EFECTO DE LA LOCALIZACION GEOGRAFICA Y EL METODO DE
RECOLECCION EN LA PRODUCCION DE PROPOLEO CRUDO DE
COLMENAS DE Apis mellifera SOBRE INDICADORES DE CALIDAD
FISICOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS, EN LA PROVINCIA DEL SUMAPAZ,
CUNDINAMARCA

DIEGO ALEJANDRO CASTILLO CORREDOR
CODIGO:; 150211116

FABIAN JADIR CHIPATECUA ZARATE
CODIGO:; 150211117

UNIVERSIDAD DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PROGRAMA DE ZOOTECNIA
FUSAGASUGA

2016

12



EFECTO DE LA LOCALIZACION GEOGRAFICA Y EL METODO DE
RECOLECCION EN LA PRODUCCION DE PROPOLEO CRUDO DE
COLMENAS DE Apis mellifera SOBRE INDICADORES DE CALIDAD
FISICOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS, EN LA PROVINCIA DEL SUMAPAZ,
CUNDINAMARCA

Trabajo de grado opcion investigacion,
como requisito parcial para la obtencion
del titulo de Zootecnista

DIEGO ALEJANDRO CASTILLO CORREDOR
CODIGO: 150211116

FABIAN JADIR CHIPATECUA ZARATE
CODIGO: 150211117

Director
Cesar Augusto Talero Urrego
Zootecnista M.Sc. Produccién animal UNAL

Codirector
Andrés Orlando Garzon Ayala
Zootecnista Esp.

UNIVERSIDAD DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PROGRAMA DE ZOOTECNIA
FUSAGASUGA
2016

13



NOTA DE ACEPTACION

Luis Miguel Acosta Urrego

Docente Jurado

Jairo Enrique Granados

Docente Jurado

14



Dedicamos este documento de tesis a nuestras familias y a nuestro director de

tesis, M.Sc. Cesar Augusto Talero.

15



AGRADECIMIENTOS

A nuestro asesor de tesis por su paciencia y compartir su experiencia académica e

intelectual en nuestra formacién profesional.

A Andrés Garzon por su invaluable aporte a la realizacion de este trabajo.

Al Docente Jairo Enrigue Granados por compartir sus amplios conocimientos y
aportar para el desarrollo de este trabajo de grado

A nuestras familias por su apoyo constante.
A la Universidad de Cundinamarca por acogernos durante este tiempo de
formacion académica, a todos y cada uno de los docentes que nos brindaron sus

conocimientos y experiencias.

A los compafieros que aportaron positivamente y que nos aconsejaron en este

largo camino.

16



TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE ANEXOS ....ooiiiiiiiiiiiieitt ettt e e e e sttt e e e e e e e s s snsnbaneeeeaeeeaenanns 22
RESUMEN ... e e e e e e e e e e e e ean e eeaas 24
N 1T I 2 ¥ PP 25
INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt e eaeeteeteeaeeee s 26
1. JUSTIFICACION ....ooiiiicieee ettt ettt e 28
N O ]S N 1 I Y 1 3 30
2.1, ODBJEtiVO GENEIAL......cc oo 30
2.2. ODbjetivoS €SPECITICOS ....uuuiiiiiii e 30
3. REVISION DE LITERATURA .....oviieeeeeeeeeee et 31
3.1. Conceptos generales sobre el propoleo ...........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiieee 31
3.2.  Composicion del PropoleO ...........eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieee e 32
3.3. Métodos de recoleccion de PropolleosS ........cooovvvvviiiiiieeeiiieeecee e 32
3.4. Caracteres organolépPliCOS .......ccoiiiiriuiiiiieeeeeeeeiie e e e e e e e e e eeaeee 37
3.5. Fenoles totales en propoleoS...........coeeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 38
3.6.  Accion antimiCcrobiana............coooeeiieiii i 41
4., MATERIALES Y METODOS ......ocoiiiiitectectecte ettt 44
4.1. Ubicacion y Caracteristicas agroclimatoldgicas. ...........ccccceeviveeeieeieiinnnnnnn. 44
4.1.1. MEtodos de reCOIECCION ........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 47
N N - 1 = 101 1= ] (o 1SR 49
4.3. Diseflo experimental. ... 50
4.4. ANAliSIS eStadiStiCO ...ccceeeeeeeeeeeeeeeeee e 53
4.5. Produccion de propoleOS ...........uuuuiiiiiieiieeeiee e 53
T I o o7 1 101 oo PP 53
........................................................................................................................ 53
........................................................................................................................ 54
........................................................................................................................ 54
T =1 0 T = o To ] - (o] o 54



PP 54

........................................................................................................................ 54
4.6. Evaluacion organoleptiCa.............uuuiiiiieeiiiieiiiiii e eee e e e 55
4.7. Extraccion etandlica de 10S propoleos.............ceeeiieeeiiiiiiiiiiiiiie e 55
4.8. SOlidos solubles totales ..........coooeeeeeeiiiiee 56
4.9. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)...........coooeviiiii, 56
4.10. Tecnicas analitiCas ..........ccoeeeieiiieiiee e 58
5. RESULTADOS Y DISCUSION .....ccitiiiiiiiiiiiiiiiiiee et e e siinaaeeeee s 60
5.1. Produccion de propollEOS ...........uuueeiieieiaiiiiiiiiiiiee e 60
........................................................................................................................... 66
5.2. Caracterizacion organoleptiCa ...........cceeveeeeiiiieiiiiiiiiee e e e e 67

B5.2. 1 COl0N i 70

S © ] o ] PP 71

A T Y- o1 PP 71

I B 0o ] 0 1] 151 (=T (o3 - W 71

5.2.5.  ASPECIO . ieiiiiiii et 72
5.3, FENOIES LOLAIES .....cooeeieeeiiie e 72
5.4. SOlidos solubles totales .........ccooeeeeeiiii i 76
5.5. Actividad antimiCrobiana...........ccovveruuimiiiiee e 79
6. CONCLUSIONES.......cottiiiieeiiiiiiee et e e e e s s e e e e e e e s s annbaeeeeeeeas 83
6.1 . RECOMENDACIONES ...ttt e e e e e e s 85
7. BIBLIOGRAFIA .....coiiiiiieeeieee ettt 87
8. AN X O S o 95

18



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.
Tabla 9.
Tabla 10
Tablall.
Tabla 12
Tabla 13
Tabla 14

Tabla 16
Tabla 17
Tabla 18
Tabla 19

LISTA DE TABLAS

Composicion general de propole0S ........ccoovvvviiiiiiiiii e, 35
Fenoles totales en diferentes paiSes. .........ooccuvviiiiiiiieiiiiiiieee e 40
Descripcion de sitios experimentales...........oocuvvvviiiiiieeiiiiiiiiieeeeee e 44
Descripcion de [0S tratami€ntosS..........covieeeeiiieieiiiiii e e eeeeaans 50
Cuadro de distribucion de tratamientos y réplicas.........ccccveeeeeieieeeeeenenns 52
Variables evaluadas en el experimento............ccceevveeeeeeee e 52
Técnicas analiticas de cada variable...............cccccc e 59
Andlisis de varianza de la produccion de propoleo...........cccccvvvvvvieeeeennn. 63
Test Duncan X MetodO0..........cooeeeeeiie i 64
. TESE DUNCAN X ARUIA .. 65
TESEDUNGCAN X ZONA ittt e e eeaa e aeees 65
. Resumen eStadiStiCO ........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 67
. Caracteristicas organolépticas de tres diferentes zonas geogréficas...69
. Absorbancias y concentracién de las muestras de propéleo por triplicado
................................................................................................................. 74

Actividad antimicrobiana contra E. COli..........cccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene, 79
. Actividad antimicrobiana contra Salmonella ................ccoovvvvviiiciinneene. 81
. Estandares de 4cido QAlICO...........ooovviiiiii i 98
. Curva de calibracion de Acido GAlICO..........c.ccvevveeeieeeeeieeee e 99
. Soluciones para lectura de MUESLras ..........ccceevvvviinieeeeeeeeeiie e 100

19



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Produccion total de propdleo (g) en tres zonas geograficas .................. 60
Figura 2. Produccion total de propdleo (g) por método de produccion y zona

(o T=T0T0] = o> VRSP 62
Figura 3. Comparacion de la produccion de propoleo por método........................ 66
Figura 4. Comparacion de la produccion de propdleo por zona...........ccccceeeeeeenne. 66

Figura 5. Curva de calibracion espectrofotométrica para la determinacion de

fENOIES TOLAIES ... 72
Figura 6. Concentracion de solidos solubles totales .............ccccoovvieeiiiiiiiiiein e, 77
Figura 7. Porcentaje de SST (MG/MI)..cccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 78

Figura 8. Evaluacion de la concentracién minima inhibitoria (mg/ml) de EEP en .80
Figura 9. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (mg/ml) de EEP en

SAIMONEIIA .. e e 82

20


file:///C:/Users/Alejandro/Downloads/TESIS%20FENOLES%20UDEC%20Documento-tesis-16-Julio%20FINAL.docx%20CON%20%20%20LAS%20OBSERVACIONES%20Y%20CORRECIONES%20A%20AJUSTAR.docx%23_Toc457225270
file:///C:/Users/Alejandro/Downloads/TESIS%20FENOLES%20UDEC%20Documento-tesis-16-Julio%20FINAL.docx%20CON%20%20%20LAS%20OBSERVACIONES%20Y%20CORRECIONES%20A%20AJUSTAR.docx%23_Toc457225270
file:///C:/Users/Alejandro/Downloads/TESIS%20FENOLES%20UDEC%20Documento-tesis-16-Julio%20FINAL.docx%20CON%20%20%20LAS%20OBSERVACIONES%20Y%20CORRECIONES%20A%20AJUSTAR.docx%23_Toc457225271
file:///C:/Users/Alejandro/Downloads/TESIS%20FENOLES%20UDEC%20Documento-tesis-16-Julio%20FINAL.docx%20CON%20%20%20LAS%20OBSERVACIONES%20Y%20CORRECIONES%20A%20AJUSTAR.docx%23_Toc457225272
file:///C:/Users/Alejandro/Downloads/TESIS%20FENOLES%20UDEC%20Documento-tesis-16-Julio%20FINAL.docx%20CON%20%20%20LAS%20OBSERVACIONES%20Y%20CORRECIONES%20A%20AJUSTAR.docx%23_Toc457225276

LISTA DE IMAGENES

Imagen 1. Ubicacion satelital de los apiarios (Google earth) ...........cccevvvveenieennn. 45
Imagen 2. Distribucion de las colmenas en GUAVIO............cccuvvvveveieiieieiieeeeeeieeeee, 46
Imagen 3. Distribucion de las colmenas en Espinalito ..........ccccccoiiiiiiiiiiiiiennnn. 46
Imagen 4. Distribucion de las colmenas en Pasca.............couvveeiiiieeeeeeeiiiiciin e, 46

Imagen 5. Recoleccion de propdleo por el método de raspado

(WWW.ONI.ESCUEIAS.EUU.AN). ...ttt 47
Imagen 6. Método de recoleccion de propoleo por medio de malla (Autores). .....48
Imagen 7. Malla de propoleo con marco de ventilacion (Autores)..........cccceeeeeee.. 48
Imagen 8. Colector de prop6leo adaptado (AULOIES).........ccevvvviiiieeeeeeieeiiiiee e, 49
Imagen 9. Recoleccién de propéleo en colector adaptado (Autores). .......c........... 49
Imagen 10. Recoleccion de propsleo (AULOIES) ........occuvvvieiiieeeeeiiiiiiiiiieeee e e e 53
Imagen 11. Adecuacion de las colmenas (AULOIES) .......coovvvvveiiiiieeeeeeeeiice e, 53
Imagen 12. Supervision de las colmenas (AULOIES) ......ccooevvvvuiiiiieeeeeeeeeee e, 54
Imagen 13. Embalaje y codificacion de las muestras de propéleo...........ccc......... 54
Imagen 14. Alimacenamiento en frio. (AULOIES) .........ooiuuuiiiiiieeeeeiiiiiiiieee e e 54
Imagen 15. Pesaje de propoleo crudo (AULOIES) ......ccvvvveeeveieeieeiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeen 54
Imagen 16. Almacenaje de propoleo crudo en bolsa hermética (Autores)............. 54
Imagen 17. Filtracion del EET (AULOIES) .....coovvviiiieiii e 56
Imagen 18. Extracto etandlico de propoleo (AULOreS). ........eeeveeeeiiiiiiiiiiiiieeeaeeenene 56
Imagen 19. INCUDACION (AULOIES) ....coeeeiiiiiiiiiiieieee et e e e e 57
Imagen 20. Aislamiento de la colonia. (AULOIES) .......coceevvviiiiiiiiiiee e 57
Imagen 21. EEP al 96% concentracion de 3,2 mg/ml (Autores).........cccccceeeeeeeeene.. 57
Imagen 22. Bacterias incubadas (AULOIES) .......ccovvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee 58
Imagen 24. Adicion del prop0leo (AULOIES) .......ccevvveviiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee 58
Imagen 23. Subcultivo con asa calibrada 1 pl (AUtores) ......ccocevvveiiiiiiiiiiieeeeiien, 58

21


file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449416
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449417
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449418
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449419
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449420
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449421
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449422
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449423
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449424
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449425
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449426
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449427
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449428
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449429
file:///C:/Users/Diego/Desktop/Tesis%20Principal%2016%20Julio.docx%23_Toc456449430

LISTA DE ANEXOS

ANEXO0 1. TESt DUNCAN X ZON@l....ciuiiiiiieieieeeei ettt e e e e e e eaaaeees 95
Anexo 2. CMI Salmonella...........oiiiiiiii 95
Anexo 3. Analisis de Varianza CMI Salmonella ...........cccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeee, 96
ANEXO 4. CMI E. COll..eiieieeie e s 96
Anexo 5. Analisis de Varianza CMI E. COli.........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 96
Anexo 6. Analisis de Varianza Fenoles Totales .........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeee 97

22



23



RESUMEN

Se realiz6 un estudio comparativo de tres diferentes métodos de recoleccion de
propéleos crudos de abejas Apis mellifera (raspado, malla y colector adaptado) en
tres diferentes ubicaciones geograficas en la provincia del Sumapaz
Cundinamarca (1427; 1527; 2092 msnm en Fusagasuga y Pasca para el ultimo
valor), utilizando un arreglo factorial (3x3). Se evalu6 la produccién de propéleo,
indicadores organolépticos, pardmetros de calidad, y la bioactividad in-vitro. Los
resultados obtenidos en la produccion de propdoleo por método de recoleccidon
arrojo valores entre 44,1g-600,9g en Guavio, 14,6-319g en Espinalito y 9,6-94,19g
en Pasca; organolépticamente los propoleos crudos variaron entre la calidad
media a baja; los pardmetros fisicoquimicos de calidad como los sélidos solubles
totales (SST) estuvieron entre 121 — 61 mg/ml y las muestras obtenidas
presentaron concentraciones de fenoles totales entre 58,18-295,29 mg/g
(miligramos de &cido galico GAE/gramo de extracto etandlico de propdleo EEP).
La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los EEP sobre las bacterias
Escherichia coli ATCC 25922y Salmonella ATCC 14028 presento rangos entre 0,8
— 0,4 mg/ml.

Palabras clave: Propdleo, Apis mellifera, tipificacién, Calidad, Bioactividad,

Produccion.
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ABSTRACT

A comparative study of three different methods of collecting raw propolis of the
Apis mellifera bees (scraping, mesh and an adapted collector) was done in three
different geographical locations in the province of Sumapaz, Cundinamarca (1427;
1527; 2092 MAMSL. Fusagasuga and Pasca —last number), using a factorial
arrangement (3x3). Propolis production was evaluated: organoleptic indicators,
quality parameters, and in-vitro bioactivity. The results in this production of propolis
by collection method were values between 44,1g — 600,99 in Guavio, 14,6 — 3199
in Espinalito and 9,6 — 94,19 in Pasca; organoleptically raw propolis ranged from
mid to low quality; physiochemical quality parameters as total soluble solids (TSS
or SST in Spanish) were between 121-61 mg / ml and the samples obtained
showed concentrations of total phenolics between 58,18 - 295,29 mg/g (Milligrams
of Gallic acid GAE/g of ethanol extract of propolis EEP). The minimum inhibitory
concentration (MIC or CMI in Spanish) of the EPP on Escherichia coli bacteria
ATCC 25922 and Salmonella ATCC 14028 present dranges between 0.8 to 0.4 mg

/ ml.

Keywords: Propolis, Apis mellifera, Categorization, Quality, Bioactivity,
Production.
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INTRODUCCION

El origen del propdleo es principalmente vegetal, se trata de resinas o gomas
viscosas e impermeables al agua que las abejas pecoreadoras van a recolectar en
las yemas de los arboles; es utilizado por las abejas que lo recolectan y cubren el
interior de su nido con el fin de reforzarlo y mantener la temperatura. Optimizan asi
la regulacién del microclima de la colmena. Ademas posee una accion
antimicrobiana que protege a la colmena de la entrada y desarrollo de patdégenos,
siendo esta su principal arma en la prevencion de enfermedades (Prost, J. P.
2007).

La calidad del propéleo depende en gran medida del método de extraccidon que se
use al momento de cosecharlo. Actualmente se usan varios modelos de
extraccion, como el raspado convencional, malla plastica y algunos sistemas
patentados internacionalmente, sin embargo, en Colombia no existe ningun
modelo de extraccién estudiado que demuestre ser superior en cuanto a volumen
y cantidad, ni tampoco la influencia que tenga el nicho ecoldgico de produccién

con respecto a los métodos mencionados.

Entre las diversas investigaciones que se han llevado a cabo sobre sus
propiedades, se han realizado pocos informes sobre el uso de esta sustancia en la
produccién animal (Babinska, et al. 2011). La situacion economica actual, como el
aprovechamiento integral de la produccion apicola, obliga a los productores a
extraer de sus colmenas la mayor variedad de productos posibles, entre ellos el
propoleo. La composicion quimica de este es compleja, variando segun las
especies vegetales visitadas por las abejas y de factores climatologicos durante la
recoleccion. Investigaciones cientificas comprobaron que los diferentes

compuestos fenolicos del propoleo tienen acciones farmacologicas, propiedades
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terapeuticas y estimulantes del sistema inmunologico entre otras (Lopez et al.
2003).

La actividad y espectro antimicrobiano de los propdleos ha sido reconocida y su
rango de accién depende de su composicién quimica la cual es influenciada por
factores como: region geografica de donde son obtenidos, métodos de recoleccién
y cobertura vegetal de donde las abejas obtienen el propéleo (Katircioglu H et al.
2006)siendo el propoleo, una alternativa ante el incremento de bacterias
patdgenas resistentes en la produccién animal, resultado del uso desmedido de
antibiéticos promotores de crecimiento, lo cual evita, un problema de salud publica

a largo plazo (Attia et al. 2014).
El propésito del presente trabajo fué evaluar la produccién de propéleo en tres (3)

diferentes zonas geogréficas y tres (3) diferentes métodos de produccion y

posteriormente evaluarlo fisicoquimicamente y microbiol6égicamente.
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1. JUSTIFICACION

En el documento de “Diagndstico sobre la actividad apicola y crianza de abejas en
Colombia” (Martinez, 2011) realizado por el Ministerio Agricultura y Desarrollo
Rural permite afirmar que cada apicultor maneja un promedio inferior a las 20
colmenas. A nivel mundial se cuenta con un numero aproximado de 81°026.869
colmenas y los 4 principales paises que tienen el 40% del apiario mundial son:
India, China, Etiopia y Turquia. Nuestro pais ocupa el puesto 62 en numero de
colmenas con 120.000 el cual para el 2014 se evidencia un crecimiento, puesto
que en el afio 2010 se contaba con 89200 colmenas (CPAA 2014) cifras que
permiten considerar la actividad apicola y sus subproductos como una alternativa
de alta produccion en el pais.

La calidad de la investigacion ha mejorado a través del tiempo con la inclusién de
nuevas técnicas de recoleccion, diferentes estructuras de las colmenas y el uso de
abejas en cultivos comiunmente usados. Los productos obtenidos de las abejas
han creado gran interés en los consumidores y en las empresas debido a su alto
valor biologico con el fin de proteger y aumentar el nimero de consumidores, los
productos de la apicultura deben ser inspeccionados por normas de calidad que
garantizan un producto ideal para el consumo y para los fines requeridos por cada
persona (Liviu, 2011).

En nuestro pais, luego de la aprobacién del consumo de propdleos como
"suplemento dietario”, se ha incrementado su demanda para la elaboracion de
subproductos, y su valor comercial no tiene relaciéon con la calidad del mismo. En
muy pocos casos, el comprador toma como referencia para establecer el precio,
caracteristicas como el aspecto, presentacion, color, olor y sabor que poseen
cierta relacion con la "calidad real" del producto, pero de todas maneras es una
apreciacion subjetiva. Para efectuar una apreciacion objetiva de la calidad del

propéleo, y por lo tanto, establecer el valor real del mismo, es necesario completar
28



su evaluacion, mediante la determinacién analitica, que permita obtener valores de
composiciéon. (Maidana, 2011). El propéleo puede convertirse en un producto de
alto valor y aporte econdémico para el apicultor. Actualmente no hay normas en
Colombia que garanticen la calidad de este. Paises como Brasil y Argentina
poseen normas para la calidad del propdleo; (Ministerio de Agricultura de Brasil-
APACAME, 2001) Y (Norma IRAM-INTA, 2004) respectivamente. Este trabajo de
investigacion busca generar un aporte para la informacion base en cuanto a la
caracterizacion de propéleos colombianos que ayude a la formacién de una norma

que rija de acuerdo a las caracteristicas botanicas de la geografia colombiana.
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2.1.

2. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar los efectos de la localizacion geografica y el método de recoleccion en la

produccién de propdleo crudo de colmenas de Apis mellifera sobre indicadores de

calidad fisicoquimicos y microbiol6gicos en condiciones de la provincia del

Sumapaz, Cundinamarca.

2.2.

Objetivos especificos

Establecer un método de produccion eficiente de propdleo de acuerdo a su
localizacion geografica, mecanismos de recoleccion por raspado, malla y

colector.

Determinar criterios de calidad de los propdleos crudos obtenidos segun la
ubicacion geografica y el método de recoleccién, mediante algunos
indicadores organolépticos como son color, olor, sabor, aspecto,
consistencia y paradmetros fisicoquimicos como el contenido de solidos
solubles totales y fenoles totales, teniendo como referencia la normatividad

internacional.

Evaluar la bioactividad antibacteriana del EEP in-vitro sobre Escherichia coli
ATCC 25922y Salmonella ATCC 14028 mediante la obtencion de la

concentracion minima inhibitoria (CMI).
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Conceptos generales sobre el propéleo

Las abejas generan una sustancia a partir de resinas vegetales para el aislamiento
y proteccion del panal contra organismos patdgenos, esta sustancia es conocida
como propoleo el cual es de vital importancia para la colmena, elaborado por
insectos de la familia Apidae, principalmente la especie Apis mellifera por medio
de recoleccion de resinas y residuos vegetales, por este motivo la composicion del
propéleo puede verse afectada por diversos factores como: zona de vida, época
de colecta, por el entorno ecoldgico y las especies vegetales de las cuales se
extraen las resinas (Ortega et al. 2011). 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 coloracion es variada y puede poseer tonalidades
amarillentas y verdes, tipicas de los propéleos europeos y algunos del Brasil; en
otros casos, presenta tonalidades rojizas, siendo estas caracteristicas de algunos

propéleos cubanos. (Alencar et al, 2007).

El propdleo se elabora con fines defensivos y satisface alguna de las siguientes
funciones: mantener la colmena libre de bacterias y hongos patégenos 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 pequefios vertebrados
intrusos se momifican con propoleos, evitando de esta forma la proliferacion de

enfermedades infecciosas y el ataque por insectos necrofagos. (Martinez, 2009)

La produccion de propoleo esta en funcion de la raza de abeja y del ambiente en
el cual se desarrolla la actividad apicola. La raza y los hibridos africanizados de
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Apis mellifera, son mas propolizadores que otras 23 razas, potenciandose este
comportamiento cuando los apiarios se ubican a mas de 1000 m de altitud (Pefia,
2008). Son pocas las colonias y las abejas de una colmena que colectan propéleo,
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 disposicion, 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 (Galéan, 2009).

3.2. Composicién del propodleo

El mayor porcentaje de composicion de los propéleos lo constituyen las resinas
aproximadamente entre un 45-55%. A su vez constituidas por compuestos
fenolicos (Tabla 1). Algunos como pinocembrina (5,7 dihidroxiflavanona),
galagninae, y &cido cafeico y sus ésteres tienen propiedades antibidticas
(Kujumgiev et al. 1998). Se encuentran varios estudios bacteriolégicos realizados
in vivo como in vitro, que han ratificado la accién bactericida y bacteriostéatica
relacionada con el propéleo, esta actividad puede atribuirse a la cantidad y tipos
de compuestos fendlicos que constituyen (aproximadamente 300 compuestos
identificados), ya que muchos de estos compuestos son conocidos por conferir
resistencia frente al ataque de microorganismos, como es el caso de los

compuestos flavonoides (Londofio et al. 2008).

3.3. Métodos de recolecciéon de propoleos

Aunque existen varios metodos de recoleccion de este material, se han utilizado

principalmente el método tradicional de raspado y el empleo de mallas plasticas.
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La recoleccion del propdleos por raspado, es un método cada vez menos
aconsejable que consiste en raspar con palanca o con espétula todos los lugares
de la colmena en los cuales las abejas hayan depositado propdleo. Este método
resulta muy engorroso e inconveniente por la poca improductividad y la alta
posibilidad de contaminacién y oxidacion de los compuestos bioactivos por la
presencia de metales en el material utilizado para el raspado. (Asis, 1993). Por su
parte los propoleos en bruto obtenidos de las mallas, normalmente presentan
mejor calidad, con pocas impurezas y libres de contaminantes (Martinez et al.
2012). Como resultado de la diversidad en la composicion quimica de este
producto apicola y el empleo generalizado en la industria, se ha hecho necesario
el control de calidad y la normalizacion del propdleos crudo y sus productos. Con
este fin, se han establecido metodologias de trabajo en diferentes normas
internacionales, entre las que se incluyen el reglamento técnico para la fijacién de
identidad y calidad de propéleos del Ministerio de Agricultura de Brasil (Martinez et
al. 2012). Brasil es uno de los paises que mas esfuerzos ha hecho en materia de
investigacion en apicultura. Diversos trabajos se han realizado con el fin de
establecer un método de extraccion de propoéleo eficiente, de los cuales se han
arrojado resultados importantes como el famoso propéleo verde brasilero y el
colector inteligente de propoleo (CPI). Segun Inoue et al. (2007) la inclusiéon de
nuevas técnicas de produccion de propoleo incrementa significativamente la
produccion por colmena, especificamente mediante malla de tela o plastica y CPI,
descartando el método tradicional de raspado, ademas de las ventajas geograficas
que hay en Suramérica al tener clima tropical manteniendo una produccion

continua durante todo el afio.

La cantidad de propdleos recogida y fabricada por las abejas varia segun la raza y
la flora apibotanica de los alrededores del colmenar. Colmenas situadas en areas
boscosas o0 cercanas a los rios y vegetacion abundante, han presentado mas
fuentes de resinas que las situadas en zonas de llanos. La cantidad promedio que

puede producir una colmena por afio varia entre los 150 y 300 g. Por ejemplo,
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dependiendo de la localizacién del colmenar, una colonia de abejas (Apis mellifera
mellifera L.) recoge de 50 a 500 g de propoleos por afio cuando se utilizan telas o

rejillas plasticas recolectoras (Thimann & Manrique, 2002).
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Tabla 1. Composicién general de propdleos

Componentes

Grupo de componentes

Referencias

Resinas

45 a 55% flavonoides

Acidos fendlicos y esteres

Papay et al., 1987 —Hungria
Bankova et al., 1987 — Bulgaria
Nagy et al., 1989 — Republica
Checa
Omar, 1989 — Egipto
Greenaway et al., 1990 — UK
Greenaway et al., 1990 — Austria,
Ecuador, Alemania, Israel, UK,
USA
Wang y Zhang, 1988 — China
Mizuno et al., 1987 — Japon.

Nagy et al., 1985 — Hungria
Wollenweber et al., 1987 —
Alemania
Bankova et al., 1992 — Bulgaria,
Mongolia

Ceras y &cidos grasos

25 a 35% més son por lo general
de cera de abejas, pero muchos
son de origen vegetal

Papay et al., 19877 — Hungria

Aceites esenciales

10% volatiles

Petri et al, 1988 — Hungria

Polen

5% Las proteinas probablemente
de polen ; aminoécidos libres
(AA): 16 AAenméas de 1 % de
AA total de arginina y proteina
gue juntos componen un 45,8 %,
AA ocurren en trazas

Gabrys et al., 1986 - Polonia

Otros compuestos organicos y
minerales

5%

14 minerales traza los cuales Fe
y Zn son los mas comunes.
Cetonas
Lactonas
Quinones
Esteroides
Acido benzoico y ésteres

Vitaminas, sélo B3

AzUcares

Sheller et al., 1989 — Polonia

Bankova et al., 1987 — Bulgaria
Cuellar and Rojas, 1987 — Cuba
Cuellar and Rojas, 1987 — Cuba
Cuellar and Rojas, 1987 — Cuba
Greenaway et al., 1987 — UK
Greenaway et al., 1987 — UK

Greenaway et al., 1987 - UK

Revision general

Walker and Crane, 1987 —World
Asks, 1989 — Mundo
Crane, 1990 — Mundo
Inoue, 1988 — Japdn

Fuente: (FAO, 1996)
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Calidad organoléptica en propdleos

En la colmena, las abejas utilizan al propoleos con diversos fines, tales como:
cerrar grietas, reducir al minimo las vias de acceso, recubrir y aislar restos de
animales que se hayan introducido en la colmena, consolidar componentes
estructurales, barnizar el interior de las celdillas con fines desinfectantes y evitar
vibraciones. Dentro de los productos apicolas, el propoleos se destaca por sus
propiedades antibacterianas, fungicidas, antivirales, anestésicas, antiulcerosas,
inmunoestimulantes, hipotensiva, citostatica, antioxidantes, fitoinhibidoras vy
anticariogénica ( (Chaillou et al, 2004)). Durante la colecta del propdleo, las abejas
mezclan cera y las resinas con una enzima 13-glicosidasa presente en su saliva,
provocando la hidrdlisis de los flavonoides glucosados en flavonoidesagliconas.
Posteriormente lo transportan al interior de la colmena, para ser utilizado con
diferentes fines. Debido a la participacion de la abeja, la composicién del
propéleos difiere de las resinas vegetales, pudiendo considerarse por lo tanto, un
producto de origen mixto, vegetal y animal. La importancia del propoleos como
“arma quimica” de las abejas para protegerla colmena de microorganismos
patégenos, ha atraido la atencion de numerosos cientificos. Cada region presenta
distinta flora, dependiendo de la temperatura, las precipitaciones, el tipo de suelo,
la humedad relativa, la insolacion y la evapotranspiracion, lo que implica una
variacion en la composicién de los propoleos. En Europa, América del Norte y
oeste de Asia, la fuente dominante del propdleos es el exudado de brotes de
alamos, especie vegetal perteneciente al género P6pulos. En cambio en América
del Sur esta especie no es nativa, existiendo una gran variedad de especies
vegetales para la obtencién de la resina lo que dificulta la correlacion del
propéleos con la fuente productora. Distintos tipos de propoleos han sido definidos
de acuerdo al origen botanico y a su composicion quimica, entre ellos se
describen los de tipo alamo antes mencionado, tipo abedul (Betulaverrucosa)
provenientes de Rusia, propéleos verde de Brasil (Baccharissp), Propéleos rojo en

Venezuela y Cuba (Clussiasp). Park et al. (2002) reportaron similitud en estudios
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realizados sobre propdleos procedentes del sur de Brasil, Argentina (Tucuman y
Buenos Aires) y Uruguay, realizando un perfil fitoquimico comparativo mediante el
cual demostraron que el origen botanico de estos propoleos es la especie vegetal
Pépulos alba. Estudios realizados sobre 65 muestras de propdéleos procedentes de
diferentes regiones de Cuba, han permitido sugerir una tipificaciéon para los
propdleos procedentes de este pais. Asi se tienen los propdleos pardos (tipo I) a
partir de los cuales se pueden obtener extractos pardos rojizos, los que se
caracterizan quimicamente por la presencia de nemorosona; los propéleos rojos
(tipo II) que son de color rojo y en su composicién quimica prevalecen los
isoflavonoides, fundamentalmente vestitol, medicarpina, neovestitol e isosativan; y

los propoleos amarillos (tipo Ill)(Lozina et al. 2010).

3.4. Caracteres organolépticos

El aspecto, estructura, consistencia, color, olor y sabor se determinan mediante
pruebas sensoriales descriptivas, realizadas por un grupo de personas
semienterradas que califican los atributos en sesiones de 5 muestras cada una,
utilizando escalas de intervalo. Las escalas son de 2 puntos (homogénea y
heterogénea)para la estructura; de 5 puntos para el aspecto(polvo, granulado,
trozos irregulares opacos, trozos irregulares con poco brillo, trozos irregulares con
brillo); de3 puntos para la consistencia (blanda, poco blanda y dura),para el olor
(resinoso suave, resinoso, resinoso aromatico)y para el sabor (insipido, dulce,
picante) y de 15puntos para el color (distintas tonalidades de marrén,
adicionalmente segmentos amarillos, rojos entre otros). Para el analisis se colocan
las muestras, codificadas, en frascos de vidrio con tapa rosca y se conservan a
temperatura ambiente, se evallan primeramente, el olor y el sabor y luego el resto
de los caracteres comparando cada muestra con controles adecuados. El aspecto
y la estructura se determinan por observacion visual, la consistencia por opresion
de la muestra con los dedos, el color mediante la comparacion con una escala de
colores (Chaillouet al. 2004).
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3.5. Fenoles totales en propdleos

Los compuestos fendlicos o polifenoles han sido reconocidos por su amplio
espectro de actividades bioldgicas, tales como anticancerigenos, antiinflamatorios,
inmunomoduladores, analgésicos y antioxidantes (Gémez et al.,, 2006). Se ha
establecido que la mayoria de los compuestos bioactivos encontrados en
propoleos son compuestos fendlicos, sin embargo, la concentracion de éstos
puede variar sustancialmente de acuerdo al origen de las muestras y asi mismo
pueden variar las propiedades bioldgicas que se les atribuyen. Por esta razon, es
de gran importancia realizar ensayos que permitan su detecciéon y cuantificacion,
con el objeto de definir parAmetros de calidad para este producto apicola.
Actualmente, el contenido de fenoles totales en propdleos se determina con el
meétodo de Folin-Ciocalteu, en el cual la oxidacion de los compuestos fendlicos de
los metabolitos secundarios en plantas por molibdotungstato fosforico, da como
resultado un producto coloreado que absorbe a una longitud de onda de 760 nm
(Singleton & Rossi, 1965). En Argentina, el Cbédigo Alimentario de éste pais
establece que la cantidad de compuestos fendlicos que debe tener una muestra
de propodleos bruto para su consumo y distribucion no debe ser menor al 5%, y en
un extracto blando no debe ser inferior al 0.25%. Diversos estudios han
demostrado una correlacién directa entre el contenido de fenoles totales y
actividades bioldgicas presentes en los propéleos, como actividades antioxidante y
Antimicrobial (Kumazawa et al., 2004; (Choi et al.,2006) ;(Moreira et al., 2008).
Para el caso de la legislacion brasilera el contenido de fenoles totales minimo en

una muestra debe de ser de 0,5%.

Los &cidos fendlicos y sus ésteres, genéricamente denominados “compuestos
fendlicos”, son actualmente considerados los principales componentes bioactivos
del propoleo. Ambos absorben radiacion en la region UV del espectro
electromagnético protegiendo de la radiacion solar a los tejidos vegetales mas

sensibles. Los compuestos fendlicos estan formados por un anillo aromatico unido
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por lo menos aun grupo oxhidrilo. La estructura mas sencilla es la del acido
benzoico, pero con otros sustituyentes en el anillo se forman &cidos fendlicos
como el cafeico, ferudlico, cumarico y cinamico, comunes en los vegetales y en el
propéleos. Dicha composicion les proporciona propiedades bactericidas,
fungicidas y antivirales. Ademas, a algunos ésteres de &cidos fendlicos se les

atribuye propiedades antitumorales (Bedascarrasbure et al., 2004).

Estos fitoquimicos pueden presentar diferentes mecanismos que se
complementen o sean sinérgicos en la neutralizacion de los agentes oxidantes,
estimulacién del sistema inmune, regulacién de la expresién de genes implicados
en la proliferacion y apoptosis celular, regulacion del metabolismo de hormonas y
efecto antiviral. Por ello, en los udltimos afios, a partir del estudio MONICA
(Monograph and Multimedia Sourcebook) realizado por la OMS en 1989 (Tunstall
et al, 1979-2002). se despertd un gran interés al comprobarse que paises con
consumo de alimentos y bebidas con alto contenido de polifenoles y flavonoides
tiene menos tasas de mortalidad por enfermedades degenerativas y
cardiovasculares (Bedascarrasbure et al.,2004). Esto ha hecho que la comunidad
cientifica vuelque su interés en productos naturales que contribuyan a reforzar la
prevencion y reduzcan el riesgo de padecer enfermedades, por tal motivo el
interés de cuantificar estos constituyentes lo que proporciona una herramienta util
gue permita la elaboracién de productos con elevado valor afiadido debido a su

alta concentracion en compuestos biol6gicamente activos.
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Tabla 2. Fenoles totales en diferentes paises.

Norma Norma
Pais Referencia Breve descripcién Valor Unlda_d de Argentina  Brasilera
medida (Fenoles  (Fenoles
totales) totales)
ESTUDIO DEL
PROPOLEOS DE 4.951- Minimo 50  Minimo
SANTIAGO DEL 2’5 251 %, mg/g mg/g de 0,5% de
ESTERO, ' GAE GAE
1 Argentina  (CHAILLOU et al, 2004) ARGENTINA
CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA Y
EVALUACION N
DE LA ACTIVIDAD mg de écido » »
ANTIOXIDANTE DE 63.72- galico/gde  Minimo 50  Minimo
PROPOLEOS 94 55 muestra (mg mg/g de 0,5% de
RECOLECTADOS ' de GAE/g de GAE GAE
EN EL EEP).
DEPARTAMENTO
( (Rodriguez et al, DEL ATLANTICO,
2 Colombia 2012) COLOMBIA
Contenido de Minimo 50  Minimo
Fenoles y 13,58- % D/ mala de 0.5% de
(BEDASCARRASBURE  Flavonoides del 21,31 o PP AR AR
3 Argentina et al, 2004) Propéleos Argentino
DETERMINACION
DEL CONTENIDO
DE FENOLES
Y EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD - .
ANTIOXIDANTE 221-  mg GAE/g de Mn']”';“o dgo é\"é';/'”:joe
DE PROPOLEOS 75,22 EEP. oA AR
RECOLECTADOS
EN EL
DEPARTAMENTO
DE ANTIOQUIA
4 Colombia (Palomino et al, 2009)  (COLOMBIA)
Caracterizacion
fisico-quimica del
propdleo de la Minimo 50  Minimo
Escuela Agricola 2,59-7,29 % mg/g de 0,5% de
Panamericana y su GAE GAE
efecto antioxidante
5 Brasil (Yoong et al, 2004) en aceite de soya
Estandarizacion y
Caracterizacion - .
Organoléptica 1,43- ma/ Mr:]nl;'nodgo é\ﬂslg)n:j%
y Fisico-Quimicade 288,21 9’9 ggE CAE
15 Propodleos
6 Brasil (Lozina, et al, 2009) Argentinos
CARACTERIZACION
ANTIMICROBIANA
Y FISICOQUIMICA
DE PROPOLEOS Minimo 50  Minimo
DE Apis mellifera L. 0,1-0,5 % mg/g de 0,5% de
(HYMENOPTERA: GAE GAE
APIDAE) DE LA
Brasil y REGION ANDINA
7 Corea (Alves et al, 2010) COLOMBIANA
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Metabolitos
secundarios, Miligramos de
cuantificacion de acido gélico
fenoles y flavonoides 60.5-78,6 (GAE)/gramo
totales de extractos de extracto
etandlicos de etandlico de
propoleos de tres propéleo
8 China (Soto, 2015) localidades del Perd (EEP).
Correlation analysis
between phenolic
levels of Brazilian Minimo 50  Minimo
propolis extracts and  0,41-3,90 % mg/g de 0,5% de
their antimicrobial GAE GAE
and antioxidant
9 Colombia  (Mendes et al, 2006) activities (p431-435)

Antioxidant activity
and constituents of Minimo 50  Minimo
propolis collected in 42,9-302 mg/g de EEP mg/g de 0,5% de

(Ryeon-Mok et al, various areas of GAE GAE

10 Colombia 2007) China
Chemical
composition and
biological activity of a
new type of Brazilian
propolis: Red
11 Colombia (Alencar et al, 2007) propolis

Phenols and
antioxidant activity of
hydro-alcoholic

Minimo 50  Minimo
mg/g de 0,5% de
GAE GAE

Minimo 50  Minimo
232+22,3 mg/g de EEP mg/g de 0,5% de
GAE GAE

Minimo 50  Minimo

- 0,
extracts of propolis 3,92-8,60 mg/ml mg’gs e ngEd e
from Algarve, South
12 Perd (Graca et al, 2010) of Portugal
Antioxidant and
antimicrobial 120- mg/ml de Minimo 50  Minimo

activities of propolis
from several regions
13 Portugal (Choi et al, 2006) of Korea

mg/g de 0,5% de

212,7 Extracto GAE GAE

Autores (2016)

3.6. Accién antimicrobiana

La accion contra los microorganismos es una caracteristica esencial del propéleo
razon por la cual los seres humanos lo han utilizado durante siglos por sus
propiedades farmacéuticas. Ademas de ser antibacterial, antifingica y tener
propiedades antivirales, el propoleo presenta muchos otros beneficios tales como
antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, inmunoestimulante, anti-

mutagénica entre otras (Castro, 2001).

Las propiedades antimicrobianas y medicinales de los propdleos se han informado

ampliamente y tienen una larga historia (Mossad, 2008) debido a la creciente tasa
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de resistencias a antibioticos por la mayoria de las bacterias. Ortega et al. (2011)
menciona la capacidad de propéleos obtenidos en el departamento del Cauca ante
Pseudomonas aureginosa y Staphylococcus aureus, demostrando el efecto
bacteriostatico sobre estas bacterias, teniendo en cuenta que los resultados
quimicos realizados revelaron presencia de flavonoides, alcaloides, cumarinas,
entre otros. Resultados similares se encontraron sobre Escherichia coli (Martinez
et al. 2012. Alves et al. 2010) Klebsiela oxytoca y Staphylococcus epidermis.
(Kacaniova et al, 2012) Salmonella enteritis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris entre otros (Ibrahim, 2011), ofreciendo asi
la informacion necesaria para la experimentacion de posible uso de propdleos
para el tratamiento y control de muchas infecciones por diferentes tipos de
bacterias. Sus propiedades biologicas pueden variar segun las diferentes fuentes
de plantas. Los informes han sefalado su actividad eficaz contra las bacterias
Gram-positivas y accién limitada contra las bacterias Gram-negativas. El modo de
la actividad antimicrobiana de los compuestos de los propoleos no esta claro, pero
las explicaciones posibles son: inhibicion de la motilidad bacteriana, afecto del
potencial de la membrana, inhibicion del RNA-polimerasa, desorganizacion del
citoplasma, pared citoplasmatica de la membrana y de la célula e inhibicién de la

sintesis de la proteina. (Pepeljnjak et al, 2004)

El interés global en las investigaciones con propdleo sobreviene por su gama
amplia de actividades biolégicas y potencial terapéutico. En América Latina los
estudios con este valioso producto apicola se han concentrado en muestras de
origen brasilero, aunque diversos paises latinos lo producen y comercializan
(Alves et al. 2010). Dentro de las investigaciones sobre las propiedades del
propéleo hay poca informacioén sobre el uso de esta sustancia en la produccion
animal. Los estudios realizados sobre las propiedades de los propdleos han

demostrado su efecto positivo tanto en humanos como en la salud animal.
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Algunas industrias alimenticias, han incrementado sus esfuerzos en la obtencion
de productos naturales con contenidos antimicrobianos y antioxidantes para
adicionarlos en sus producciones buscando asi la obtencién de vida atil de sus
productos finales, retardando y disminuyendo el proceso de peroxidacion lipidica y
bacterias de putrefaccion que generan pérdidas econdmicas durante el

procesamiento y almacenamiento de productos finales (Chem et al. 2005).

43



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion y Caracteristicas agroclimatoldgicas.

El presente trabajo se realiza como parte de los objetivos y resultados del proyecto
titulado: evaluacion de métodos de recoleccion de propoleos de abejas Apis
mellifera, la bioactividad de sus extractos etandlicos y el desarrollo de un prototipo
terapéutico en la region del Sumapaz. Financiado mediante convocatoria interna
de la Universidad de Cundinamarca al grupo de investigacion
BIOGUAVIO/AGROUDEC categoria B en COLCIENCIAS.

El proyecto se desarrollo en tres apiarios, dos ubicados en las veredas del sur del
municipio de Fusagasuga y un apiario ubicado en el municipio de Pasca, provincia
del Sumapaz del departamento de Cundinamarca. Los tres apiarios se encuentran
ubicados en diferentes altitudes: Guavio 1527 msnm, Espinalito 1427 msnm y
Guchipas 2092 msnm (Tabla 3). Se empleé el Laboratorio de Investigaciones en
Abejas Tropicales (LABINAT) ubicado en la granja agropecuaria de la Universidad
de Cundinamarca y el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota.

Tabla 3. Descripcion de sitios experimentales

. COBERTURA ALTITUD TEMPERATURA
UBICACION VEGETAL COORDENADAS (msnm) (°C)
Guavio Vegt?tic'on 4°16.524' N (507 g
(Fusagasuga) P . 74°23.537° W
agropecuario
Espinalito Vegetacion 4°19.268 N o
(Fusagasuga) arbustiva 74°24133° W 1427 22°C
Guchipas Vegt?tic'on 4°19.279' N - Lee
(Pasca) po 74°19.122' W
agropecuario

(Google earth 2016)
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Se realiz6 la investigacion con abejas pertenecientes a la especie Apis mellifera
hibrido africanizado. Los apiarios tienen una inclinacion productiva y pedagogica,
con aproximadamente 15 colmenas cada uno, con enfoque de produccion de

polen los ubicados en Pasca y de miel los ubicados en Fusagasuga.

APIARIOGUAVIO

Google earth
C

Imagen 1. Ubicacion satelital de los apiarios (Google earth., 2016)

Las colmenas dentro de la investigacion fueron dedicadas exclusivamente a la
recoleccion de propéleo y visitadas cada 20 dias durante 3 meses, con el fin de
hacer la recoleccién de propdleo y la alimentacién suplementaria. Durante el
mismo tiempo se realizé la alimentacion artificial con jarabe compuesto de agua y
azucar en una proporcion 1:1, suministrando a cada colmena 3 litros de la solucién
en cada visita. Se supervisé la presencia de hormigas u otros insectos para
mantener un control adecuado con el fin de evitar alteraciones en los resultados
finales. Se realizé un seguimiento de la condicion de la colmena, como referente
de fortaleza o vigorosidad. En las figuras 2, 3 y 4 se muestran la distribucion de
cada colmena en cada apiario, teniendo en cuenta que no se afecté el orden

original dentro de cada produccion.
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Imagen 2. Distribuciéon de las colmenas en Guavio
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Imagen 3. Distribucion de las colmenas en Espinalito
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Imagen 4. Distribucion de las colmenas en Pasca
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En cada apiario se homogenizaron las colmenas teniendo en cuenta su biomasa y
el nimero de alzas, posteriormente se seleccionaron al azar 9 colmenas por
apiario que fueron adecuadas dependiendo el método de recoleccion; 3 colmenas
con malla plastica; 3 colmenas con colector adaptado de propdleo; 3 con el
método tradicional de raspado. Se usaron un total de 27 colmenas en todo el

trabajo de investigacion (Tabla 2.).

4.1.1. Métodos de recoleccidén

Los métodos de recoleccion evaluados durante el trabajo de campo fueron los

siguientes:

e El método de raspado consiste en obtener el propdleo depositado por
las abejas en la parte superior de la colmena entre los cuadros y la tapa

interna, valiéndose de una palanca de acero inoxidable.

Imagen 5. Recoleccion de propoéleo por el método de raspado (www.oni.escuelas.edu.ar).

e La malla plastica consiste en una matriz rigida con aberturas
trapezoidales y que en la parte mas angosta tiene menos de 5 mm de
amplitud, esta malla es colocada en contacto con las abejas,
permitiendo la entrada de corrientes de aire pero no de luz. La malla se

instala sobre la parte superior de la colmena, luego se sobrepone un
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marco de ventilacion en madera con aberturas para separar la malla de

la tapa.

Imagen 6. Método de recoleccion de prpc')leo por medio de malla (Autores).

S

Imagen 7. Malla de propdéleo con marco de ventilacién (Autores)

¢ El método de colector fue adaptado de modelos brasileros como el CPI
(Inoue et al, 2007) el cual consisti6 en usar una malla plastica
proporcionada al tamafio de los laterales de las colmenas y forradas en

plastico transparente facilitando la entrada de luz.
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Imagen 9. Recoleccidn de propdleo en colector adaptado (Autores).

4.2. Tratamientos

Los tratamientos elaborados para esta investigacion estan descritos en la tabla 3.
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Tabla 4. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento | Descripcion

Colmena ubicada en Guavio a 1527 m.s.n.m con el método de
(T1) recoleccion por raspado

Colmena ubicada en Guavio a 1527 m.s.n.m con el método de
(T2) recoleccion por malla

Colmena ubicada en Guavio a 1527 m.s.n.m con el método de
(T3) recoleccion por colector

Colmena ubicada en Espinalito a 1427 m.s.n.m con el método de
(T4) recoleccion por raspado

Colmena ubicada en Espinalito a 1427 m.s.n.m con el método de
(T5) recoleccion por malla

Colmena ubicada en Espinalito a 1427 m.s.n.m con el método de
(T6) recoleccion por colector

Colmena ubicada en Pasca a 2092 m.s.n.m con el método de
(T7) recoleccion por raspado

Colmena ubicada en Pasca a 2092 m.s.n.m con el método de
(T8) recoleccion por malla

Colmena ubicada en Pasca a 2092 m.s.n.m con el método de
(T9) recoleccion por colector

4.3. Disefio experimental.

El disefio empleado correspondioé a un disefio completamente al azar con arreglo
factorial tres por tres (3x3): tres localizaciones geograficas, con tres métodos de
recoleccion de propoleos. Se realizaron tres replicas por tratamiento y se tomo

como unidad experimental la colmena.
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El modelo matematico que se empleo es:

Yij = W+ ai + Bj + Ak + (aB)ij + (aA)ik + (BA)ik + (aBA)ijk

Donde:

Yijk = Variables respuesta evaluadas en el experimento.

K = media poblacional.

a = Efecto de lazona 1,2y 3.

B = Efectode la altura1, 2y 3.

A = Efecto del método de recoleccion 1, 2y 3.

aB = Efecto de la interaccion de la zona y la altura.

oA = Efecto de la interaccion de la zona y el método de recoleccion de propdleos.
BA = Efecto de la interaccion de la altura y el método de recoleccion de propdleos.
apA = Efecto de la interaccién de la zona, la altura y el método de recoleccion de

propéleos.
Las variables evaluadas en el experimento fueron de tres tipos: productivas,

fisicoquimicas del propéleos y microbioldgicas del propdleo. Dichas variables se

muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Cuadro de distribucién de tratamientos y réplicas

F2 (B) F3(C) Réplicas
F1(A) . , - .
Altitud Método de |Interaccion | Tratamientos
Zona y R1 R2 R3
(m.s.n.m.) |recoleccién
1 (Raspado) 1;1;1 T1 T1R1|T1R2|T1R3
1 Guavio 1 (1527) 2 (Malla) 1;1;2 T2 T2R1|T2R2 | T2R3
3 (Colector) 1;1;3 T3 T3R1|T3R2|T3R3
1 (Raspado) 2;2;1 T4 T4R1|T4R2 | T4R1
2 Espinalito | 2 (1427) 2 (Malla) 2:2;2 T5 T5R1 | T5R2 | T5R3
3 (Colector) 2;2;3 T6 T6R1 | T6R2 | T6R3
1 (Raspado) 3;3;1 T7 T7R1|T7R2|T7R3
3 Pasca 3(2092) 2 (Malla) 3;3;2 T8 T8R1|T8R2| T8R3
3 (Colector) 3;3;3 T9 TI9R1 | T9R2 | T9R3
Tabla 6. Variables evaluadas en el experimento
. . Método de
Variables Tipo -
evaluacion
Produccion
. Peso
Productivas total
Organoléptico Sensorial
% Sdélidos
. . Solubles Desecado
Fisicoquimicas
. Totales
del propoleo
Fenoles .
Espectrofotometria
totales
Concentracién
. s Minima Microdilucion en
Microbiologicas o
Inhibitoria caldo y Agar
(CMI)
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4.4. Andlisis estadistico

Los datos u observaciones de las variables se sometieron a analisis estadistico,
acorde al disefio experimental planteado, para ello, se calcularon estadigrafos de
tendencia central como la media y de dispersion como la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion; posteriormente los datos de las variables se sometieron
a analisis de varianza de doble via trabajando con el paquete informatico Infostat
version 2014. Cuando se presentaron diferencias estadisticas, se seleccioné el

test de comparacién multiple de Duncan.

4.5. Produccién de propoleos

4.5.1. En campo

Se realiz6 una visita cada 20 dias a cada apiario, colectando el propéleo de
acuerdo a cada método de recoleccién. Las colmenas fueron manejadas con el
modelo de produccidon de propodleo verde brasilero, en donde son Unicamente
alimentadas artificialmente con solucibn compuesta por agua y azUcar en
proporcion 1:1 y no se destinan a la obtencion de ningun otro producto de la

colmena (Miel, polen, etc.).

Imagen 10. Recoleccién de
propdleo (Autores) colmenas (Autores)
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Imagen 13. Supervision de las Imagen 12. Embalaje y codificacién de las
colmenas (Autores) muestras de propoleo

45.2. En laboratorio

Se pesaron las muestras en recipientes numerados y almacenando a 0°C en
completa oscuridad, con el fin de preservar las propiedades bioquimicas de las
muestras. Se realizé una matriz para llevar la informacion de la produccion de
cada tratamiento, al finalizar el periodo de recoleccién, se realizé la sumatoria del

peso total recolectado por modelo evaluado.

Imagen 16. Almacenaje de Imagen 15. Pesaje Imagen 14.
propéleo crudo en bolsa de propdleo crudo Almacenamiento en frio.
hermética (Autores) (Autores) (Autores)
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4.6. Evaluacion organoléptica

Segun la Tipificacién de Calidad CEDIA para propdéleos en bruto (Maidana et al,
2011) la evaluacion organoléptica se realizd6 teniendo en cuenta una apreciacion
subjetiva, en la cual se midieron parAmetros como presentacion, aspecto, color,
olor y sabor, clasificAndose en buena calidad (a), calidad media (b) y calidad
inferior (c). La prueba de consistencia se realizd por medio de un andlisis fisico y

visual de las muestras de propdleo.

4.7. Extraccion etandlica de los propdleos

A las muestras de propoleo crudo se les retiraron las impurezas mecénicas, se
trituré y se homogeniz6 separadamente. Cada muestra fue pesada y extraida en
recipientes de vidrio cerrados, a una concentracion de disolvente etandlico del
96% conservando una relacion disolvente: soluto 80:20. Se procedié a obtener
principios activos en la disolucion, mediante agitaciones eventuales 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
metabolitos secundarios. Posterior a los 30 dias, la disolucién se llevo a
refrigeracién a 4°C por 12 horas para separar las ceras que se precipitan en la
mezcla de solventes de extraccion. La mezcla se filtr6 al final del proceso para

obtener el Extracto Etandlico de Propodleo “madre” (EEPm). (Talero, 2013).
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Imagen 18. Extracto Imagen 17. Filtracion del
etandlico de propoleo EET (Autores)
(Autores).

4.8. Solidos solubles totales

Para llevar a cabo este objetivo, el procedimiento fue realizado en el Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, en donde una muestra del
propéleo fue secado en el medidor de humedad PRECISA® XM120 para
establecer la concentracion de trabajo mediante la técnica de dilucion Agar
(NCLSS 2001)

4.9. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Se emplearon cepas tales como Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella
entérica ATCC 14028 subespecie entérica. Las bacterias se activaron en caldo
BHI e incubaron durante 18h a 37°C. Inéculos bacterianos fueron preparados en
Agar PlateCount rayando por agotamiento e incubando a 24h a 37°C; se observo
el crecimiento bacterial como control de verificacion de la idoneidad de la bacteria,

posteriormente se tomo6 una colonia aislada para una segunda siembra en Agar
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PlateCount; tomando de alli una colonia media para ser ajustada al 0,5 del
estandar de turbidez de McFarland (1 x 108 UFC ml™) en 10 ml de solucién salina.
En una placa de microdilucion de 96 pozos fueron colocados 100 pl de caldo
Mueller-Hinton y de EEP obtenidos a partir de etanol al 96%, estos fueron llevados
en un tubo a una concentracion de 6,4 mg/ml y se adicioné 100 ul de cada uno a
los primeros pozos, posteriormente se realizaron diluciones seriadas en base dos
hasta completar 6 diluciones (3,2; 1,6; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1 mg/ml), utilizando los

restantes pozos para la repeticion de cada placa de microdilucion.

Imagen 21. EEP al 96% Imagen 20. Aislamiento de Imagen 19. Incubacion
concentracion de 3,2 mg/ml la colonia. (Autores) (Autores)
(Autores)

De esta manera se consiguieron las diluciones o concentraciones (mg/ml) de EEP,
a probar. De la suspension bacterial 10 ul fueron adicionados en los pozos que
contenian propéleo. Luego de este proceso, se incubd por 24 h a 37°C. Pasado
este lapso de tiempo se realizé un subcultivo con asa calibrada de 1 pl en placa de
Petri en Agar Mueller-Hinton y se llevd nuevamente a incubacion bajo las mismas

condiciones anteriores.
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Imagen 22. Bacterias Imagen 24. Subcultivo con Imagen 23. Adicion del
incubadas (Autores) asa calibrada 1 pl (Autores) propéleo (Autores)

Para este estudio se incluyé un control con alcohol etilico al 96% en el mismo
volumen de cada EEP, un control de crecimiento libre de las bacterias y uno de
esterilidad del caldo.

4.10. Técnicas analiticas

Las técnicas analiticas utilizadas en el laboratorio se encuentran descritas en la
tabla 7.
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Tabla 7. Técnicas analiticas de cada variable

Variable Unidad Técnica Analitica
Secado en el
Solidos o medidor de
Solubles 0 humedad
PRECISA® XM120
Espectrofotometria
UV-Vis a A=690 nm
Fenoles , . .
g/mi con acido gélico
Totales h
como estandar
(Anexos)
Microdiluciéon en
L, caldo y sub cultivo
Concentracion ) .
Minima de bacterias E. coli
o mg/ml ATCC 25922y
Inhibitoria Salmonella ATCC
(CMI)

14028 en Agar
Muller Hilton
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Produccion de propoéleos

Las muestras variaron en produccion de acuerdo al método de recoleccion
establecido para cada tratamiento. La zona con los valores mas altos de
produccion total de propodleo crudo fue Guavio con 819,89, seguido de Espinalito

con 487,1g y por ultimo Pasca con 267,5¢g. (Figura 1).

Figura 1. Produccion total de propdleo (g) en tres zonas geogréficas
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En la zona del Guavio el método de recoleccion por raspado tuvo los rendimientos
mas bajos en cuanto a produccion, inicialmente se obtuvieron 22 g que fueron
disminuyendo en cada cosecha, logrando un peso final de solo 44,1 g. Resultados
similares se presentaron en las zonas de Espinalito y Pasca los cuales registraron
rendimientos mas bajos con pesos de 14,6 g y 9,6 g respectivamente. La
produccion de propdleo mediante malla arrojé pesos de 609,9 g en Guavio, 319 g
en Espinalito y 94,1 g en Pasca, manteniendo un rendimiento constante y

60



ascendente en cada cosecha. Finalmente el método de colector adaptado logré
una produccion continua con pesos de 174,8 g en Guavio, 154 g en Espinalito y

72,2 g en Pasca. (Figura 2).

El origen de las impurezas es un factor que esta incidiendo en forma progresiva en
los mercados internacionales y que a corto plazo sera excluyente. Las impurezas
naturales pueden tener contaminantes pero es poco probable que contengan
sustancias como trazas o derivados de insecticidas, acaricidas, metales pesados,
etc. (Apiter, 2010). Con el propéleo de malla y de colector adaptado se busca
minimizar las impurezas incorporadas por el productor cuando recolecta propéleo
empleando el método convencional de raspado (restos de abejas, metales
pesados, cera, etc.). En consecuencia de lo expuesto, con el método de
produccion de propéleos con malla y colector se descartan las impurezas
incorporadas por raspado del alza y solo contiene las impurezas naturales. La
diferencia que existe entre las cantidades de propdleos recolectados de los tres
tratamientos se atribuye a que las abejas por instinto sellan la parte superior de los
marcos de la colmena con propéleos o cera, por lo tanto, el haber orientado las
mallas por encima de los marcos, fue lo que estimulé a la abeja a depositar cera
en los agujeros lo mas rapido posible con el fin de proteger la colmena, por lo que
la cera se mezcla con los propoleos disminuyendo su calidad. (Diaz, 2011). Lo
anterior influyé directamente con el peso de propdleo recolectado, por que el
producto esta constituido mayoritariamente por otros elementos y no por los
propoleos. (Figura 1y 2).
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Figura 2. Produccion total de propodleo (g) por método de produccién y zona geografica.
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En la tabla 8, se muestra el andlisis de varianza en la produccion de propdleo
crudo en los tres sitios experimentales. El analsis de varianza en doble via para la
variable del método de recoleccién indica que la implementacion de un medio de
produccion alternativo influye en la cantidad de propoleo obtenido al final del
experimento, (P<0,01), mientras que las variables como la altura y la zona no

tuvieron incidencia la produccion total (P>0,05).
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Tabla 8. Andlisis de varianza de la produccién de propdleo.

Variable N R R Aj CVv
Produccion total de propoleo 27 0,68 0,68 15,43
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 3,24 8 0,41 4,79 0,0028
Método de
recoleccion 2,44 2 1,22 14,42 0,0002
(a)

Altitud (b) 0,73 2 0,36 4,3 0,0297
Zona (c) 0 0 0 - -
axb 0,07 4 0,02 0,22 0,9229
axc 0,00 0 0,00 - -
bxc 0,00 0 0,00 - -
axbxc 0,00 0 0,00 - -
Error 1,52 18 0,08

Total 4,76 26

El test de comparaciones multiples DUNCAN indica que los métodos de
recoleccion raspado convencional y colector no tuvieron diferencias estadisticas
(P>0,05), en el cual la implementacion de cualquiera de estos dos métodos no
garantiza una produccion alta de propdleo. Por el método de raspado, se obtuvo
una produccién mensual de propoleo por colmena de 4,9 g en Guavio, 1,6 g en
Espinalito y 1 g en Pasca, lo cual sugiere una produccion anual de propoleo de 58
g, 19,2 g y 12 g respectivamente. En cuanto al método de malla se presentaron
diferencias estadisticas altamente significativas (P<0,05) frente al método de
raspado pero no frente al método de colector (P>0,05), lo cual indica que la

inclusion de este método, afecta en un alto porcentaje la cantidad de propdleo
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producido por las abejas. (Tabla 9). Durante el estudio se presentaron pesos
mensuales por colmena de 67,7 g en Guavio, 35,4 g en Espinalito y 10,1 g en
Pasca, que sugiere una produccion anual de propoéleo de 812,4 g, 424 gy 121,29
respectivamente, resultados que demuestran lo contrario a los reportados por
Lépez et al, (2003), donde los métodos de recolecciéon de malla y raspado no
presentan diferencias en rendimiento y superiores a los de Diaz, (2011), quien

reporté pesos promedio por tratamiento con malla plastica de 27,68 g.

Tabla 9. Test Duncan x Método

Test: Duncan Alfa= 0,01
Error: 0,0846 Gl: 18
Método de .
» Medias |n E.E.
recoleccion
Raspado 1,53 9 0,1A
Colector 1,87 9| 0,1AB
Malla 2,26 9] 0,1 B

En cuanto al método de colector adaptado no se presentaron diferencias
estadisticas (P>0,05) frente a los métodos de raspado y malla, que indica que la
inclusion de este método puede ser una alternativa para los productores que
deseen tener una produccion de propoleos continua sin las desventajas de la
recoleccion por raspado. EIl colector adaptado obtuvo pesos mensuales por
colmena de 19,4 g en Guavio, 17,1 g en Espinalito y 8 g en Pasca, lo cual sugiere
una produccion anual de propdleo de 232,8 g, 205,2 g y 96 g respectivamente,
resultados comparables con Inoue et al., (2007) que sugiere una produccion
mensual con Colector de Propdleos Inteligente por colmena de 23 g y anual de

276 g por colmena.
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Tampoco se presentan diferencias estadisticas entre la altura de los sitios
experimentales, indicando que la produccion de propoleos no varia entre los 1527

msnm y 2092 msnm (Tabla 10).

Tabla 10. Test DUNCAN x Altura
Test: Duncan Alfa= 0,01
Error: 0,0846 Gl: 18

Altitud (m.s.n.m) Medias |n| E.E.
3 1,69 |9] 0,10A
2 1,87 9| 0,10A
1 2,09 9| 0,10A

Infostat (2014)

En cuanto a la zona no se reportan datos dentro del analisis de varianza, sin
embargo, el test de comparacion multiple de Duncan indica que no se presentaron
diferencias estadisticas (tabla 11) y por lo tanto la cantidad total del propdleo

producido no se vio influenciada por la ubicacion de las colmenas.

Tablall. Test DUNCAN x Zona
Test: Duncan Alfa= 0,01
Error: 0,0846 Gl: 18

Zona Medias n E.E.
Pasca 1,69 9 0,1A
Espinalito 1,87 9 0,1A
Guavio 2,09 9 0,1A
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En la figura 3 se muestran promedios con letras iguales indicando que no se
presentan diferencias estadisticamente significativas ( P>0,05), lo cual indica que
la variable dependiende (produccién de propoleo) no se vio afectada por el tipo de
cobertura vegetal existente en cada zona. Comparanado la produccion de
propoleo por método de recoleccion, raspado y malla presentan diferencias
estadisticas altamente significativas (P<0,05) demostrando que el método por
malla representa un aumento en la produccion de propdleo; en cuanto al método
de recoleccion por colector la grafica demuestra que no existen diferencias
estadisticas entre este método frente a malla y raspado (P>0,05). (Figura 4), lo
cual indica que la produccién de propoleo implementando colector adaptado

representa una produccion promedio entre malla y raspado.

Figura 4. Comparacion de la produccién de Figura 3. Comparacion de la produccion de

propéleo por método propéleo por zona
2387 . 2,244
E 228 2
E = 2,08
& B S 208
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= =
5 5
S 1,88 187 5 488 1,87
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=] =
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® A 153 = A
1.33 T T T 1.51 T T T
Raspado Malla Colector Guavio E=pinalito Pasca
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Segun el analisis estadistico, la altitud afecté la variable dependiente, debido a

que el valor de P=0,0297 > 0,05 pero superior a 0,01. En cuanto al método de
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recoleccion, su inclusion afecta en gran medida la variable dependiente
(produccion), siendo el valor de P>0,01 causando estadisticamente efectos
altamente significativos. Las interacciones no presentan datos excepto Altura x
meétodo de recoleccion, en el cual el valor de P>0,05 lo que indica que no se
presentan diferencias estadisticas entre los promedios de la produccion. (Tabla
12).

Tabla 12. Resumen estadistico

ey P Valor VARIABLE DEPENDIENTE
Produccién
Zona (A) - -
Altitud (B) 0,0297 *
M. Recoleccion (C) 0,0002 i
AxB - -
AxC - -
BxC 0,9229 NS
AxBxC - -

- No hay datos

* Se presentan diferencias estadisticas significativas entre los promedios
de las VD por causa de las VI

** |Las VI causaron efectos altamente significativos sobre las VD

NS No se presentan diferencias estadisticas entre los promedios de la VD

por causa de la VI

5.2. Caracterizacion organoléptica

Los resultados de las diferentes caracteristicas obtenidas de las muestras de

propéleo se encuentran registrados en la tabla 13. El 14,8% de las muestras de
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propdleo presentaron una coloracion marrén oscuro con tintes rojos, provenientes
de Guavio y Espinalito. Los porcentajes mas altos obtenidos corresponden a las
muestras de color marrén claro con tintes (37,03%). Estas muestras fueron
obtenidas de Guavio, Espinalito y una de Pasca. Propdleos color marrén oscuro
(40,7%) se registraron principalmente en Espinalito y Pasca y en menor proporcion
en Guavio. Por ultimo se presentaron en menor medida propoéleos de color marrén
oscuro con tintes (7,40%) los cuales se obtuvieron solamente en Pasca. En cuanto
al olor se evidenciaron tres predominantes, resinoso (33,3%), aromatico (44,4%) y
resinoso agradable (22,2%). El sabor obtuvo tres diferentes valores, picante
(26%%), insipido (26%) y resinoso (48%). Las prueba de consistencia que se
realiz6 a temperatura ambiente, mostr6 que el 81,4% de los propdleos son
maleables, 14,81% propoleos rigidos y en menor proporcion propoleos granulados
con apenas 3,70%. Por ultimo el aspecto de trozos irregulares opacos prevalecio
en el 81,4% de las muestras, mientras los trozos irregulares brillantes y los trozos

uniformes opacos presentaron valores de 11,1% y 7,4% respectivamente.
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Tabla 13. Caracteristicas organolépticas de tres diferentes zonas geogréficas

Zona TT COLOR OLOR SABOR ASPECTO CONSISTENCIA PESO (g) CALIDAD
; Trozos
Marrén oscuro . y .
) ) Resinoso Picante irregulares Maleable 155,2 b*
con tintes rojos
opacos
Marrén claro Trozos
MALLA . Aromatico Insipido irregulares Maleable 160,6 b*
con tintes o
Marrén claro Trozos
) Aromatico Resinoso irregulares Maleable 261,7 b*
con tintes
opacos
Resinoso Trozos
Marrén oscuro Resinoso irregulares Maleable 17,6 b*
agradable
opacos
Resinoso Trozos
GUAVIO RASPADO | Marrén oscuro Resinoso irregulares Maleable 7 b*
agradable o
Marrén claro Resinoso Trozos
. Resinoso irregulares Maleable 9,8 b*
con tintes agradable
Qpacos
A Trozos
Marrén claro - . .
) Aroméatico Insipido irregulares Granulado 46,1 b*
con tintes o
Marrén claro Trozos
COLECTOR N Aromatico Resinoso irregulares Maleable 110,3 b*
con tintes
opacos
Marrén oscuro Resinoso Trozos
) . Picante irregulares Maleable 45 b*
con tintes rojos agradable bri
A Trozos
Marrén claro . . .
) Resinoso Resinoso irregulares Maleable 201,5 b*
con tintes
0DACO:
Marrén claro Trozos
MALLA . Resinoso Resinoso irregulares Maleable 61,6 b*
con tintes
oDacos
Trozos
Marrén oscuro Aroméatico Insipido irregulares Maleable 26,2 b*
Qpacos
Trozos
Marrén oscuro Aromatico Insipido irregulares Rigido 54 b*
fo)
. Trozos
. Resinoso . .
ESPINALITO| RASPADO | Marrén oscuro agradable Resinoso irregulares Maleable 6,5 b*
9 opacos
Trozos
Marrén oscuro Aroméatico Picante irregulares Maleable 1 b*
opacos
Resinoso Trozos
Marrén oscuro Resinoso irregulares Rigido 1,8 b*
agradable
QDACOS
Marrén claro Trozos
COLECTOR N Aroméatico Insipido irregulares Maleable 27 b*
con tintes
opacos
Marrén claro Trozos
. Aromatico Insipido irregulares Maleable 123,2 b*
con tintes o
. Trozos
Marrén oscuro . y .
N B Resinoso Picante irregulares Maleable 73,9 b*
con tintes rojos b
brillantes
Marrén oscuro Trozos
MALLA N y Aroméatico Insipido irregulares Maleable 31 c**
con tintes rojos bri
Trozos
Marrén oscuro Resinoso Resinoso irregulares Maleable 37 b*
opacos
Trozos
Marrén oscuro Resinoso Resinoso irregulares Rigido 1,2 b*
0pacos
Marrén claro Trozos
PASCA RASPADO . Resinoso Resinoso irregulares Rigido 2,2 b*
con tintes
opacos
Marrén oscuro Trozos
. Resinoso Resinoso irregulares Maleable 0,9 b*
con tintes
opacos
Trozos
Marrén oscuro Aromético Picante uniformes Maleable 24,5 b*
00ACOS
Marrén oscuro Trozos
COLECTOR . Aromatico Picante irregulares Maleable 2,4 b*
con tintes o
Trozos
Marrén oscuro Resinoso Picante uniformes Maleable 24,2 b*
opacos.

Autores (2016)
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a (Buena calidad) *b (calidad media) **c (baja calidad)

Para diferenciar la calidad de los propdleos se consulté la Tipificacion de Calidad
CEDIA para propdleos en bruto (Maidana et al, 2011). Se presentan variaciones
en las caracteristicas evaluadas dependiendo basicamente de factores
geograficos y climéticos de las zonas. Las zonas estudiadas poseen especies
vegetales de interés apicola; plantas arbodreas, arbustivas y plantas rastreras,
muchas de ellas endémicas, cuya composicion es muy variada. La coloracion de
las muestras de propoleos en general depende en gran parte de la cantidad de
flavonoides del mismo, aunque la cera influye y disminuye la calidad de este
producto. (Yoong, 2014). Las muestras que presentan diversidad de colores
corresponde la variabilidad vegetal de la zona (Ortega, et al. 2011). Los resultados
indican que hay una clara tendencia de los propdleos a presentar sabores
resinosos en los tres sitios experimentales. La ausencia de brillo de algunas
muestras corresponde a la fitogeografia de la zona y la oxidacion externa que
sufre la resina (Lozina et al, 2010).

5.2.1 Color

Los porcentajes mas altos obtenidos en este corresponden a las muestras de color
marron claro con tintes (37,03%); Propdleos color marron oscuro (40,7%), en
otros estudios realizados como el de Lopez et al.,(2000) respecto al color reporta
los porcentajes mas altos correspondientes a tintes castafios 26% seguido de
marron claro 22%, en otro estudio este mismo autor reporta porcentajes de color
marron oscuro del 50-70%; Viloria et al 2012reporta en su estudio que el color que
prevalecié en las muestras estudiadas fue marrén oscuro (72,23%), seguido de
café oscuro con tintes amarillos (16,67%) y finalmente se reporta una coloracion
del 65% de las muestras con color marron oscuro, un 20% marron claro con tintes
amarillos, un 10% marrén con tintes castafios y un 5% marrdn claro con tintes
castafios en el estudio realizado por Maidana et al (2011). La coloracién de las
muestras de propoéleos en general depende en gran parte de la cantidad de

flavonoides del mismo, aunque la cera influye y disminuye la calidad de este
70



producto. (Yoong, 2014). Las muestras que presentan diversidad de colores
corresponde la variabilidad vegetal de la zona (Ortega, et al. 2011). Los resultados
indican que hay una clara tendencia de los propdleos a presentar sabores
resinosos en los tres sitios experimentales. La ausencia de brillo de algunas
muestras corresponde a la fitogeografia de la zona y la oxidacion externa que

sufre la resina (Lozina et al, 2010).
5.2.2 Olor

En cuanto al olor se evidenciaron tres predominantes en el estudio, resinoso
(33,3%), aromatico (44,4%) y resinoso agradable (22,2%), comparables con el
estudio realizado por Maidana et al (2011) que encontrd olor del 75% de las
mismas fue resinoso, por otra parte en trabajos realizados por Lopez et al, 2003
se obtuvieron resultados en cuanto a olor resinoso aromatico 37% resinoso 21% vy
en otro de sus trabajos resinoso aromatico 50-100%, Viloria et al 2012 reporta en
su estudio que los olores dominantes en el propdleo fueron resinoso suave y

resinoso aromatico, correspondiendo a un44,45% y 33,34%, respectivamente.
5.2.3 Sabor

El sabor de las muestras de propéleo obtuvo tres diferentes valores, picante
(26%), insipido (26%) y resinoso (48%) en otro estudio se reporta otra valoracion
correspondiente a amargo que en ese caso fue del 100% reportado por Lépez al
2003. Otras muestras de propéleos caracterizadas por Viloria et al (2012)
muestran resultados de sabores insipidos (72,22%) y amargos (27,78%) que se

diferencian con los obtenidos en este estudio.
5.2.4. Consistencia

Las prueba de consistencia que se realiz6 a temperatura ambiente, mostrd que el
81,4% de los propdleos son maleables, 14,81% propdleos rigidos y propdleos
granulados con apenas 3,70%, Maidana et al 2011 reporta que el 100 % de las
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muestras presentaron estructura maleable, por otra parte Lopez et al (2003) en
dos diferentes estudios reporto valores correspondientes a estructura maleable
(36%) y rigida (43%) en su primer estudio y maleable (75%) en el segundo estudio
realizado, finalmente Viloria et al (2012) reporta un andlisis de consistencia
realizados a diferentes muestras indicando que el 66,67% son poco maleables y
el 33,33% rigidas.

5.2.5. Aspecto

Por ultimo el aspecto de trozos irregulares opacos prevalecié en el 81,4% de las
muestras, los trozos irregulares brillantes y los trozos uniformes opacos
presentaron valores de 11,1% y 7,4% respectivamente, resultados diferentes
fueron obtenidos por Maidana et al (2011) quien reporto el 45% presentd un
aspecto de trozos irregulares con brillo, el 30% uno de trozos irregulares con poco
brillo y el resto como trozos irregulares opacos. Lopez et al (2003) reporta
resultados correspondientes a trozos irregulares opacos 36% Yy trozos irregulares
con brillo 36 %, destacando que los resultados obtenidos en las tres zonas

geograficas fueron mucho mas altos en cuanto a trozos irregulares opacos.

5.3. Fenoles totales

Después de realizar los diferentes estandares y cada uno de los stocks se obtuvo
la siguiente curva de calibracion para luego ser analizadas sus absorbancias y
posteriormente las muestras de propéleos. Resaltando que se realizaron tres
réplicas de la curva de calibracion buscando obtener el coeficiente de correlacion

con mas significancia estadistica.
En la figura 5 se muestran las diferentes absorbancias y concentraciones de AG,

mostrando un R? con una alta significancia estadistica. Ideal para poder medir los

valores de las muestras de EEP.
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Figura 5. Curva de calibracion espectrofotométrica para la determinacién de fenoles

totales

Concentraciones de AG %

Diferentes autores han utilizado el contenido fendlico como un parametro quimico
para definir la calidad del propéleo. Asi, Kumazawa et al (2004) analizaron algunos
propGleos de diferentes origenes geogréficos (Argentina, Australia, Brasil,
Bulgaria, Chile, China, entre otros), encontrando que los valores de fenoles van
desde 31.2 hasta 299 mg/g, estando la mayoria por encima de 200 mg/g. Por su
parte Anh et al., (2004, 2007) reportaron que los extractos de propéleos de Corea
y China tienen altos contenidos de fenoles, los cuales varian desde 85 hasta 283
mg/g de extracto y desde 42.9 hasta 302 mg/g de extracto, respectivamente;
mientras que en otro trabajo desarrollado por Moreira et al., (2008) se determiné

gue el contenido de fenoles de dos propoleos de Portugal es de 151 y 329 mg/g.
Posterior a esto se realizé el mismo procedimiento pero ahora con las muestras de

propéleo obtenidas en cada una de las zonas y por diferentes métodos de

recoleccion para asi obtener sus absorbancias (Tabla 14).
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Tabla 14. Absorbancias y concentracion de las muestras de propoleo por triplicado

Triplicados

Zonas Ttos . . . . . . Promed.|o
Absorbancia1 Concentracion Absorbancia2 Concentracion Ahsorhancia3 Concentracion Concentraciones

(mg/mi) (mg/mi) (mg/ml) — (mg/mi)
Guavio malla 0,459 6198 0468 6372 0462 6622 66,64
Guavio Guavio colector 048 BN 049 7181 0483 7% 7551
Guavio Raspado 0,506 853 0518 89,52 0511 86,61 86,88
Espinalito malla 0647 143,18 0,659 1817 0651 8 145,40
Espinalito Espinalito colector 0437 55,82 0,449 60,82 0,442 5790 58,18
Espinalito raspado 0,488 71,04 0,495 7995 0,486 76,21 nn
p Pasca colector 1,004 91,68 1016 29,67 1,018 29750 295,29
asca Pascamalla 0755 17562 078 176,87 0717 1730 174,93

Autores (2016)

El contenido de fenoles en propoleos han sido considerados como un parametro
importante que establece tanto la calidad del mismo, como su potencial de
actividad biologica; por ello normatividades de otros paises como Brasil (Ministerio
de Agricultura de Brasil- APACAME, 1999) y Argentina (Norma IRAM-INTA, 2004)
establecen algunos valores de estos compuestos con el fin de definir requisitos
minimos de calidad. Los compuestos fendlicos, entre los cuales se incluyen los
flavonoides, representan un indice de la calidad del producto final. Cuanto mayor
sea el porcentaje de estos componentes, mayor serd también la pureza y calidad,
por consiguiente su precio sera mucho mas alto siendo asi un subproducto

rentable y de facil extraccion.

El contenido de fenoles obtenido en este estudio varia ampliamente, en un
intervalo de 57,90 a 297,50 mg/g tanto en la zona geografica como en el método
de recoleccion. Los valores mas altos fueron encontrados en la zona de Pasca
(P<0,05), que indica una clara tendencia a encontrar propdleos con alto contenido
de concentracion de fenoles y demostrando que entre las zonas se presentan
diferencias altamente significativas. EI método de recoleccion no influencid la
concentracion de compuestos fendlicos (F>0,05) (Tabla 19). Estos resultados de
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fenoles estan dentro de los rangos anteriormente mencionados Yy realizados por
diferentes autores. Dentro de los valores reportados por Kumazawa et al, (2004),
se tiene que el propodleo de Brasil, con el que se podrian hacer comparaciones por
ser originario de una zona tropical como la nuestra, tiene un contenido de fenoles
de 120 mg/g, que esta dentro de los rangos obtenidos dentro de las zonas
geograficas estudiadas, estos resultados hacen evidente que nuestros propéleos
difieren en su composicion a los de otras zonas, lo que es de esperarse si se
tienen en cuenta las diferencias en la vegetacion de cada zona. Por otra parte
resultados obtenidos por (Miguel et al, 2010) reportan resultados de 3,92-8,60
mg/ml de contenidos fendlicos siendo nuestros resultados mucho mas altos

comparados con el anterior estudio desarrollado en Perd.

(Rodriguez et al, 2012) en su trabajo “caracterizacion fisicoquimica y evaluacion
de la actividad antioxidante de propédleos recolectados en el departamento de
atlantico, Colombia” reportaron resultados de 63,72-94,55 mg/g de compuestos
fendlicos que podrian compararse con los obtenidos en este estudio resaltando
que algunos de estos estan dentro de los rangos reportados por el autor, es el
caso de espinalito con los tratamientos colector y raspado y en la zona geogréafica
de Guavio en todos los tratamientos estudiados,(57,90 y 76,21; 66,22,74,96 y
86,61) respectivamente. Siendo los nuestros en algunas zonas geograficas mas
altos. Dentro de los rangos de este estudio frente a los reportados por (Ryeon et
al, 2007) 42,9-302 en contenidos fendlicos son los mas cercanos y semejantes

pero desarrollados en diferentes paises.

La variacion en la composicion de los propdleos ha sido descrita previamente y
puede variar por diferentes factores como las caracteristicas geograficas y
climaticas donde fueron colectadas las muestras, también a la vegetacion que las
abejas tienen acceso para elaborar la resina y la especie de abeja, entre otros
(Bankova, 2005). Estudios previamente relacionados con la composicion del

propéleos en otros paises permiten concluir que aunque los flavonoides son las
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principales sustancias activas, también se pueden encontrar otro tipo de
metabolitos (lignanos, benzofenonaspreniladas, acidos diterpénicos, acidos
COUMAricos y cina- micos con sus respectivos ésteres), como los responsables de
la actividad biolégica (Bankova, 2005). En nuestro caso en algunas de las zonas
menos productivas se encuentran los valores mas altos en cuanto a fenoles se
trata, es el caso del municipio de pasca donde se encuentra uno de los valores
mas bajos productivos de 20,70 gr y en contenido de fenoles el valor mas alto del
estudio, correspondiente a 295,29 mg/g, demostrando que no hay una relacion en

cuanto a alta produccién y altos contenidos fendlicos.

Por otra parte en cuanto a los valores mas altos reportados en este estudio
(144,84; 172,30 y 297,50 mg/g) se pueden comparar con los reportados por
(Alencar et al, 2007)232+22,3 mg/g de compuestos fendlicos en propdleo rojo,
destacando un valor mayor reportado en este estudio. Los altos valores podrian
deberse a la composicion botanica del medio justificada por la coloracion,

hipétesis que podria comprobarse en estudios posteriores.

Finalmente se destaca que todas las muestras analizadas superan el requisito
minimo, establecido por la legislacion brasilera (Ministerio de Agricultura, 2001) y
argentina (Norma iram-inta. 2004) para la presencia de compuestos fendlicos,
como determinante de la calidad. Siendo superado este parametro se plantea la
necesidad de realizar mas estudios en busca del establecimiento de una
normatividad en el pais para la valoracion y obtencion de propdleo de calidad.

5.4. Soélidos solubles totales

En promedio se obtuvieron valores de 93 mg/ml de sélidos solubles totales para
todas las muestras a una concentracion de 96% de etanol. Espinalito raspado y
Guavio colector arrojaron resultados de 121 y 110 mg/ml respectivamente,
seguido por Guavio raspado y Espinalito colector (98 mg/ml), Pasca colector (97
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mg/ml), Espinalito malla (91 mg/ml), Guavio malla (71 mg/ml) y Pasca malla (61

mg/ml).

Figura 6. Concentracion de solidos solubles totales
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Los datos demostraron que Espinalito raspado y Guavio colector fueron las zonas
y métodos que mejores valores obtuvieron con 12,1% y 11% respectivamente,
ajustandose a la norma internacional de Brasil que exige un minimo de 11% y de
Argentina con un minimo de 10%. El propdéleo depositado en las paredes internas
de la colmena, laterales y cabezales de los cuadros posee una mayor
concentracion de resinas y si bien se encuentra mas protegido, es mucho mas
escaso. (Vazques, 2010). Ademas, las abejas instintivamente propolizan la
superficie de los marcos con el fin de resguardar su alimento, lo cual incrementa el
porcentaje de propdleo crudo. A una mayor concentracion de resinas, mayor
concentracion de fenoles y flavonoides, lo cual explica una concentracion de
solidos solubles totales superiores por medio del método de raspado. Para el resto
de las muestras se obtuvieron porcentajes de 9,8% para Guavio Raspado y
Espinalito colector, 9,7% para Pasca colector, 9,1% para Espinalito malla, 7% para

Guavio malla y 6,1% para Pasca malla, resultados inferiores a los reportados por
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Talero (2014) el cual obtuvo valores solidos entre 154,4 — 187,4 mg/ml usando
como solvente etanol al 96% (Et. 96%) y de propdleos de Chile (propdleo de

produccion especializada) con 186mg/ml (Et. 96%).

Figura 7. Porcentaje de SST (mg/ml)
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El porcentaje de sélidos solubles totales también esta influenciado por la cantidad
de cera mezclada con propdleos que usa la abeja para sellar los agujeros en la
parte superior de la colmena, que en su afan de sellar el paso de aire y luz, utilizan
la cera para acelerar este proceso. (Diaz, 2011), lo cual explica el rendimiento en
peso que obtuvo el método de malla frente a los demas métodos evaluados y su
bajo rendimiento en cuanto a solidos solubles totales. Bastos et al. (2011) tambien
mencionan que las altas desviaciones estandar de la materia seca de EEP estan
influidas por su ubicacién geografica, el origen botanico, el clima y la composicion
del suelo, que se refleja en este parametro fisicoquimico. En cuanto a las
muestras de propdleo que no cumplieron con la norma internacional, se puede
explicar por la variedad de factores que interactuan en la extraccion y proceso del
propéleo crudo, como el porcentaje de impurezas y la combinacion con cera con
el producto final. No hay datos para Pasca raspado puesto que la muestra se

evaporo antes de ser analizada.
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5.5. Actividad antimicrobiana

La concentracion minima inhibitoria encontrada para E. coli fue de 0,8 mg/ml en la
mayoria de muestras excepto por Guavio raspado y Espinalito colector, en las

cuales hubo inhibiciéon con 0,4 mg/ml. (Figura 8).

Tabla 15. Actividad antimicrobiana contra E. coli

Actividad antibacteriana contra E. coli

112|345 |6 CMI Tiemp
N° de dilucion o
3,111,110, 10,0, |0, (mg/ml de | (Horas
Tratamiento 216 84|21 agar) )
Control 96% B|B|C|C|C]|C 1,6 24
Alcohol
1| Guavio 96% B|B|B|B|C]|C 0,4 24
Raspado
2| Guavio 96% B|B|B|C|C]|C 0,8 24
malla
3| Guavio 96% B|B|B|C|C]|C 0,8 24
colector
4 | Espinalito 96% B|B|B|C|C]|C 0,8 24
raspado
5 | Espinalito 96% B/ B|B|C|C]|C 0,8 24
malla
6 | Espinalito 96% B|B|B|B|C]|C 0,4 24
colector
7 Pasca
raspado - - - - - - - - -
8 Pasca 96% B|B|B|C|C|C 0,8 24
malla
9 Pasca 96% B|B|B|C|C]|C 0,8 24
colector
Bactericida (B) Crecimiento (C)
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La concentracion minima inhibitoria encontrada para E. coli fue de 0,8 mg/ml en la
mayoria de muestras excepto por Guavio raspado y Espinalito colector, en las
cuales hubo inhibicién con 0,4 mg/ml. Resultados similares fueron encontrados por
Martinez et al, (2012) los cuales reportaron inhibicion de E. coli a una
concentracion de 1 mg/ml y con los encontrados por Palomino et al, (2010),
quienes reportan una accion antibacterial contra bacterias Gram negativas, siendo
necesaria una dosis mas elevada de propéleo en comparacion con bacterias Gram
Positivas. Estos resultados también son comparables con los de Ortega et al
(2001) en donde se reporta una mayor sensibilidad de bacterias Gram positivas
que de Gram negativas al propdleo, lo cual puede explicarse al tener presente que
las bacterias Gram negativas poseen una pared celular mas compleja y con varias
capas lipidicas, lo cual puede estar involucrado a la mayor resistencia a los
extractos. Ademas, es conocido que bacterias Gram negativas como E. coli,
poseen una membrana adicional denominada “Estructura OM” la cual les confiere

un mayor grado de resistencia a los agentes antimicrobianos. Urzla et al (1998).

Figura 8. Evaluacién de la concentracion minima inhibitoria (mg/ml) de EEP en
E. coli
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Tabla 16. Actividad antimicrobiana contra Salmonella

Actividad antibacteriana contra Salmonella

N° de dilucion 1|12 |3|4|5]|6 CMI Tiempo

(horas)
Tratamiento 32|116(08|04({0,2|0,1| (mg/mlde

agar)

Control %% | B | B | B|C|C]|C 0,8 24
alcohol
Guavio %% | B | B | B|B|C|C 0,4 24
raspado
Guavio %% | B | B | B|C|C]|C 0,8 24
malla
Guavio %% | B | B | B | B|C|C 0,4 24
Colector
Espinalito [96% | B | B | B | C | C | C 0,8 24
raspado
Espinalito [96% | B | B | B | C | C | C 0,8 24
malla
Espinalito [96% | B | B | B | C | C | C 0,8 24
colector
Pasca - - - - - - - - -
raspado
Pasca malla | 96% c|C|C 0,8 24
Pasca 96% c|C|C 0,8 24
colector

Bactericida (B)
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En cuanto a Salmonella, la concentracidn minima inhibitoria encontrada fue de 0,8
mg/ml para la mayoria de las muestras, excepto por Guavio Raspado y Guavio

Malla, de los cuales se obtuvieron resultados de 0,4 mg/ml. (Figura 9).

Figura 9. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (mg/ml) de EEP en

Salmonella
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Al igual que E. coli, Salmonella también es una bacteria Gram negativa, por lo cual
los resultados fueron similares. El propéleo depositado en las paredes internas de
la colmena, laterales y cabezales de los cuadros posee una mayor concentracion
de resinas y si bien se encuentra mas protegido, es mucho mas escaso.
(Vazques, 2010), lo cual explica por qué el propdleo recogido por el método de
raspado resultoé ser el mas efectivo en ambas cepas, teniendo en cuenta que este

método de recoleccion no garantiza un propoéleo libre de impurezas.
La cantidad de propéleo crudo recolectada para la muestra de Pasca Raspado fué
de apenas 5,7 g y su extracto se evaporo antes de ser analizado, por lo cual fue

excluido en esta parte del procedimiento.
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6. CONCLUSIONES

El método de recoleccion causé un gran impacto en la cantidad de propdleo
obtenido al final del experimento, (P<0,01), demostrando estadisticamente que la
inclusion de un modelo alternativo de produccion afecta significativamente la

cantidad de propdleo obtenido en el apiario

El test de comparacion multiple de Duncan indicé que entre zonas no se presentan
diferencias estadisticas y por lo tanto, la cantidad total de propdleo producido no

se vio influenciado por la cobertura vegetal que rodeaba las colmenas.

Durante este estudio no se presentaron diferencias estadisticas entre la altura de
los sitios experimentales, indicando que la produccién de propd6leos no se vea

afectada entre los 1527 msnm y 2092 msnm.

En cuanto a contenido de fenoles se destaca que todas las muestras analizadas
superan el requisito minimo, establecido por la legislacion brasilera (Ministerio de
Agricultura, 2001) y argentina (Norma iram-inta. 2004) como determinante de la

calidad.

El contenido de fenoles totales esta intrinsecamente relacionado con la flora
vegetal circundante a las abejas, condiciones medioambientales de la zona como
temperatura y altitud, lo que indica que la vegetacion alrededor de las colmenas
ubicadas en Pasca es mejor, presentando diferencias altamente significativas

comparada con las de Espinalito y Guavio.

Como paradmetro fisicoquimico obtenido en este trabajo (fenoles totales), de las
zonas de estudio, todas las muestras analizadas cumplen con normas

internacionales como la Brasilera y la Argentina.
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La actividad antibacteriana de los propdleos frente a E. coli y Salmonella se
evidenciaron en todas las muestras evaluadas, resultados que aportan evidencias
cientificas sobre la efectividad de los propdleos de la zona y en la cual se abre la
posibilidad de usar el propdleo como una alternativa frente a antibidticos
convencionales, no obstante se necesitan mas estudios relacionados para lograr

una estandarizacion de los propéleos producidos en el pais.

Colombia ha presentado un avance en cuanto a los métodos de recoleccion de
prop6leo que permiten incrementar la produccion y que posiblemente en algun
momento pueda generar mayor interés en los productores logrando mejorar las

cifras en cuanto a produccion de propdleo se refiere.
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6.1. RECOMENDACIONES

Se recomienda a los productores hacer uso de los diferentes metodos de
recoleccion alternativos al de raspado, obteniendo asi diferencias productivas
considerables, teniendo en cuenta que el metodo por malla present6 los mejores

resultados productivos.

Para los interesados en producciones apicolas se recomienda tener apiarios
dentro de rangos de altura 1527 msnm y 2092 msnm, pues estos muestran

producciones sobresalientes en cuanto a propoleo se refiere.

El contenido de fenoles totales esta intrinsecamente relacionado con la flora
vegetal circundante a las abejas, condiciones medioambientales de la zona como
temperatura y altitud, por ello en cada una de las localizaciones de los apiarios
este contenido siempre variard, y se hace necesario realizar el andlisis en cada

una de las muestras obtenidas por zona.

Quien obtenga resultados en cuanto a fenoles totales debe hacer una
comparacién con normas internacionales para verificar la calidad y aceptacion del

mismo en otros paises.

Se necesitan mas estudios relacionados a la actividad antibacteriana de los
propdleos para lograr una estandarizacion en el pais en busca del uso de este

subproducto como alternativa frente a antibiéticos convencionales.

Es importante hacer un seguimiento a los estudios realizados en el pais para
lograr una tipificacion y normatividad propia de nuestro pais que se acerque mas a
nuestra diversidad vegetal y arbdrea, asi como también a nuestros ambientes y

temperaturas. Por otra parte se recomienda el uso de mallas plasticas y colectores
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inteligentes para un aumento de la produccion, aclarando que para ello se debe

realizar un analisis de la zona para verificar su viabilidad.

Continuar con los trabajos de investigacion en el pais, en busca de una
normatividad de calidad no solo para este subproducto apicola, sino para todos los
demas. Por medio de estos estudios se refleja la importancia de la apicultura en el
pais, por ello se debe continuar con su produccion y expansion en diferentes

zonas del pais.
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Anexo 1. Test Duncan x Zona

ANEXOS

Test: Duncan Alfa= 0,01
Error: 0,0846 GI: 18
Zona Medias n E.E.
Pasca 1,69 9/ 0,10A
Espinalito 1,87 9/ O0,10A
Guavio 2,09 9| O0,10A
Anexo 2. CMI Salmonella
CMI Salmonella
RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Guavio 3 1,6 0,533 0,053
Espinalito 3 2,4 0,800 0,000
Pasca 3 2,4 0,800 0,000
Raspado 3 2 0,667 0,053
Malla 3 2,4 0,800 0,000
Colector 3 2 0,667 0,053
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Anexo 3. Andlisis de Varianza CMI Salmonella
ANALISIS DE VARIANZA

FV SC GL CM FC P>FC Ft(0,01)
Métodos 0,14 200 0,07 4,00 0,11 18
Zona 0,04 200 0,02 1,00 0,44 18
Error 0,07 400 0,02
Total 0,24888889 8
Anexo 4. CMI E. coli
RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Guavio 3 2 0,6667 0,0533
Espinalito 3 2 0,6667 0,0533
Pasca 3 2,4 0,8000 0,0000
Raspado 3 2 0,6667 0,0533
Malla 3 2,4 0,8000 0,0000
Colector 3 2 0,6667 0,0533
Anexo 5. Andlisis de Varianza CMI E. coli
ANALISIS DE VARIANZA
FVv SC CM FC P>FC Ft(0,01)
Zonas 0,0356 0,018 0,4 0,6944 18
Métodos 0,0356 0,018 0,4 0,6944 18
EE 0,1778 0,044
Total 0,2489
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Anexo 6. Andlisis de Varianza Fenoles Totales
ANALISIS DE VARIANZA

FVv SC GL CM FC P>FC Ft(0,01)
Métodos 6,22 8 0,77 0,23 0,97 3,88

Zona 24,73 2 12,36 3,80 0,04 6,22

Error 52,01 16 3,25

Total 82,96 26

Anexo 7. Metodologia para el Andlisis de Fenoles totales

e Actividad 1: Preparacion de acido galico, estandar desecado

Se utilizd una capsula de porcelana lavada y secada en horno a 105°C por 15
minutos, 1 g de Acido gélico, se llevo a horno con una temperatura de 105°C por 2
horas, posteriormente desecado por 15 min. De esta manera se obtiene el
estandar desecado.

e Actividad 2: Carbonato de sodio al 5%

Se preparé una solucidon en agua destilada de carbonato de sodio al 5%. Se
realiz6 una solucién total donde se agregaron 250 ml de agua destilada y 25 g de
carbonato de sodio en un beaker de 500 ml, luego se agitd hasta disolver
completamente (utilizando agitador magnético), posteriormente transferido a un
balén aforado de 500 ml. Después se lavo el beaker con agua destilada y se
transfirio el agua al balon, aforando con agua destilada hasta 500 ml, agitado 1

minuto y finalmente rotulado.
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e Actividad 3: Preparacion de stock Acido Galico (AG)

En un beaker de 250 ml se agregd 50 ml de agua destilada y 1 g de acido gélico
desecado, se agitdé hasta disolver (utilizando agitador magnético), se transfirié la
solucion a un balon aforado de 100 ml y se agregd agua destilada hasta aforar, se
agitdé 20 segundos y se rotuld. Como resultado se obtuvo el Stock de acido gélico
(19/100ml), de acuerdo a la cantidad de estdndares que se vayan a realzar se

repite esta actividad.
e Actividad 4: Estandares de &cido galico
Se alistaron 7 balones aforados de 100 ml. Se prepararon 7 estandares con

concentraciones diferentes, aforando cada bal6n con agua destilada. En la tabla 4

se muestran las concentraciones utilizadas.

Tabla 17. Estandares de acido gélico

Stocks Acido Galico

Balén Estandar Stock Agua destilada Total Balon  Acido Galico
aforado aforado (mg)
1 Stl 90 10 100 900
2 St2 80 20 100 800
3 St3 70 30 100 700
4 St4 60 40 100 600
5 St5 50 50 100 500
6 St6 40 60 100 400
7 St7 30 70 100 300
8 St8 20 80 100 200
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e Actividad 5: Curva de calibracion Acido Galico

Se alistaron 8 beaker de 50 ml, lavados y secados en estufa 15 min, desecados

10 min y por ultimo se rotuld. Se adicionaron los siguientes reactivos:

Tabla 18. Curva de calibracién de Acido Galico

Frascos (Beaker de 50 ml)

Reactivos B 1 2 3 4 5 6 7
Agua
destilada | 0,125 0 0 0 0 0 0 0
(ml)
Estandares

i) 0 0,125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
m

Carbonato
de sodio 0,125 (0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
(ml)
Reactivo
_ 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
folin (ml)

Se agitdé cada frasco durante 1 minuto. Se agreg6é agua destilada hasta llegar a

12,5 mly se agitd 1 min. Se taré y se dej6 reposar 15 min.

e Actividad 6: Medicion de estandares en espectrofotometro de UV

De cada solucion (B,1,2,3,4,5,6,7), se agregaron 5 ml en 1 tubo de ensayo mas 5
ml de agua destilada, agitando cada tubo. Luego se pasaron las soluciones a las
celdas del espectrofotometro y se midieron absorbancias utilizando una longitud
de onda de 690 nm.
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Después de obtener los resultados de la curva de calibracion, se pasaron estos
valores a Excel 2013 para realizar la grafica de la curva con su respectiva

ecuacion, porcentaje de correlacion y linea de tendencia de las concentraciones

e Actividad 7: Toma de absorbancias en muestras de propodleo

Para correr las muestras obtenidas en el estudio se realiz6 el mismo proceso de la
actividad 5. Se remplazaron los estandares por las muestras agregando los
mismos reactivos en igual proporcidén. A continuacion se puede observar la forma

de su preparacion.

Tabla 19. Soluciones para lectura de muestras

Frascos (Beaker de 50 ml)

Reactivos B 1 2 3 4 5 6 7
Agua
. 0,125 0 0 0 0 0 0 0
destilada (ml)
Muestras de
extractos
o 0 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
etanolicos de
propoleo (ml)
Carbonato de

_ 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
sodio (ml)

Reactivo folin 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
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(ml)

Luego de preparar estas soluciones, el proceso fue igual al de la actividad 5. Se
midieron las absorbancias de las muestras por triplicado siguiendo los siguientes

pasos:

1. Se colocé la absorbancia en cero (100% de transmision) con agua
destilada.
Se determind la absorbancia del blanco

3. Se analiz6 el estandar o patrén de verificacion para evaluar la exactitud de
la curva de calibracion.

4. Se analizaron las muestras

Se repitieron los analisis del blanco

e Actividad 8: Procesamiento de informacioén

Obtencion de la concentracion de compuestos fendlicos a partir de la curva

de calibracion y las absorbancias obtenidas de las muestras:

De acuerdo a la curva de calibracion obtenida con los estandares de acido galico,
genera unos valores de absorbancia de referencia, para ubicar las absorbancias
resultado de las muestras por tratamiento y zona geografica para asi hallar sus
concentraciones reemplazando la ecuacion de la curva patrén que a continuaciéon

se ilustrara:
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Pendiente

Y — mx —|— b —= Intercepto
l

. Concentracién
Absorbancia

Debido a que la concentracion es igual a X y se comporta como variable
dependiente de Y (Absorbancia). Por tal razén se debe despejar X para obtener la

concentracion:

Pendiente

Y = mMmx —|— b ——=  Intercepto
I E
Concentracion

Absorbancia

Despejar

Luego de obtener los datos de concentracidon se calcul6 un factor de correccion
para que los datos de concentracidon de fenoles totales expresados en mg de acido
géalico / g de muestra sean reales de acuerdo a la concentracion de los extractos.
Después de obtener los factores de correccion de cada muestra se multiplican por
la concentracion obtenida de la curva de calibracién de acido galico de cada uno

de los tratamientos.
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