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Actividad antimicrobiana de propdleos
provenientes de dos zonas climaticas del estado
Miranda, Venezuela. Efecto de la variacion
estacional

Antonio J. Manrique”

RESUMEN

Se colectaron muestras de propdleos provenientes de dos apiarios del estado
Miranda, Venczuela, ubicados en diferentes zonas de vida. La primera
localidad se ubica en un bosque humedo premontano en el Municipio
Guaicaipuro y la segunda en un bosque seco tropical en Guatire, Municipio
Zamora, desde octubre de 2001 hasta septiembre de 2002. El objetivo del
experimento fue evaluar la actividad antimicrobiana de los propoleos
colectados y la influencia estacional, en dos zonas de vida. Para el analisis de
los datos, se empled un modelo mixto basado en mediciones repetidas en el
tiempo. en cada localidad estudiada y se aplicé la prueba de media de Tukey.
Todos los extractos etandlicos de propoleos (EEP) estudiados mostraron
actividad antimicrobiana, al inhibir el crecimiento del Staphylococcus aureus
ATCC 25.923 con halos de inhibicion de hasta 30 mm y del Micrococcus
luteus ATCC 9.341. Las muestras de EEP recolectadas en Guatire en enero y
las de enero v julio de El Laurel mostraron mayor actividad antimicrobiana.
Los resultados sugieren que los propoleos estudiados muestran influencia
estacional en la inhibicién del crecimiento bacteriano y que los EEP pueden
ser usados como agentes antimicrobianos contra S. aureus y M. luteus.
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Antimicrobial activity of propolis from two climatic zones
in Miranda state, Venezuela. Seasonal variation effect

SUMMARY

Propolis samples were collected from apiaries at two locations in eranda
state, Venezuela, located in different life zones. The first location is at a
humid premountain forest in Guaicaipuro Mun?cipglity and the second is at a
dry tropical forest in Guatire, Zamora Municipality, from October 2001 to
September 2002. This assay was carried out to .evaluate thg seasor}al
influence and the antibacterial activity by the propolis collected in both life
zones. The data were analyzed through a mixed model based on repeated
measures in each location and means separated by .the T}Jk_ey’les.t.. All
ethanolic extracts of propolis (EEP) showed antim.icroblz.ll gct}\(lty inhibiting
growth of Staphylococcus aureus ATCC 25.923, with an inhibition halo up to
30 mm, and Micrococcus luteus ATCC 9.341. EEP samples colleglgd from
Guatire in January and from El Laurel in January and July e).<h1b1t6d thp
highest antibacterial activity. The results suggest tl}at the studied propolis
showed seasonal influence in the inhibition of bacterial growth and that EEP
could be used as antimicrobial agents against S. aureus and M. luteus.

Keywords: propolis, Venezuela, antimicrobial activity.

INTRODUCCION

El propoleos es utilizado para producir apiterépic;os de uso hu}n.fmo
y animal, debido a sus propiedades biologicas. En el primer libro médico,
"Libro de preparacion de medicamentos para todas las partes del cuerpo
humano", en el papiro de Ebers (hace mas de 1700 afios AC), se menciona el
propdleos como medicina (Asis, 1993). No obstante, fue en la guerra de _lc')s
Boers en Sudafrica, a finales del siglo 19 cuando tuvo su mayor aplicacion
para el tratamiento de heridas y como cicatrizante (Gonzélez y Bernal, 1997).
El embalsamado de intrusos dentro de la colmena para contener la
putrefaccion y evitar enfermedades en su interior es una prueba d‘? sus
cualidades. En el interior de la colmena hay una alta densidad poblgcxona],
hasta 90.000 abejas, temperaturas de 34°C, intercambio y almgcenatmer_ﬁo de
alimentos, condiciones ideales para el crecimiento dg: Microorganismos
nocivos para las abejas; sin embargo, la presencia de substancias
antimicrobianas del propdleos inhibe su proliferacion.
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Levy (1999) sugiere que el mecanismo de la actividad
antimicrobiana del propoleos es complejo v puede ser atribuido al sinergismo
entre algunos de sus compuestos, tales como flavonoides, acidos arométicos,
acidos grasos, ésteres, hidroxiacidos, sesquiterpenos y otros compuestos
fenolicos presentes en su composicion. Vargas et al. (2004) reportan que los
EEP mostraron actividad antimicrobiana contra una serie de bacterias
resaltando la inhibicién de 45 aislados de Staphylococcus sp. Varios autores
han demostrado que la actividad antibacterial del propoleos contra
Enterococcus sp, Escherichia coli vy, especialmente, contra Staphylococcus
aureus (Kujumgiev et al., 1999, Hegazi y El Hady 2002.)

Las propiedades antimicrobianas de esta resina pueden ser
atribuidas, principalmente, a los flavonoides, como la pinocembrina,
galangina, pinobanskina y al éter bencil del éster fenetil de dcido caf€ico, el
cual es un componente activo del propoleos que ejerce gran variedad de
cambios bioldgicos en diversos sistemas, como las respuestas
inmunomoduladoras, antiinflamatorias, y antimitogénicas (Lefkovits et al.,
1997), 4cido p-cumarico y éter del 4cido caféico (Amoros et al., 1992).

Moura et al. (1999b) encontraron que los propoleos de las abejas
africanizadas presentaron mayores halos de inhibicion contra el S. aureus que
los de abejas europeas. Similarmente, Pereira (1999) observd que el
propéleos no tiene actividad antibacteriana contra cepas Gram negativas,
pero si contra todas las cepas Gram positivas.

Sforcin et al. (2000) sefialan que la actividad antimicrobiana del
propoleos es el reflejo de sus constituyentes, los cuales pueden variar su
composicion quimica, dependiendo de la regién y de la estacion que sea
recolectado. Por otro lado, Orsi et al. (2005) demostraron el efecto
bactericida del extracto etanélico de propdleos (EEP) contra la Salmonella
enteritidis 'y S. typhimurium, concluyendo que el poder bactericida del
propoleos contra bacterias Gram negativas puede variar de acuerdo a la
region geogrifica donde sea producido. Chaillou et al. (2004) estudiaron
propdleos argentinos y encontraron que en el 50% de las muestras se
inhibieron en méas de 12 mm cepas de S aureus, concluyendo que el
diametro del halo de inhibicién depende del contenido de flavonoides de los
EEP utilizados. No obstante, Manrique y Santana (2004) trabajaron con EEP
de Melipona quadrifasciata, Tetragonisca angustula 'y Nannotrigona sp. y
obtuvieron halos de inhibicion entre 11 Yy 25 mm contra las bacterias S,
aureus ATCC 25.943 y Micrococcus luteus ATCC 9.341, aun cuando los
EEP mostraron porcentajes muy bajos de flavonoides, variando de 0,19% a
0,32%y con elevada actividad antioxidante, de 3 a 5 segundos en promedio
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Los propoleos de Alemania y de Egipto mostraron mayor actividad
antibacteriana contra S. aureus. mientras que los de Alemania. Egipto y de
Mongolia fueron mas efectivos contra la C andida albicans (Hegazi y El
Hady. 2002).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la propiedad
antimicrobiana de propoleos de abejas hibridas africanizadas (.1pis mellifera
L.) provenientes de dos regiones climaticas diferentes del estado Miranda,
Venezuela v verificar si existe influencia estacional en esta caracteristica.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue realizado de octubre de 2001 a septiembre de
2002. donde se colectaron muestras de propéleos en apiarios ubicados en la
Estacion Experimental “Jaime Henao Jaramillo” (El Laurel) de la
Universidad Central de Venezuela, Cortada del Guayabo. Municipio
Guaicaipuro y en Guatire, Municipio Zamora, ambos en el estado Miranda,
Venezuela. La primera region se encuenira enmarcada dentro de la zona de
vida del bosque hiimedo premontano, cuyas caracteristicas climaticas fueron
descritas por Manrique y Thimann (2002) y la segunda localidad dentro del
bosque seco tropical. situado a 10° 01" N y 62° 15 O a 621 msnm., con
temperatura media de 26,2°C y precipitacion media anual de 966 mm. En
ambas localidades se notd abundancia de quiripiti (Clusia minor) 'y copey
(Clusia major), plantas muy productoras de resinas, sefialadas por Salamanca
(2005) como una de las principales fuentes que las abejas convierten en
propoleos en las regiones tropicales.

En cada region la recoleccion del propdleos. proveniente de 10
colmenas. fue realizada cada 14 dias, mediante el raspado del propoleos
acumulado en la entretapa y en las alzas, realizandose un pool de las muestras
por cada mes evaluado. En total, se tomaron 12 muestras en la zona de la
Cortada del Guayabo y seis muestras en la zona de Guatire.

La preparacion de los Extractos Etanolicos de Propéleos (EEP) se
realizo segin la metodologia descrita por Park et al. (1998). Se prepararon
dos EEP por cada muestra mensual recolectada. Los EEP tenian una
concentracion de 15 mg/ml.

Se realizaron antibiogramas con lineas estandarizadas American
Type Culture Collection (ATCC) de Staphylococcus aureus ATCC 25923y
Micrococcus luteus ATCC 9.341 como bacterias de prueba. Se prepararon
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dos placas de petri, con sus respectivas réplicas. con agar Miieller-Hinton v
suspension de 10% a 10° de AL luteus ATCC 9.341 y S. aureus ATCC 25.923.
sometidas a la accion de los diferentes EEP de cada muestra recolectada. a
lr.avés de discos (uno por cada muestra de propéleos) de papel de 5 mim de
didametro. Como control fue usado un disco impregnado de alcohol etilico al
70%. Después las placas fuecron incubadas a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente. fucron lcidos los halos de inhibicion de crecimiento de las
bacterias en mm. usando una regla milimetrada. La presencia de halo de
inhibicion indicaba que las bacterias evaluadas eran sensibles v la ausencia
del mismo indicaba que resistente al EEP evaluado. ,

. Para el analisis de los datos. se empled un modclo mixto basado en
mediciones  repetidas en el tiempo, en cada localidad cstudiada.
Ppst;riormente se aplico la prucba de media de la minima diferencia
significativa honesta de Tukey a un nivel de P = 0.05 por medio del programa
Infostat (2002). El modelo usado fue:

YU: PL ¥ oLy * (X'iyk+ BJ+ (XqBJ +(X,‘B_]'Yk

Donde:

Y= Valor estimado de la caracteristica de inhibicién

p = Media de la poblacion

o,; = Efecto aleatorio de la i-ésima colonia

o;yx = Efecto aleatorio de la i-ésima colonia en k-ésima muestra
B, = Efecto aleatorio del j-¢simo mes

aif; = Efecto aleatorio de la i-¢sima colonia en el j-ésimo mes

aifiye = Efecto aleatorio de la i-ésima colonia en el j-ésimo mes de
la k-¢sima muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

. Los resultados de la actividad antimicrobiana de los EEP
provenientes de los apiarios del bosque seco tropical del estado Miranda son
presentados en el Cuadro 1. Hubo diferencias altamente significativas en
cuanto a la influencia estacional de los EEP en la inhibicién del crecimiento
del M. luteus ATCC 9.341, observandose que la muestra de EEP de cnero
pyes.ent() la mayor inhibicién, al presentar halo superior a 20 mm.
Similarmente, el S. aureus ATCC 25.923 fue inhibido por todos los EEP y
mas fuertemente por el EEP de los meses de enero, siendo estos valores

47




006
Vol. 24(1) ZOOTECNIA TROPICAL 2

riores a los reportados por Konishi et al. (2004) con S. aureus y
g‘:rp:ptococws mutaig(,) con halos de inhib?ci()n gntre 7.9y 12,0 mm. A travc?s
de la prueba de Tukey (P<0,05) se ewdepmé que el'S. aureus fue 1m1€15
sensible a los EEP al mostrar los mayores diametros de inhibicion que el M.
{uteus, concordando con los resultados reportados por Bracho er al. (1999) y

Moura et al. (1999a).

ivi imi i Micrococcus luteus ATCC
uadro 1. Actividad antimicrobiana de los EEP contra C
c 9.341 y Staphylococcus aureus ATCC 25.923 de propdleos del bosque seco
tropical del estado Miranda desde octubre de 2001 a marzo d.e .2’002
Mes Halo de inhibicion Halo de inhibicion
Micrococcus luteus Staphylococcus aureus

Octubre 15,8 et 17,0d
Noviembre 173d 180c¢c
Diciembre 183 ¢ 148e
Enero 20,5 a 250a
Febrero 193b 19.8b
Marzo 153e¢ 14,0 f
Promedio 17,7 18,1

+ Valores con letras distintas ent la fila son diferentes (P<0,05).

Fn el Cuadro 2 se muestran los datos sobre la act’ividad
antimicrobiana de los EEP, obtenidos de la ’zor}a de ‘bosgue. hun_ledo
premontano, donde la influencia estacional mostro dlferan}as s1Mmgv%.
Todos los EEP propoleos inhibieron fuertemente el crecimiento microbiano,
tanto del M. luteus como del S. aureus.

Los EEP obtenidos de muestra colectadgs'en lo meses de octubre,
enero, julio y septiembre, presentaron mayor actividad contra ejl M. Itftz‘)fius,
con halos de inhibicion superiores a 25 mm. El S. aureus fue mas sensible a
los EEP de octubre, enero y julio, y aunque presentaron una mayor
inhibicion, ambas bacterias mostraron mayor sens;l?lhdad ante los EEP de
enero (P<0,05). Similarmente, los EEP de esta region fueron mas efectivos
contra el S. aureus que contra el M. luteus (Cuadro 2).

Los resultados de todos los EEP evaluados muestran que la mw&d
antimicrobiana del propleos es variable dependiendo del microorganismo e;n
estudio y de la region de colecta del mismo, tal. como lo sugiere Koo et ;6
(1999), concordando con los resultados de Sforcin (1998), quien no encon
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efecto estacional al evaluar propéleos colectado en cuatro estaciones, los
cuales inhibieron el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas.

Cuadro 2. Actividad antimicrobiana de los EEP contra Micrococcus luteus ATCC
9.341 'y Staphylococcus aureus ATCC 25923, de propoleos de Ia
Estacion Experimental “Jaime Henao Jaramillo”, estado Miranda,
Venezuela. De octubre de 2001 a septiembre de 2002
Halo de inhibicion Halo de inhibician
Mes .
Micrococcus luteus Staphylococcus aureus

mm
Octubre 26,0 bt 27.8¢
Noviembre 21,8f 19.5g
Diciembre 250 ¢ 24.8d
Enero 278a 30,0a
Febrero 19.8h 24,3 de
Marzo 210g 190g
Abril 22,8¢ 253d
Mayo 18,81 18,0 h
Junio 23.8d 228¢
Julio 27.8a 293b
Agosto 18,81 20,8fF
Septiembre 26,3b 250d
Promedio 23,3 239

T Valores con letras distintas en la fila son diferentes (P<0,05).

Las diferencias significativas en la actividad antimicrobiana del
propoleos, provenientes del bosque humedo premontano y colectados en
diferentes meses, pudiera deberse a la composicion de las resinas que lo
forman, dado que las abejas extraen resinas, principalmente de los puntos de
crecimiento de las plantas. En las regiones tropicales, aun cuando el
crecimiento de las plantas se manifiesta durante todo el afio, quizas en enero
s presentan caracteristicas especiales, tales como mayor oscilacion de
temperatura diaria, una sequia incipiente, pero con suficiente humedad
edafica, lo que permitiria una mayor secrecion de resinas. De esta manera se
presentaria un comportamiento similar al referido por Ghisalberti (1979),
quien sefiala que las abejas colectan el propéleos a finales de la primavera, en
verano y a principios de otofio, lo cual se corresponde con el crecimiento y
mayor exudado de resinas en las plantas en dichas regiones. No obstante,
Bankova et al. (1998) estudiaron el efecto estacional sobre la composicion
quimica del propdleos y encontraron que la disminucién de algunos
componentes activos, como el Aacido fenolico,, es acompafiado por el
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incremento de otros componentes biologicamente activos. como los acidos
terpénicos.

En general, la actividad antimicrobiana de los propoleos se atribuyc
al contenido de flavonoides. tal como lo refieren diversos autores como
Lefkovits et al. (1997). Chaillou et al. (2004) y Principal (2005). Sin
embargo. los propoleos cstudiados en ¢l presentc ensayo mostraron valores
bajos y medios de flavonoides. variando de 0.55 a 0.97%. difiriendo de esta
aseveracion y concordando con los resultados de Manrique y Santana (2004),
quienes trabajaron con propoleos de abcjas sin aguijon que poseen tenores
muy bajos de flavonoides y mostraron halos de inhibicion de hasta 25 mm
versus S. aureus 'y M. luteus.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que los EEP obtenidos de dos
sonas de vida del estado Miranda. Venezuela posecn actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus.

Hubo influencia estacional en la actividad antimicrobiana de los
propoleos evaluados, mostrando un mayor halo de inhibicion en los EEP
provenicntes de muestras colectadas en el mes de enero en ambas
localidades.

Los EEP estudiados pueden ser usados como agentes
antimicrobianos contra S. aureus 'y M. luteus.

El S. aureus mostrd ser mas sensible a los EEP evaluados que el M.
luteus, en ambas localidades.
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