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RESUMEN:

300 gramos de propdleo fueron fraccionados y adicionados a 500 ml de etanol al 70%, dejandose por 15 dias en
agitacion continua. Por filtracion al vacio se separ6 la fase liquida, a la cual le fue evaporado el etanol en un
rotoevaporador accionado a 90 rpm y 80° C. El residuo final fue resuspendido con agua destilada obteniéndose
asi el extracto acuoso. Tintura de prop6leo obtenida con etanol concentrado fue utilizada como control, agregando
ademas controles de etanol y agua. La actividad antifingica del extracto fue evaluada mediante la técnica de pozos
con difusién en agar, utilizando cepas de Fusarium sp, Penicillium sp y Aspergillus niger, aisladas de raices de
papa, e incubadas a temperatura ambiente por 72 horas y midiendo el halo de inhibicién y la produccion de esporas
al término de dicho tiempo. Solo la tintura usada como control inhibié el crecimiento micelial y la produccién de
esporas de las tres cepas, mientras que el extracto acuoso no tuvo efecto alguno, concluyéndose que los
ingredientes activos del propdleo no son solubles en agua, por lo que se pierden en un proceso de extraccion
acuosa.

ABSTRACT:

300 grams of propolis were fractionated and added to 500 ml of ethanol 70%, and leaving for 15 days under
continuous stirring. The liquid phase was obtained by vacuum filtering, and ethanol was evaporated in a
rotoevaporator at 90 rpm and 80° C. The final residue was resuspended with distilled water, and thus obtaining the
aqueous extract. Propolis tincture was obtained with concentrated ethanol, and was used as a control (ethanolic
extract); were adding water and ethanol controls. The antifungal activity of the extract was evaluated by the
technique of wells with agar diffusion, using strains of Fusarium sp, Penicillium sp and Aspergillus niger isolated
from roots of potato, and incubated at room temperature for 72 hours and measuring the halo of inhibition and spore
production within that time. Only the ethanolic extract used as a control inhibited mycelial growth and spore
production of the three strains, while the aqueous extract had no effect, concluding that the active ingredients of
propolis are not soluble in water, so that lost in a agueous extraction process.
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INTRODUCCION

Al propdleo recolectado por las abejas domésticas (Apis mellifera) se le atribuyen efectos
benéficos por contar con propiedades antimicrobianas, razén por lo qgue numerosos estudios
han sido desarrollados para evaluar su efecto contra microorganismos de diversos tipos, en
algunos casos con resultados exitosos (Anastasiu, 1978; Bankova et al., 2014; Delgado et al.,
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2006; Vechet, 1975). Aun con este potencial uso, la produccion de propdleo en México es baja
en la mayoria de las zonas apicolas del pais, lo cual tiene que ver con la falta de un mayor
mercado y los precios bajos del producto en bruto.

En base a lo anterior, se realizo el presente trabajo con el objetivo de evaluar la actividad
antifangica de un extracto acuoso de propoleo colectado en un apiario ubicado en Irapuato,
Guanajuato, México.

MATERIALES Y METODOS

300 gramos de propdleo colectado en un apiario ubicado en Irapuato, Guanajuato, México,
fueron fraccionados y adicionados a 500 ml de etanol al 70 %, dejandose por 15 dias en
agitacion continua. Por filtracidn al vacio, se separé la fase superior liquida. El etanol contenido
en dicha fase fue evaporado en un rotoevaporador accionado a 90 rpm y 80° C. El extracto
blando final fue resuspendido con agua destilada, obteniéndose asi el extracto acuoso. Tintura
de propdleo obtenida con etanol concentrado fue utilizada como tratamiento de referencia
(extracto etandlico), agregando ademas controles de etanol y agua. La actividad antifingica del
extracto fue evaluada mediante la técnica de pozos con el inéculo difundido sobre el agar,
utilizando cepas de Fusarium sp, Penicillium sp y Aspergillus niger aisladas previamente de
raices de plantas de papa colectadas en un campo agricola comercial del municipio de Ledn,
Gto. Fue utilizado el medio de cultivo de Papa-Dextrosa-Agar, con un periodo de incubacién de
72 horas a temperatura ambiente. La evaluacion de la inhibicidén del crecimiento micelial se logré
midiendo el “halo de inhibicion” formado alrededor de cada pozo. La inhibicién de la
esporulacion fue estimada tomando tres discos representativos por caja de petri utilizando un
sacabocados de 1.4 cm de didmetro; los discos fueron colocados en un tubo de ensayo con 10
ml de agua destilada estéril y agitados por un minuto a 3,000 rpm, para posteriormente
cuantificar, con la ayuda de una camara de Neubauer, el nUmero de esporas/ml y extrapolarlo
a numero de esporas/cm? producidas sobre el medio de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto acuoso de propdéleo no tuvo efecto sobre ninguna de las cuatro cepas de hongos
evaluadas, si en cambio el extracto etandlico el cual fue utilizado en la presente investigacion
como un tratamiento de referencia por ser la forma tradicional usada por los apicultores cuando
hacen sus extractos de propdleo, y el cual presenté un efecto de inhibicién del crecimiento
micelial de los tres hongos (tabla 1), lo que concuerda con otros estudios donde se han
encontrado efectos similares de extractos etandlicos de propéleo sobre Fusarium, Penicillium
expansum y otros hongos de interés agricola (Curifuta et al., 2012). Esta inhibicion fue
diferencial, ya que un mayor halo de inhibicién fue observado en Penicillium sp (2.6 cm), seguido
de Aspergillus niger (1.6 cm) y por ultimo de Fusarium sp (1.2 cm). Este efecto diferencial
sugiere que el propoleo inhibe en forma desigual a los diferentes hongos, lo cual es
presumiblemente explicado por las propiedades especificas de cada propdleo, las cuales
dependen de la composicion quimica particular de ellos, y que puede ser variable por depender
de la flora local de cada region (Aliboni, 2014); por ejemplo, la pinocembrina resultd un
compuesto activo presente en el propdleo que inhibid el crecimiento micelial de Penicillium
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italicum (Peng et al., 2012). Igualmente se ha demostrado la inhibicion del crecimiento del
micelio de Aspergillus parasiticus (Hashem et al., 2012).

Por otro lado, el proceso de esporulacion se mostro significativamente afectado con el extracto
etandlico en las cepas de Penicillium sp y Aspergillus niger, al inhibirse totalmente en ambos
casos la produccion de esporas; este efecto sin embargo quedo confundido dado que el control
con etanol presento los mismos resultados de inhibicidén (tabla I). La cepa de Fusarium sp no
esporulo por lo que el efecto del propoleo sobre este proceso fisioldgico no pudo ser evaluado.
Efectos del propodleo sobre la esporulacion de los hongos han sido demostrados en otros
trabajos, como es el caso de diversas investigaciones donde se demostré una disminucion de
la produccidén de esporas o su posterior proceso de germinacion en Aspergillus parasiticus
(Hashem et al., 2012), Aspergillus flavus (Ghaly et al., 1998) y Penicillium digitatum (Soylu et
al., 2008). No hubo efectos significativos en el proceso de esporulacién de ambos hongos con
el extracto acuoso.

Tabla I. Inhibicion del crecimiento micelial y la esporulacién de tres hongos aislados de raices
de papa y expuestos a los extractos acuosos y etandlico de propoleo.

. Halo de inhibicion (cm) Esporulacion (conidios/cm?)
Tratamiento Fusarium sp  Penicilliun sp A. niger Fusarium sp  Penicilliun sp A. niger
Extracto acuoso 0 0 0 No esporulé 1,69 (x107) 5.46 (x107)
Extracto etandlico 1.2 2.6 1.6 No esporul6 0 0
Control (con etanol) 0 1.2 0 No esporul6 0 0
Control (con agua) 0 0 0 No esporulo 1 83 (x107) 5.24 (x107)

CONCLUSIONES

1) El extracto acuoso de propéleo no presentd actividad antifungica contra ninguna de las cepas
de hongos evaluadas, de lo que se concluye que los ingredientes activos del propéleo no son
solubles en agua, por lo que se pierden en un proceso de extraccion acuosa.

2) Se encontré un efecto de inhibicién del extracto etandlico de propdleo al disminuir el
crecimiento micelial de los tres hongos evaluados. Penicillium sp fue el hongo con mayor
inhibicién, seguido de Aspergillus niger y Fusarium, lo que sugiere un efecto diferencial del
propodleo contra las diferentes especies de hongos.

3) La esporulacién de Aspergillus niger y Penicillium sp se vieron disminuidas totalmente con el

extracto etanolico, considerando este efecto confundido con el del etanol contenido en dicho

extracto, ya que el control con este compuesto presento también la misma inhibicion.
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