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RESUMEN

Se tomaron cincuenta y nueve muestras de propdleo crudo recolectadas en tres origenes
geogrificos de Colombia, a las cuales se les realizé control de la calidad microbioldgica,
y se determind el porcentaje de extracto seco obtenido de las extracciones etandlicas
de propéleo (EEP) al 70 y 96%. Se cuantificaron los grupos indicadores meséfilos
aerobios, coliformes totales, coliformes fecales, Staphylococcus sp., mohos y levaduras,
y se encontraron conteos en promedio de 93x10% 79x10% <1; 94; 10x10* UFC/g, res-
pectivamente. La deteccién de patdgenos se realizé para Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, los cuales estuvieron presentes en el 4 y 2% de las muestras, respectivamente.
Los hallazgos microbioldgicos se compararon con normas de calidad de Japén, Pert y
El Salvador; se encontré que el grupo indicador mohos y levaduras fue el més critico,
donde 92 a 94% de las muestras evaluadas estuvieron por fuera de los limites exigidos
por estas normas. Los resultados indican que las extracciones con etanol al 70 y 96% de
prop6leos colombianos, en promedio obtuvieron 93,0 y 175,3 mg/ml de extracto seco,
respectivamente. La concentracidn de extracto seco se compard con la normatividad
existente en Brasil, Argentina y Japdn. Para la norma mds exigente, que corresponde a
la brasilefia, se hallaron porcentajes de cumplimiento del 53,4 y 56,1% para EEP 70 y
96%, respectivamente, y para la norma de Japén se encontraron aceptables 75,9 y 69,7%
de los EEP 70 y 96%, respectivamente. Los resultados estdn asociados al origen fitogeo-
gréfico y ala produccién no especializada de propédleos. En este estudio se incluyeron
muestras de propéleo crudo de paises como Bélgica, Chile, Cuba y Nueva Zelanda.
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RAW PROPOLIS MICROBIOLOGIC QUALITY AND SOLUBLE SOLIDS OF
Apis mellifera PROPOLIS EXTRACTS IN COLOMBIA

ABSTRACT
Raw propolis samples from three different geographical origins were submitted to the

microbiological quality tests and to the extraction of the dry matter using two
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ethanol extracts (70 and 96%). The acrobic mesophile, total coliforms, fecal coliforms,
Staphylococcus sp., molds and yeasts indicator groups were quantified, finding in average
93x103; 79x102; <1; 94; 10x104 CFU/g respectively. The pathogen detection was made
for Escherichia coli obtaining 51 samples free of the pathogen and 2 samples with pre-
sence of it, and for Staphylococcus aureus, which were present in 4 and 2% of the samples
respectively. The microbiologic results were compared with the quality standards of Japan,
Peru, and El Salvador, finding that the indicator groups molds and yeasts was the most
critical, where 92 to 94% of the evaluated samples were off limits of the international
standards. These results show that the ethanol extracts made at concentrations of 70 and
96% of Colombian propolis, obtained in average 93.0 and 175.3 mg/ml of dry extract
respectively. The concentration of dry extract was compared with the standards of Brazil,
Argentina and Japan. For the most strict standard, which is the Brazilian, there were
found complying percentages of 53.4 and 56.1% for propolis ethanol extracts (PEE) of
70 and 96% respectively and for the Japan standard they were found acceptable 75.9
and 69.7% of the PEE 70% and 96% respectively. The results are linked to the flora,
geographical origins and to the non specialized production methods. This study included

raw propolis samples from countries such as Belgium, Chile, Cuba and New Zealand.

INvESTIGACION
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INTRODUCCION

El propéleo o propdleos (propolis, liga-
maza, beeglue) se ha definido como una
sustancia resinosa de color generalmente
pardo rojizo a amarillo verdoso, que co-
lectan las abejas del exudado de plantas
y la adicién de productos metabélicos
secretados por el insecto (Bankova 2005;
Chaillou et 4/. 2004), con inclusién de
otros materiales durante la elaboracién
del producto, como el polen (Marcucci
1995). El producto colectado por las abe-
jas (crudo) muestra una alta variabilidad
en razén de su estrecha relacién con la
regién geografica de produccién, que
puede llegar a presentar distinta cobertura
vegetal, dependiendo de las condiciones
agroecoldgicas.

Las abejas en colmenas comerciales
generalmente utilizan el propéleo para
cubrir los agujeros y las grietas con el
fin de reducir la entrada de la colmena

(Krell 1996). Se cree que la utilizacién
de propéleos de esta manera funciona
para mantener en mejores condiciones la
homeostasis del medio ambiente dentro de
la colmena. Esto podria ser el resultado de
disminuir el crecimiento microbiano en las
paredes de la colmena e impedir el flujo de
aire sin control en el nido y las paredes de
impermeabilizacién y lahumedad externa,
ademds de crear algin tipo de proteccion
contra los invasores (Visscher 1980, citado
en Simone-Finstrom y Spivak 2010).

La composicién quimica del propéleo
estd estrechamente asociada con el origen
botdnico (Greenaway ez al. 1987, citado en
Amoros et al. 1994). En las zonas templa-
das, la mayor parte del propdleo procede
del exudado de los brotes de chopos o dla-
mos pertenecientes al género Populus spp.;
en la zona septentrional de Rusia, de los
brotes de abedul (Betula verrucosa) y de P
tremula (Wollenweber y Buchmann 1997);
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en las regiones mediterrdneas procede de
las choperas y de las hojas de Ciszus spp.
(Martos et al. 1997); en las zonas donde
los dlamos no son plantas nativas, tales
como Australia y las regiones ecuatoria-
les de América del Sur, las abejas buscan
otras plantas que rednan las cualidades
requeridas para colectar los exudados
con el fin de elaborar propéleos (Park ez
al. 2002). En Brasil el propdleo procede
principalmente de las hojas de especies de
Baccharis dracunculifolia (Bankova 2000);
en Venezuela y Cuba, de la resina floral del
género Clusia, y en zonas més tropicales se
obtiene de otros vegetales (Cuesta-Rubio
et al. 2002).

En los andlisis de la composicion qui-
mica de los propéleos se han identificado
al menos 300 compuestos (Mani ez al.
2006) y hasta 150 compuestos para una
misma muestra (Greenaway ez a/. 1990);
en la fraccién aromaitica, mds de 100
compuestos (Bankova 1987; Greenaway
etal. 1987,1988, citado en Amoros ez al.
1994). Los propéleos estdn constituidos
fundamentalmente por flavonoides, de-
rivados de ésteres y dcidos fendlicos. Los
principales grupos fenélicos identificados
son: flavonoides, 4cidos aromdticos y sus
ésteres, aldehidos aromdticos, cumarinas,
triglicéridos fendlicos (Bedascarrasbure
2000). Los flavonoides no son los mar-
cadores quimicos principales, pero los
compuestos menores también pueden
ser involucrados en la actividad biolégica
(Bankova ez 2. 1987, citado en Amoros
et al. 1994). Existen otros componentes
como los triterpenos (Pérez et al. 2009);
el primer reporte sobre la presencia de
este tipo de metabolito secundario fue
la identificacién del triterpeno aciclico
escualeno, precursor de los triterpenos
tetraciclicos y pentaciclicos (Silva ez al.

1992).
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Las investigaciones realizadas en las
tltimas décadas, orientadas a determinar
las propiedades bioldgicas del propéleo a
nivel mundial, han permitido establecer
que a los compuestos fendlicos se les
atribuye accion farmacoldgica, quedando
establecidas sus propiedades antibidtica,
fungicida, antiviral y antitumoral, entre
otras (Burdock, 1997). Sin embargo, la
presencia de triterpenos pentaciclicos en
propdleos brasilenos en particular y en
propdleos de paises tropicales en general,
constituye una caracteristica importante
de su composicién quimica vinculada a su
actividad antiinflamatoria, anticancerigena
y antiviral (Pérez et al. 2009).

Los lineamientos de calidad para pro-
péleo son complejos, ya que los propé-
leos presentan diferentes colores, olores y
composicion; los lineamientos también
tienen directa relacién con los métodos
de extraccién, ademds del cuidado y la
higiene, tanto en el almacenamiento como
en la conservacién del producto.

Los primeros esfuerzos propuestos en
cuanto a estdndares oficiales de calidad
referidos al producto “crudo o bruto” y
a veces a sus extractos (forma tradicional
de extraer compuestos activos para ser
empleados en la industria) iniciaron en
los paises del Este europeo. Los limites
maximos y minimos para ciertos grupos
quimicos estdn determinados, pero son
pocas las pruebas estandarizadas que estin
disponibles para establecer la actividad
bioldgica de varios componentes (Lépez
y Ubillos 2004).

En la actualidad, las sustancias que
determinan la calidad de los propdleos
no se unifican como norma, y cada pais
o compafia tiene sus propios estdndares,
incluidos los términos especificos para los
propdleos y sus productos relacionados.
Los esfuerzos en investigacion se enca-
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minan entonces hacia la “estandarizacion
internacional de los propéleos” como una
de las propuestas para el Foro Mundial
de Ciencias del Propéleos (WPSF) (Lee
yJo 2011).

Colombia (Sur América) no posee
ningun tipo de normatividad o estindar
para el propéleo crudo o sus extractos,
aunque se han realizado investigaciones
previas alrededor de los propéleos en ca-
racterizacién antimicrobiana y fisicoqui-
mica (Moreno et al. 2007; Palomino ez al.
2009; Bastos ez al. 2011a; Samara-Ortega
etal. 2011; Viloria ez al. 2012). Hoy en
dia, la calidad de este producto y su valor
comercial no tienen relacién directa; el
precio es determinado por -caracteristicas
como el aspecto, la presentacion, el color,
olor y sabor que poseen cierta relacién
con la “calidad real” del producto, pero es
una valoracién subjetiva. Complementar
su evaluacién mediante la determinacién
analitica permitird obtener valores de
composicién como pardmetros funda-
mentales de la calidad de los propdleos
y, por tanto, establecer el valor comercial
del mismo.

El presente estudio se desarrollé con
el objetivo de evaluar la calidad microbio-
légica y de porcentaje de extracto seco de
propoleos de Apis mellifera en Colombia,
y asi establecer pardmetros de calidad para
su comercializacién como materia prima
de uso industrial.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizé en el Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogotd, en el marco del Proyecto Cuali-
ficacién de productos de las abejas: miel,
polen y propéleos mediante indicadores
microbioldgicos.

INvESTIGACION

Recoleccion de muestras

Se emplearon 59 muestras de propédleo
crudo, provenientes de tres origenes geo-
grificos, 16 de Boyacd, 16 de Cundina-
marcay 27 de Santander, en su mayoria
obtenidas mediante raspado de colmenas
comerciales de Apis mellifera entre los anos
2008 y 2010. Se incluyé en este estudio
una muestra de propdleo crudo de cada
uno de los siguientes paises: Bélgica, Chile,
Cuba y Nueva Zelanda.

Control de calidad microbiolégico

Para evaluar la calidad microbioldgica, se
siguieron los métodos de recuento en placa
y busqueda de patégenos descritos en la
International Commission on Microbio-
logical Specifications for Foods (ICMSF
2000). Se detectaron y cuantificaron los
grupos indicadores: meséfilos aerobios,
coliformes totales, coliformes fecales, Es-
cherichia coli, Staphylococcus sp., Staphylo-
coccus aureus, mohos y levaduras, para 53
muestras procedentes de Colombia.

Los resultados de la calidad microbio-
l6gica se compararon con el cumplimiento
de la normatividad internacional existente
para este producto de los paises de Japén,
Perty El Salvador (JCP 2010; MDS 2003;
CONACYT 2003).

Obtencion de extractos etanolicos de
propéleos

A las muestras de propéleo crudo se les
retiraron las impurezas mecdnicas, y se
trituraron y homogeneizaron separada-
mente. Cada muestra fue pesada, divi-
dida en dos partes iguales y extraidas en
recipientes de vidrio cerrados, con dos
concentraciones diferentes de disolvente
etandlico (70 y 96%), conservando una
relacién disolvente:soluto 70:30 (Almeida
2003; Bruschiy Lara 2006). Se procedi6 a
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obtener principios activos en la disolucién,
mediante agitaciones diarias por 1 minuto
de los extractos de propéleo crudo con
etanol, durante 30 dias, a temperatura
promedio de 25°C y en la oscuridad con
el fin de evitar alteraciones en los meta-
bolitos secundarios.

Posterior a los 30 dfas, la disolucién se
llevé a refrigeracién a 4°C por 12 h para
separar las ceras que se precipitan (Bedas-
carrasbure er al. 2006) en la mezcla de
solventes de extraccion. La mezcla se filtr6
al final del proceso para obtener el Extracto
Etandlico de Propdleo “madre” (EEPm).

El extracto seco (materia seca o sélidos
solubles totales) se determiné para los
EEPm, adaptando la metodologia de las
Normas para propéleos de Brasil, Argenti-
nay Japén (MAPA 2001; CONAL 2008;
JCP 2010). Un (1) ml del EEPm se pesé
en un recipiente previamente aforado y se
someti6 a 100 + 2°C por 60 min en horno
de secado para eliminar completamente el
solvente. El conjunto se colocé en un dese-
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cador hasta llegar a temperatura ambiente
y se registr6 el peso; el procedimiento se
repitié con intervalos de 15 min, hasta
obtener un peso constante.

Analisis de datos

Para el control de calidad microbiolégico
de las muestras de propdleo crudo se em-
pleé un andlisis estadistico descriptivo.
Los extractos secos de los EEP fueron ex-
presados en porcentaje (%ES) y se obtuvo
la desviacién estindar.

RESULTADOS

La cuantificacién de los grupos micro-
bianos indicadores (aerobios meséfilos,
coliformes totales, coliformes fecales,
Staphylococcus sp., mohos y levaduras)
y la deteccién de los microorganismos
patdgenos Escherichia coli y Staphylococ-
cus aureus, en propdleos colombianos se
muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Control de calidad microbioldgico de muestras de propéleo de abejas Apis mellifera de
Colombia colectadas en tres regiones de Colombia durante el periodo 2008-2010.

Indicador microbiolégico N Promedio* Moda*  Minimo* Maximo*
Coliformes totales 53 79x102 <1 <1 29x104
Mohos y levaduras 53 10x104 <1 <1 16x105
Aerobios mesdfilos 53 93x103 60 20 24x105
Coliformes fecales 53 <1 <1 <1 10
Staphylococcus sp. 53 94 <1 <1 30x102

Patégenos N Deteccion
Escherichia coli 51 Ausencia
2 Presencia

Staphylococcus aureus 52 Ausencia
1 Presencia

*Microorganismos por gramo de propéleo crudo (UFC/g)
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El porcentaje de las muestras que cum-
plen con la normatividad internacional
existente en cuanto al control de calidad
microbiolégica (cuantificacion de los gru-
pos microbianos, indicadores y deteccién
de los microorganismos patégenos) de
propéleos crudos de Colombia se indica

en la Tabla 2.

INvESTIGACION

Los hallazgos en la concentracién de
s6lidos solubles en los EEP expresados en
mg/ml de solucién se presentan en la Tabla
3, segtin la zona de origen geografico y la
solucién hidroralcohélica empleada para
la extraccién.

Mis del 50% de los EEP colombianos
se consideraron aceptables para las normas

de Brasil, Argentina y Jap6n (Tabla 4).

TABLA 2. Control de calidad microbiolégico de muestras de propoleo de abejas Apis mellifera de
Colombia segln el requisito de las normas internacionales (n = 53).

Resultado por indicador

Indicador microbiolégico Aceptables (%) Limites (UFC/g)
Japon Peri  El Salvador Japon Peri  El Salvador
Coliformes totales 45 n.r. 23 0 n.r. <100
Mohos y levaduras 6 8 8 <30 10-100 1-100
Aerobios mesofilos n.r. 57 57 n.r. 1.000- <10.000
10.000
Coliformes fecales n.r. n.r. 96 n.r. n.r. 0
Staphylococcus sp. n.r. n.r. 85 n.r. n.r. <1
Ausencia (%)
Escherichia coli n.r. 96 n.r. n.r. 3-10 n.r.
Staphylococcus aureus n.r. n.r. 98 n.r. n.r. 100
Resultado por norma 6 8 8

UFC/g: Unidades formadoras de colonia por gramo; n.r.:

TABLA 3. Concentracion de extracto seco a partir

No reporta; < : Menor o igual que < : Menor que.

de dos concentraciones de etanol.

Promedios de extracto seco por region geografica
y concentracion del disolvente

Region EEP (Extracto seco mg/ml)
Et. 70% Et. 90%
Boyacéa 819+417 154,4 +49,8
Cundinamarca 85,0+379 175,2 £+ 62,7
Santander 1033 £75,7 187,4 £ 90,4
Promedio 93,0 + 60,0 1753 £ 74,2
Chile 96,0 186,0
Nueva Zelanda 121,0 132,0
Cuba 105,0 211,0
Bélgica 146,0 249,0

Et: Concentracién del etanol.
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TABLA 4. Porcentaje de muestras aceptables en rendimiento de extracto seco de propdleos de
abejas Apis mellifera en Colombia comparadas con el porcentaje de extracto seco reportado en las
normas para propéleo de Brasil, Argentina y Japdn. (n = 118).

Aceptables (%)

Extracto seco (%)

EEP Brasil Argentina Japon Brasil'  Argentina®>  Japon®
Et. 70% 53,4 58,6
" 10 8
Et. 96% 56,1 59,1

1. (Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Brasil 2001); 2. (Comisién Nacional de Alimentos.
Argentina 2008); 3. (Japan Council of Propolis. Japén 2010).

DISCUSION

Los principales indicadores del porcentaje
de rechazo de las muestras evaluadas,
segiin la confrontacién con las normas
internacionales en cuanto a la calidad
microbioldgica del producto, son los re-
cuentos de mohos y levaduras. La presencia
de hongos se puede explicar debido a un
mal manejo asociado a la humedad de la
materia prima. Adicionalmente, el creci-
miento de estos microorganismos se puede
dar por la presencia de trazas de miel y
polen en el propéleo crudo obtenido de
la colmena.

Los coliformes totales y los aerobios
meséfilos son indicadores microbiolégi-
cos de importancia para las muestras de
propéleo crudo evaluadas (Tabla 2); un
porcentaje alto de muestras superan los
limites en las normas internacionales, lo
cual indica probablemente condiciones
sanitarias deficientes en el proceso de
recoleccién y conservacion de las muestras.

El 4% de las muestras de propéleo
crudo fueron positivas para coliformes
fecales (Tabla 2), en donde el criterio de
aceptacion es igual a cero en la norma sal-
vadorena; lo anterior sugiere una probable
contaminacién de fuente fecal humana o
animal, contaminacién que pudo produ-
cirse durante el proceso de recoleccién en
campo de las muestras. Para el indicador

de E. coli, requisito en la norma peruana,
4% de las muestras tuvieron presencia de
esta bacteria.

El 2% de las muestras de propdleo
crudo registraron presencia de S. aureus
(Tabla 2.). Esta bacteria es indicadora de
condiciones de manejo o deficiencia de
proceso; pueden provenir de la piel, la
garganta, la nariz durante la manipulacién
de la materia prima.

En cuanto a la determinacién de ma-
teria seca —pardmetro que cuantifica el
porcentaje de sélidos solubles extraidos de
propdleos, en promedio-, el 9,3% de las
muestras presenté sdlidos solubles entre
81,9 y 103,3 mg/ml, cuando se empled
como solvente etanol al 70%. Un aumen-
to en la concentracién de etanol (96%)
incrementa el nimero de muestras (17,5
en promedio) que muestran valores de
s6lidos superiores (154,4 — 187,4 mg/ml)
al anteriormente mencionado (Tabla 3),
resultados semejantes a los anteriormente
obtenidos con etanol al 70%, de EEP
colombianos que variaron en un rango
de 2,7229,17% (Bastos et al. 2011a), de
propdleos brasilefios (propéleo marrén)
que presentaron valores entre 2,6 a 27,6%
(Bastos er al. 2011b) y de propdleos de
Chile (propdleo de produccién especiali-
zada) 9,6% (Et. 70%) y 18,6 (Et. 96%);
Cuba (propéleo rojo cubano) 10,5 (Et.

115



REv. MED. VET. Z0oOT. 59(II), MAYO - AGOSTO 2012: 109-118

70%) y 14,6% (Et. 96%); Nueva Zelanda
(propéleo de colmenas en produccién de
miel de Manuka) 12,1% (Et. 70%) y 13,2
(Et. 96%); Bélgica 21,1% (Et. 70%) y
24,9% (Et. 6%), evaluados en el presente
estudio (Tabla 3).

Las extracciones con etanol al 70%
mostraron valores promedio de extractos
secos menores a los obtenidos con la extrac-
cién con etanol al 96%, lo cual se explica
en parte a la menor solubilidad de resinas
y ceras en el agua (Tabla 3), justificado
en parte por la menor solubilidad de las
resinas y las ceras en el agua, condicion
que se presentd al emplear la disolucion
etandlica (70%) que contiene la mayor
proporcién de agua. Bastos ez al. (2011b)
mencionan que las altas desviaciones es-
tandar de la materia seca de EEP estdn
influidas por su ubicacién geogrifica, el
origen botdnico, el clima y la composicién
del suelo, que se refleja en este pardmetro
fisicoquimico. Los EEP evaluados en este
estudio presentaron una alta fluctuacion
en cuanto al porcentaje de extracto seco
en cada regién. Adicionalmente, en in-
vestigaciones anteriores hay evidencias
de una mayor actividad antibacteriana
(S. aureusy E. coli) cuando el porcentaje
de extracto seco es mds alto (Bastos ez a/.
2011a; Bastos et al. 2011b).

La normatividad internacional existen-
te en Brasil, Argentina y Japén establecen
un minimo de 11, 10 y 8%, respectiva-
mente, en el de extracto seco obtenido
del EEP (Tabla 4).

Las muestras de EEP colombianos
que no cumplieron con la concentracién
exigida por las normas internacionales
se puede explicar por la calidad del pro-
péleo crudo, en términos de impurezas,
y la proporcién de cera de abejas en la
materia prima.

INvESTIGACION

CONCLUSIONES

El modelo de obtencién de propdleos
en campo debe evaluarse en Colombia,
considerando la biodiversidad botdnica
presente en las distintas regiones y los
sistemas de produccién. La normatividad
para el control microbiolégico y para la
estandarizacién de rendimiento en extracto
seco ha de adoptarse mediante una norma
propia, para dar claridad de la condicién
de comercio de este producto dentro del
territorio nacional.

Colombia ha avanzado en la tipifica-
cién en cuanto a actividad biolégica de los
propdleos por regiones geogréficas, pero
se hace necesario un mayor conocimiento
sobre la composicién fisicoquimica y la
determinacién de marcadores quimicos
que permitan identificarlos. Adicional-
mente, se requiere ampliar las zonas de
estudio de tal manera que se encuentren
zonas recomendadas para la produccién
de propéleos, y apicultores especializados
en producirlo con sistemas productivos
eficientes.
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