterias en los alimentos, por lo cual se
necesitaria profundizar sobre su efecto en la seguridad humana (dosis

toxicas) y en el mismo alimento.

Llevar a cabo el fraccionamiento, mediante cromatografia de columna, de los
extractos etanodlicos que presentaron la mayor actividad, con el fin de realizar
estudios biodirigidos que permitan establecer los compuestos responsables
de la actividad antimicrobiana.

El uso de los extractos etandlicos podria extenderse de igual forma para
controlar otros patdogenos de especies agricolas para que haya una armonia

con el medio ambiente y la salud.

Se recomienda realizar este mismo estudio con extractos acuosos de

propdleos para comparar su efectiva accion antifungica y antibacteriana.
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ANEXOS
Anexo 1. Porcentajes de inhibiciéon promedio de los propéleos frente a los hongos

ORDEN PROPOLEO MUNICIPIO C. Acutatum C. Gloeosp. Aspergillus sp  Penicillium sp
% % % %
1 UNION 3/9 3/5 2/5 1/9
2 CALDAS 39 29 19 9
3 SANTA BARBARA (Q) 31 27 13 4
4 SANTA BARBARA (CH) 32 33 12 -2
5 TAMESIS 18 16 4 -3
6 SAN RAFAEL 17 19 1 -5
7 CIUDAD BOLIVAR 21 18 -5 -5
8 BETANIA (Rojo) 18 15 4 1
9 BETANIA (Negro) 16 14 -4 4
Anexo 2. Porcentajes de inhibicidon de los propoleos frente al C. acutatum.
C. acutatum
PROPOLEO mg/L %DIA1 %DIA2 %DIA3 %DIA4 %DIA5 %DIA6
1000 33 45 39 40 38 37
UNION 3000 67 55 48 + 0.58 48 47 47
5000 67 64 54 +0.58 52 53 50
1000 44 + 0.58 44 41 41 37 37
CALDAS 3000 67 56 47 45 47 45
5000 67 56 53 49 50 47+ 0.58
1000 25 17 16 12 12 20
BETANIA N 3000 25 25 21 16 18 22
5000 25 25 26 20 21 24
1000 33 18 16 15 15 15
BETANIAR 3000 33 27 25+ 0.58 27 21 18
5000 33 27 28 +0.58 27 24 21
1000 40 33 32 33 32 31
S.BARQ 3000 60 42 37 41 41 40
5000 60 50 42 44 44 43
1000 25 42 37 37 32 29
S. BARCH 3000 50 50 42 43 38 37
5000 50 50 47 44 41 41
1000 25 17 11 15 12 9
TAMESIS 3000 25 25 21 22 21 22
5000 25 33 26 26 26 +0.58 24
1000 25 20 16 17 17+0.58 18+0.58
BOLIVAR 3000 50 30 22 25 26 22
5000 50 37 £0.58 28 29 29 27 £0.58
1000 33 10 11 13 16 15
SAN RAFA 3000 33 20 22 21 21+0.58 20
5000 33 30 33 29 31 29 +£0.58
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Anexo 3. Porcentajes de inhibicidon de los propoleos frente al C. gloeosporioides.

C. gloeosporioides

PROPOLEO mg/L %DIA1 %DIA2 %DIA3 %DIA4 %DIA5 %DIAG6
1000 33 37 32 29+0.58 24+1.53 25
UNION 3000 50 53 52 +0.58 51 43 32+1.15
5000 67 58 59 57+0.58 50%1.53 46
1000 43 37 34 +0.58 33 16 12 +1.53
CALDAS 3000 57 47 47+0.58 43+2.08 25 23+1.15
5000 57 53 55 51+1.73 35+1.15 23+1.15
1000 25 14 13 11 12 12
BETANIAN 3000 25 19 16 16 14 14 +0.58
5000 38 24 19 18 17 £0.58 16
1000 17 11 10 9 9 7
BETANIAR 3000 33 22 16 16 13 12
5000 33 28 19 20+ 0.58 18 15
1000 25 25 27 25 25 18
S.BARQ 3000 38 40 37 34 34 26
5000 50 50 45 42 39 39
1000 38 31 31 32 32 32
S.BARCH 3000 50 46 41 41 43 38
5000 63 51 47 45 44 41 +0.58
1000 25 10 6 10 7 18 +0.58
TAMESIS 3000 38 19 13 21 27 34
5000 50 29 22 23 27 36
1000 22 18 18 14 1 11
BOLIVAR 3000 33 27 26 22 +£0.58 14+1 21
5000 44 36 35 28 18 25
1000 25 16 16 16 12 19%
SAN RAFA 3000 38 26 22 23 19 21+0.58
5000 50 42 38 34 31 27+2.28
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Anexo 4. Porcentajes de inhibicidon de los propoleos frente al Aspergillus sp.

Aspergillus sp.
PROPOLEO mg/L %DIA1 %DIA2 %DIA3 %DIA4 %DIA5 %DIA6
1000 40 33 23 19 14 8
UNION 3000 50 42 35+0.58 29 24 20
5000 60 43 £0.58 39 34 29 24
1000 25 21 18 12 +£0.58 9 10
CALDAS 3000 33 33 27 21+0.58 18 22+1.73
5000 42 38 30 23 23 27
1000 0 0 -6 +0.58 -5 -8 -11
BETANIAN 3000 0 0 -5 -8+0.58 -10 -13
5000 8 0 -5 -10 -15 -15
1000 0 8 6 -1+1.15 4 -9+0.58
BETANIAR 3000 10 16 9 -1+1.15 6 -17+0.58
5000 13 +0.58 20 12 4+115 7+0.58 -5%0.58
1000 9 15 11 8 8 6
S.BARQ 3000 18 23 18 16 18 13
5000 27 27 21 20 20+0.58 15+0.58
1000 17 16 14 8 2 0
S.BARCH 3000 25 20 20 15 6 4
5000 25 24 23 17 12 £0.58 4
1000 0 7+0.58 3 1+0.58 -1+0.58 4+0.58
TAMESIS 3000 7+0.58 11+0.58 5 2 -1+0.58 4+0.58
5000 17 +0.58 16 8 6 1 4
1000 0 0 -10 -11 -20 -17
BOLIVAR 3000 0 5 -8+0.58 -8 -16+0.58 -17
5000 10 9 -3 -8 -17+0.58 -17
1000 8 5+0.58 3 0 -8 -12
SAN RAFA 3000 17 8 5+1.15 2+1.73 -9 -16
5000 17 12 5 2 -9 -16
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Anexo 5. Porcentajes de inhibicion de los propdleos frente al Penicillium sp.

Penicillium sp.

PROPOLEO mg/L %DIA1 %DIA2 %DIA3 %DIA4 %DIA5 %DIAG6
1000 20 25 33 18 9 11
UNION 3000 40 33 38 27 17 15
5000 40 36+ 0.58 43 29+ 0.58 22 23 +0.58
1000 17 17 11 13 1+0.58 1+0.58
CALDAS 3000 33 25 17 17 1+0.58 0
5000 39+0.58 28+0.58 22 19 +£0.58 4+1 1+0.58
1000 14 7 2+0.58 3 3 0
BETANIAN 3000 14 7 16 4 3 0
5000 14 7 18 £ 0.58 4 3 0
1000 0 8 5 4 3 -7
BETANIAR 3000 0 8 11 4 3 -3+0.58
5000 0 8 11 4 3 -2+0.58
1000 0 43 10 5 -14 -19
S.BARQ 3000 17% 48 14 9 -11 -16
5000 17% 48 16 9 -7 -13
1000 0 12 5 0 -12 -21
S.BARCH 3000 17 20 11 4 -8 -18
5000 17 20 11 4 -8 -15+0.58
1000 17 0 5 -4 -12+0.58 -13
TAMESIS 3000 17 8 10 3+0.58 -5 +0.58 -13
5000 17 8 10 4 -4 -13
1000 0 0 0 0 0 0
BOLIVAR 3000 0 0 0 0 -5+0.58 -2+0.58
5000 0 0 0 -4 -7 -7 +0.58
1000 0 0 0 0 -11 -21+0.58
SAN RAFA 3000 17 0 0 0 -10+0.58 -20
5000 17 0 0 1+0.58 -7 -10+1
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ANOVAS

Anexo 6. Resumen ANOVA para todos los propdleos

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Lugar 46498,3 8 5812,29 75,89 0,0000
Horas 19188,3 5 3837,66 50,11 0,0000
Tipo Hongo 82275,2 5 16455,0 214,86 0,0000
Tratamiento 87394,6 4 21848,6 285,29 0,0000
Lugar*Horas 2773,74 40 69,3434 0,91 0,6394
Horas*Tipo Hongo 5404,13 25 216,165 2,82 0,0000
Horas*Tratamiento 3548,27 20 177,414 2,32 0,0009
Residual 57898,4 756 76,5851
Total (corrected) 304981, 863
Anexo 7. ANOVA para Betania Negro.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value

Horas 1093,59 5 218,719 29,87 0,0000
Tipo Hongo 6414,45 3 2138,15 292,00 0,0000
Tratamiento 1813,78 3 604,594 82,57 0,0000
Horas*Tipo Hongo 311,615 15 20,7743 2,84 0,0035
Tipo Hongo*Tratamiento 1687,18 9 187,464 25,60 0,0000
Horas*Tratamiento 367,781 15 24,5187 3,35 0,0009
Residual 329,51 45 7,32245
Total (corrected) 12017,9 95
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Anexo 8. ANOVA para Betania Rojo.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 1271,3 5 254,26 15,61 0,0000
Tipo Hongo 4905,2 3 1635,07 100,38 0,0000
Tratamiento 4031,45 3 1343,82 82,50 0,0000
Horas*Tipo Hongo 532,49 15 35,4993 2,18 0,0224
Tipo Hongo*Tratamiento 963,094 9 107,01 6,57 0,0000
Horas*Tratamiento 218,74 15 14,5826 0,90 0,5741
Residual 732,969 45 16,2882
Total (corrected) 12655,2 95
Anexo 9. ANOVA para Santa Barbara Charcos.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 2907,21 5 581,442 50,17 0,0000
Tipo Hongo 19336,6 3 6445,53 556,14 0,0000
Tratamiento 14267,1 3 4755,69 410,33 | 0,0000
Horas*Tipo Hongo 2000,54 15 133,369 11,51 0,0000
Tipo Hongo*Tratamiento 2942,83 9 326,981 28,21 0,0000
Horas*Tratamiento 490,042 15 32,6694 2,82 0,0037
Residual 521,542 45 11,5898
Total (corrected) 42465,8 95
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Anexo 10. ANOVA para Santa Barbara Quiebra.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 3532,8 5 706,56 49,92 0,0000
Tipo Hongo 11731,8 3 3910,59 276,31 0,0000
Tratamiento 14853,8 3 4951,26 349,84 0,0000
Horas*Tipo Hongo 4868,41 15 324,56 22,93 0,0000
Tipo Hongo*Tratamiento 1978,68 9 219,853 15,53 0,0000
Horas*Tratamiento 509,406 15 33,9604 2,40 0,0120
Residual 636,885 45 14,153
Total (corrected) 38111,7 95
Anexo 11. ANOVA para Tamesis.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 1396,33 5 279,267 20,40 0,0000
Tipo Hongo 7008,42 3 2336,14 170,66 0,0000
Tratamiento 5536,42 3 1845,47 134,82 0,0000
Horas*Tipo Hongo 2474,58 15 164,972 12,05 0,0000
Tipo Hongo*Tratamiento 1139,5 9 126,611 9,25 0,0000
Horas*Tratamiento 276,083 15 18,4056 1,34 0,2169
Residual 616,0 45 13,6889
Total (corrected) 18447,3 95
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Anexo 12. ANOVA para San Rafael.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 2729,43 5 545,885 26,71 0,0000
Tipo Hongo 10442,6 3 3480,87 170,34 0,0000
Tratamiento 4425,53 3 1475,18 72,19 0,0000
Horas*Tipo Hongo 936,198 15 62,4132 3,05 0,0019
Tipo Hongo*Tratamiento 3170,84 9 352,316 17,24 0,0000
Horas*Tratamiento 626,281 15 41,7521 2,04 0,0330
Residual 919,594 45 20,4354
Total (corrected) 23250,5 95
Anexo 13. ANOVA para Caldas.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 4391,21 5 878,242 50,52 0,0000
Tipo Hongo 10875,3 3 3625,08 208,53 0,0000
Tratamiento 21229,5 3 7076,5 407,06 0,0000
Horas*Tipo Hongo 1246,37 15 83,0917 4,78 0,0000
Tipo Hongo*Tratamiento 1985,08 9 220,565 12,69 0,0000
Horas*Tratamiento 810,125 15 54,0083 3,11 0,0017
Residual 782,292 45 17,3843
Total (corrected) 41319,8 95
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Anexo 14. ANOVA para La Unidn.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 3005,34 5 601,069 27,35 0,0000
Tipo Hongo 6016,61 3 2005,54 91,25 0,0000
Tratamiento 32368,9 3 10789,6 490,93 0,0000
Horas*Tipo Hongo 903,198 15 60,2132 2,74 0,0046
Tipo Hongo*Tratamiento 1184,93 9 131,659 5,99 0,0000
Horas*Tratamiento 706,948 15 47,1299 2,14 0,0248
Residual 989,01 45 21,978
Total (corrected) 45174,9 95
Anexo 15. ANOVA para Ciudad Bolivar.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
Horas 1634,83 5 326,967 42,84 0,0000
Tipo Hongo 14019,0 3 4673,0 612,33 0,0000
Tratamiento 3895,58 3 1298,53 170,15 | 0,0000
Horas*Tipo Hongo 818,0 15 54,5333 7,15 0,0000
Tipo Hongo*Tratamiento 3546,08 9 394,009 51,63 0,0000
Horas*Tratamiento 782,417 15 52,1611 6,83 0,0000
Residual 343,417 45 7,63148
Total (corrected) 25039,3 95
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