AGROCIENCIA

URUGUAY

Avances en el desarrollo de un biofungicida: caracterizacion fisico-
quimicay actividad antifiingica de propéleos
Cibanal I"2", Fernandez L""*", Krepper G/, Pellegrini """, Gallez L

"Universidad Nacional del Sur, Departamento de Agronomia, Laboratorio de Estudios Apicola (LAsea). Calle San
Andrés 800, Barrio Altos del Palihue, ciudad de Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires, Argentina.
2Universidad Nacional del Sur, Departamento de Quimica, Instituto de Quimica del Sur (inquisur). Calle Av. Alem
1253, ciudad de Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires, Argentina.
*Email: fernandezletic@yahoo.com.ar

Recibido: 25/06/2018 - Aceptado: 25/02/2019

Resumen

El propdleos constituye, gracias a sus propiedades antimicrobianas, una alternativa para el control de fitopatégenos. En
este trabajo se realizo, mediante técnicas convencionales, la caracterizacion sensorial y fisico-quimica de cuatro muestras
de propdleos provenientes de diferentes regiones de Argentina y de sus respectivos extractos hidroalcohélicos. Asimismo,
se evalud in vitro la actividad antifungica de los extractos sobre el hongo Penicillium sp. causante de la «mufa del ajo»
(Allium sativum). Los prop6leos en bruto presentaron aroma resinoso, coloracién marrén con diferentes tintes y aspecto
de trozos irregulares. El andlisis de las muestras evidencid diferencias significativas en los parametros ceras (9,43-
31,16 %), pérdidas por calentamiento (1,04-1,46 %), cenizas (0,98-7,18 %) y temperatura media de fusion (63,16-
67,5 °C). En los extractos hidroalcohdlicos de propéleos también se detectaron diferencias estadisticas en el extracto seco
(5,50-9,30 %), contenido de fenoles (23,44-53,91 mg eq galico/g propdleos), flavonoides totales (11,23-15,88 mg eq
quercetina/g propoleos) e indice de oxidacion (2,25-4,33 segundos). Todos los tratamientos a base de extractos de
propoleos tuvieron un efecto inhibidor superior al 99 % sobre el desarrollo de unidades formadoras de colonias fungicas.
Los resultados permiten concluir que, si bien los prop6leos y extractos analizados en este trabajo presentaron diferentes
caracteristicas, coincidieron en la excelente actividad antifungica sobre Penicillium sp. Esto demuestra la potencialidad de
los propoleos para el desarrollo de un biofungicida de uso agricola.
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Advances in the Development of a Biofungicide: Physical-Chemical
Characterization and Antifungal Activity of Propolis

Summary

Propolis is a viable alternative for chemical control of plant pathogens due to its antimicrobial properties. The present study
was conducted to determine the sensorial, physical and chemical characteristics of four propolis from Argentina, and their
respective hydroalcoholic extracts. In vitro antifungal activity of hydroalcoholic propolis extracts against Penicillium sp. that
cause the decay of garlic (Allium sativum) was also studied. All propolis samples were composed of irregular fragments.
The aroma was mainly resinous. The predominant colour was brown. The analysis of the raw samples showed differences
in the parameters wax content (9.43-31.16 %), loss by heating (1.04-1.46 %), ashes (0.98-7.1 8 %) and melting point
(63.16-67.5 °C). The hydroalcoholic extracts of propolis also differ in the dry residue (5.50-9.30 %), content of phenols
(23.44-53.91 mg eq galic/g propolis), total flavonoids (11.23-15.88 mg eq quercetin/g propolis) and oxidation index (2.25-
4.33 seconds). The evaluation of the antifungal activity demonstrated that all the treatments containing propolis had an
inhibitory effect over 99 % on fungi colony-forming units’ development. Although the physical and chemical study showed
significant differences between propolis samples, all exhibited excellent antifungal activity against Penicillium sp. This
demonstrates the potential of different propolis for the development of a biofungicide for agricultural use.
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Introduccion

El prop6leos es un producto natural elaborado y utiliza-
do por la abeja melifera (Apis mellifera) en la construc-
cién, adaptacion y proteccion de la colmena. Este mate-
rial es duro y fragil si se encuentra frio, tornandose blando,
flexible y pegajoso a medida que aumenta la temperatu-
ra®. Exhibe diferentes caracteristicas debido a la variabi-
lidad en su composicién quimica, la que a su vez depende
del origen geogréfico, las fuentes vegetales y la época de
recoleccion®®. Los principales componentes del propo-
leos son resinas y balsamos (50 - 55 %), ceras (25 -
35 %), aceites aromaticos y etéreos (10 %), polen (5 %)
y sustancias organicas y minerales (5 %),

El propdleos es valorado desde la antigliedad por su
accion antioxidante, bacteriostatica, antifingica y por las
diversas propiedades terapéuticas que posee, estando su
actividad bioldgica directamente relacionada con los con-
tenidos de fenoles y flavonoides®®%, Es ampliamente
utilizado en la industria farmacéutica, cosmética, veterina-
ria y alimentaria™. En el &mbito agricola, se ha reportado
la accion antifingica del propdleos sobre distintos hongos
fitopatdgenos!'2(¥14),

En Argentina se pueden encontrar diferentes tipos de
prop6leos, ya que a lo largo del territorio existen una gran

variedad de ambientes y especies vegetales"®,
Bedascarrasbure y otros!"® consideran que, aun exhi-
biendo diferencias segun la region, los prop6leos argenti-
nos presentan un elevado contenido de compuestos bio-
l6gicamente activos. Estas caracteristicas convierten a
los propoleos en potencial materia prima para la elabora-
cion de biofungicidas, herramientas promisorias para una
agricultura de bajo impacto ambiental en numerosos culti-
vos de pequefia escala.

Con el fin de avanzar en el desarrollo de un biofungicida
de uso agricola, este trabajo tiene como objetivo caracteri-
zar algunos parametros relevantes de prop6leos argenti-
nos y su actividad antifingica sobre el hongo fitopatogeno
Penicillium sp., agente causal de la «<mufa del ajo» (Allium
sativum).

Materiales y métodos

Origen y caracterizacion de las muestras de propdleos

La informacion sobre el origen de las muestras de pro-
pdleos se resume en la Tabla 1. Dichas muestras fueron
almacenadas al abrigo de laluz,a-15+2 °C.

La caracterizacion sensorial de los propéleos en bruto
se realizd mediante un panel de diez personas semientre-

Tabla 1. Identificacidn y caracteristicas del lugar de origen de las muestras de los propoleos argentinos estudiados.

Muestra M1 M2 M3 M4
Rio Colorado, Carmen de
Localidad y provincia de Rio Patagones, Bahia Blanca, Lujan de Cuyo,
provincia Negro provincia de provincia de Buenos Aires provincia de Mendoza
de origen (36°09'02"S Buenos Aires (38°43'S 62°16'W) (33°01'S 68°52'W)
70°23'47"W) (40°47'S 62°58'W)
Aode —ogq 2015 2015 2012
recoleccion
Método de Raspado ngzi)iig(s) y mallas Mallas plasticas Raspado y mallas
recoleccion P plast matrizadas plasticas matrizadas
matrizadas

Alamos (Populus sp.), sauces (Salix
sp.), manzanos (Malus domestica),
durazneros (Prunus persica), perales

Vegetacion en
cercanias del

Pinos (Pinus sp.), cipreses
(Cupressus sp.), calocedros
(Calocedrus decurrens),
ciruelos de jardin (Prunus

Principalmente  &lamos
(Populus sp.) y sauces

apiario (Pyrus communis) cerasifera), eucaliptos (Salix sp.)
(Eucalyptus sp.)
p | apiari Donacién de apicultores
Donacién de apicultores que vuelcan roceq ente (lje ?E'ano . que vuelcan su
Observaciones  su produccion de propoleos al circuito experimental del Laboratorio produccion de

comercial

de Estudios Apicolas de la
Universidad Nacional del Sur

propoéleos al circuito
comercial




nadas que describieron el aroma, color, sabor, sensacio-
nes en boca, aspecto, consistencia e impurezas visibles.
Para ello, partes representativas de las muestras se colo-
caron en frascos de vidrio codificados, con tapa arosca y
se mantuvierona 25+ 2 °C durante las 72 h previas a la
evaluacion™),

Para realizar la caracterizacion fisico-quimica de las
muestras, se evaluaron los siguientes parametros seguin
la metodologia propuesta por la norma IRAM-INTA 15935-
1 de Propdleos en bruto: contenido porcentual de ceras,
pérdidas por calentamiento y cenizas'®. Asimismo, se
estudio el punto de fusidn adaptando la técnica descripta
por Chaillou y otros!'”. Para esto se utilizé un microscopio
integrado a una platina de calentamiento con termémetro
de mercurio, sobre el que se coloco una fraccion repre-
sentativa de propdleos molido en un portaobjetos. Se re-
gistrd el rango de temperaturas desde el comienzo hasta
elfinal de la fusion y se establecié la temperatura media de
fusién como el promedio entre ambas mediciones.

Elaboracion y caracterizacion de los extractos
hidroalcohélicos de propéleos

A partir de cada muestra de propoleos se elaboré un
extracto hidroalcohodlico (EH). Para esto se colocaron
15,0 g de propdleos molido en 150,0 ml de alcohol etilico
al 70 % en volumen. La mezcla se llevé a estufa a 40 +
2 °C, con agitacién continua durante 24 h, y la solucion
resultante se filtré con papel Whatman n.° 40 para retener
impurezas. Los extractos obtenidos se conservaron en
frascos color ambar, en un lugar oscuro y fresco.

Los EH se caracterizaron de acuerdo con la norma
IRAM-INTA 15935-2 de Extractos de Propoleos®. Los
parametros medidos fueron: porcentaje de extracto seco,
indice de oxidacién, contenido de fenoles y flavonoides
totales™®. Las curvas de calibracion para fenoles y
flavonoides totales se hicieron con base en acido galico
(98,0 % Sigma-Aldrich) y quercetina (95,0 % Sigma-
Aldrich) respectivamente, y ambas mostraron coeficien-
tes de regresion adecuados (R? = 0,9975; R? = 0,9997).
Asimismo, se determinaron las absorbancias de cada
extracto en un espectrofotdmetro Lambda 265 UV-VIS uti-
lizando cubetas de cuarzo.

Evaluacion in vitro de la actividad antifiingica de los
extractos hidroalcohdlicos de propdleos

Se realizd un ensayo para evaluar la actividad
antiflingica de los extractos de prop6leos sobre la germi-

nacion de conidios del hongo Penicillium sp. fitopatégeno
de ajo. Se siguio la técnica del envenenamiento del medio
de cultivo®y se aplicaron siete tratamientos: cuatro co-
rrespondientes a los EH de propdleos descriptos (EH-
M1, EH-M2, EH-M3, EH-M4); uno a base de un fungici-
da sintético comercial: Carbendazim SC 50 %, a razén
de 2 mL.L" segln las especificaciones de la Guia
fitosanitaria para el control de la mufa del ajo en la Republi-
caArgentina®; un control del solvente de los EH (alcohol
al 70 %), y un control negativo sin agregados.

Los distintos productos se mezclaron en cajas de Petri
arazon de 1,5 mlen 20 ml de medio de cultivo para Hon-
gos y Levaduras (Britania, Argentina) fundido y enfriado
hasta 45 °C. Una vez solidificado el agar, se diseminaron
sobre su superficie 100 uL de una suspension de espo-
ras de 1.10°conidios mL" obtenida a partir de un cultivo
monosporico y cuantificada con Camara de Neubauer
(Boeco, Alemania). Las cajas se incubarona25+2 °C
por 216 h. Alas 72 y 144 h se cuantificé el niumero de
conidios germinados presentes en cada tratamiento por
observacion directa bajo microscopio estereoscopico
Nikon SMZ 74572,

El disefio experimental fue completamente aleatorizado
con cuatro réplicas por tratamiento.

Analisis estadistico de los datos

Se evaluaron las diferencias en los resultados de las
determinaciones fisico-quimicas y en la caracterizacion
antimicrobiana mediante analisis de la varianza (ANAVA).
Para la comparacion de medias se utiliz el test de Tukey.
Los analisis estadisticos mencionados se realizaron con
el software Infostat®.

Resultados

Los resultados de la caracterizacion sensorial de las
muestras de propdleos en bruto se presentan en la
Tabla 2a. En esta se observa que existe una gran similitud
entre M1y M2. El aroma dominante en las muestras del
centro-sur de Argentina (M1, M2 y M3) fue el resinoso,
mientras que M4 se diferencié por ser levemente quimi-
co. Todos los propdleos presentaron una coloracion ama-
rronada, con vetas amarillas, rojas o verdosas (Fig. 1).
En cuanto al gusto, todas las muestras se percibieron
amargas. La consistencia diferencié a M1, M2 y M4
(poco blandas) de M3 (dura). Los propdleos presentaron
aspecto de trozos irregulares, siendo M1y M2 opacos,
M3 brilloso y M4 ligeramente brilloso. El contenido de



Tabla 2. Caracteristicas sensoriales y fisico-quimicas de las muestras (a) y de los extractos

hidroalcoholicos (b) de propoleos.

a. Muestra M1 M3 M4
Aroma Resinoso, fuerte Resinoso, fuerte Resinoso, Argmaﬁco,
suave quimico
, , Marrén claro,  Marrén
Marrén oscuro, Marrén oscuro, o
Color : . rojizo, claro,
amarillento amarillento ;
amarillento verdoso
Gustos y sensaciones Amargo, picante Amargo, picante  Amargo Amargo,
en boca picante
Consistencia Poco blanda Poco blanda Dura Poco blanda
. Trozos Trozos Trozos
Aspecto Trozos irregulares . . .
irregulares irregulares irregulares
Ceras (%) 31,16 +3,16 a 31.01+285a  943+084b 530'268 *
Perdidas por 4 2 4 010 ab 146+004a 14340232 04+ 006
calentamiento (%) b
Cenizas (%) 1,93+0,01a 6,35+0,83 Db 0,98 +0,96 a E’18 + 0,44
Temperatura media ¢ 554 574 6316+028b  675+076a 00 * 104
de fusion (°C) b
b. Extractos EH-M1 EH-M2 EH-M3 EH-M4
hidroalcohdlicos
Extractoseco (%)  787£042ab 66040602  930x011p 20 * 0%
Contenido de fenoles
(mgeqgalicoly 2864 +0,17a 24.25+0,88 a ‘23’91 t 176 ﬁ%g“ *
; 86 a
propéleos)
Flavonoides totales
(mg eq quercetinalg 15,88 + 0,42 a 125540850 1062 059 1123«
, a 057b
___propdleos)
Indice de(sc;x'da“"o” 233+057a 300£100ab  225+057a g'33 %0550

En las determinaciones fisico-quimicas, cada dato es la media de 4 repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales no
son estadisticamente diferentes (p=0,05), segun la prueba de Tukey.

impurezas visibles fue inferior al 5 % en todas las mues-
tras, encontrando entre ellas astillas de madera, restos de
panales y partes de abeja.

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica de
las muestras de propéleos se presentan en la Tabla 2a.
En relacion al contenido de ceras, M3 presento valores
significativamente menores que las otras muestras. Las
pérdidas por calentamiento se encontraron en el rango de
1,04 a 1,46 %. Las determinaciones de cenizas y de la
temperatura media de fusion diferenciaron estadisticamen-
tea M1y M3 de M2y M4. Los rangos de temperaturas
desde el comienzo hasta el final de la fusion (maximos y

minimos) de las muestras fueron: 61-73 °C para M1, 56-
70 °C para M2, 64-71 °C para M3y 62 - 65 °C para M4,

Enla Tabla 2b se muestran los resultados de los ana-
lisis efectuados a los extractos hidroalcoholicos de propd-
leos. EH-M3 se destaco por presentar el valor mas alto
en las determinaciones de extracto seco y contenido de
fenoles. La variable flavonoides totales diferencié a EH-
M1y EH-M3, por sus valores estadisticamente superio-
res, de EH-M2 y EH-M4. En cuanto al indice de oxida-
cion, los extractos presentaron valores en elrango de 2 a
5 segundos.



M1

Figura 1. Muestras de propdleos (M) argentinos estudiados: Rio Colorado (M1), Carmen de Patagones (M2), Bahia

Blanca (M3), Lujan de Cuyo (M4).

Los analisis del espectro de absorcion UV-Vis se pre-
sentan en la Figura 2. Todos los EH exhibieron un perfil de
absorcion con una banda amplia entre 240 nmy 340 nm,
con maximos cercanos a los 290 nmy una banda leve-
mente insinuada entre los 320 y 330 nm. Los picos mas
elevados correspondieron a EH-M1y EH-M3.

En el ensayo in vitro (Fig. 3), los tratamientos a base
de extractos de propdleos mostraron un menor nimero
de conidios germinados y se diferenciaron estadistica-
mente (p<0,05) de los demas. Las colonias fungicas que
se desarrollaron luego de las 72 h en EH-M4 presentaron
una morfologia diferente al testigo y menor diametro.



Caracterizacion fisico-quimica y actividad antifingica de propoleos Cibanal I et al.
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Figura 2. Espectro UV-VIS de los extractos hidroalcohélicos de propdleos estudiados: Rio Colorado (EH-M1), Carmen de
Patagones (EH-M2), Bahia Blanca (EH-M3), Lujan de Cuyo (EH-M4).

Estudio in vitro de propiedades antifiingicas
de extractos de Propdleos

238 _
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Figura 3. Estudio in vitro de propiedades antiflingicas de cuatro extractos hidroalcohélicos de propéleos (EH), de un
fungicida comercial (F), de un control hidroalcohdélico (HA) y de un control sin agregados (C). Recuento de conidios
germinados (CG) alas 72 hy alas 144 h de iniciado el ensayo.

doi: 10.31285/AGR0O.23.83 6 Agrociencia Uruguay



Discusion

Los resultados del estudio sensorial (Tabla 2a) fueron
consistentes con las descripciones reportadas en la bi-
bliografia internacional, donde se menciona que las carac-
teristicas de los propdleos de distintas regiones geografi-
cas dependen de las resinas utilizadas en su elabora-
cion™@), La semejanza que presentaron M1y M2 es
atribuible a un origen botanico similar y a una relativa cer-
cania geogréfica (Tabla 1). La presencia de brillo y la du-
reza de M3 podrian deberse a la abundancia de especies
coniferas en el entorno del colmenar. Estas observacio-
nes fueron similares a las de Dias y otros®?®, quienes en-
contraron que las muestras cuyo origen botanico incluia
Pinus sp. presentaron una consistencia mas dura que las
que provienen de Populus sp.

La fraccion ceras carece de compuestos fendlicos y
de otras moléculas bioactivas, no obstante, su determina-
cion resulta de interés, ya que un alto contenido de ceras
indicaria un bajo contenido de resinas'®. Todas las mues-
tras analizadas en este trabajo presentaron valores com-
prendidos dentro de la tolerancia establecida por la norma
IRAM-INTA 15935-1 de propoleos de Argentina
(Tabla 2a), que fija un maximo del 35 % en peso. La mues-
tra M3 se destaco por su bajo contenido de ceras, mien-
tras que M4 presento valores cercanos a los reportados
por distintos autores®)2), E| mayor contenido de ceras
de M1y M2 podria ser atribuido al método de cosecha
utilizado y a la disponibilidad de resinas en la flora cercana
al apiario (Tabla 1). De acuerdo con Vazquez®™, el uso de
mallas plasticas matrizadas, a diferencia de lo que ocurre
con el raspado, evita la adicion accidental de otros mate-
riales al propdleos durante la recoleccion. Agra da Silva y
otros®" mencionaron que las abejas adicionan mayor
cantidad de ceras al propdleos cuando la oferta de resinas
vegetales es baja.

Las pérdidas por calentamiento cuantifican fundamen-
talmente la evaporacion de agua. El contenido de hume-
dad es determinante en la preservacion de los propdleos,
ya que el exceso de agua puede conducir a reacciones
de hidrdlisis de las moléculas bioactivas y favorecer el
crecimiento de microorganismos®?. Los valores de las
muestras analizadas en este trabajo (Tabla 2a) fueron in-
feriores a los obtenidos por otros autores('®®364, Esto
podria deberse a que provienen de regiones aridas y a
que el periodo de almacenamiento en un ambiente seco
fue relativamente largo.

En cuanto al contenido de cenizas, las muestras M1y
M3 presentaron porcentajes bajos, inferiores al 2 %
(Tabla 2a), y cercanos a lo reportado por distintos auto-
res®®), Los valores de M2 y M4 fueron notablemente
mas elevados. Angulo Vaca® encontré porcentajes su-
periores al 6 % y los atribuyd a que en determinadas oca-
siones las abejas adicionan lodo, maderas, etc., al propo-
leos para brindarle mayor consistencia.

La consistencia del prop6leos a temperatura ambiente
s una caracteristica valorada desde el punto de vista co-
mercial. La mayoria de las muestras pasan al estado liqui-
do entre los 60 y 70 °C") tal como se observé en
nuestro estudio (Tabla 2a). Es destacable que muestras
con temperaturas medias de fusién muy similares (M1-
M3y M2-M4) presentaron diferente amplitud en los ran-
gos de fusion.

El extracto seco de todas las soluciones hidroalcoholi-
cas de propdleos analizadas fue inferior al 10 % de peso
en volumen (Tabla 2b), valores cercanos a los reporta-
dos por otros autores que utilizaron el mismo solven-
te®¥C) En este sentido, Talero y otros® describen que
las extracciones con etanol al 70 % muestran valores pro-
medio de extractos secos menores a los obtenidos con
etanol al 96 %. Esto contribuye a explicar que los resulta-
dos de este estudio estén por debajo de los umbrales
establecidos por las normas para extractos etandlicos de
Argentina y de Brasil, que fijan un minimo del 10y 11 %,
respectivamente. La eleccién de hidroalcohol queda res-
paldada por los estudios de Da Silva Frozza y otros“?,
Miguel y otros“ y Woisky y Salatino®?, que indican que
este extractante es capaz de solubilizar fenoles y distintos
compuestos bioactivos en cantidades considerables,
siendo menos tdxico que otros solventes.

Los fenoles y flavonoides del propdleos son los mayo-
res responsables de su actividad biologica®?. Los resulta-
dos del contenido de fenoles y de flavonoides totales de
EH-M1, EH-M2 y EH-M4 (Tabla 2b) fueron acordes con
los reportados por otros autores!"#49)_E| extracto EH-
M3 se diferenci6 y se destacd por su elevado contenido
de fenoles, que podria atribuirse a la gran diversidad de
especies forestales presentes en cercanias del apiario que
pudieron ser fuentes de resinas de M3“9. Si bien estos
valores no son directamente comparables con las nor-
mas para extractos etanélicos, los niveles obtenidos en
los prop6leos analizados fueron notablemente superiores
al minimo establecido por las normas de Argentina y Bra-
sil, que es del 0,25 % para ambos parametros.



Los indices de oxidaciéon (Tabla 2b) fueron inferiores a
los resultados reportados por otros autores para extractos
de distintos origenes!"®®), Este parametro es uno de los
indicadores de la calidad del prop6leos, ya que mantiene
una relacion inversamente proporcional al contenido de
compuestos fendlicos®?.

La espectrofotometria UV (Fig. 2) permitié confirmar
la presencia de compuestos fendlicos en los extractos.
Las curvas fueron similares a las obtenidas por
Bedascarrasbure y otros"® para propéleos de las mis-
mas regiones.

Los resultados del ensayo in vitro referido al control de
Penicillium sp. (Fig. 3) mostraron que bajo la aplicacion
de los extractos hidroalcohdlicos de prop6leos la germi-
nacion de conidios de este hongo fitopatégeno es menor,
pese a las diferencias fisico-quimicas presentes entre los
mismos. En este sentido, Bankova“®y Kujumgiev y
otros"% sostienen que las propiedades bioldgicas de los
propoleos suelen ser similares, a pesar de tener un origen
botanico diferente.

Las diferencias observadas entre el nimero de
conidios germinados de los extractos y el control de
hidroalcohol confirman que la actividad antifungica obser-
vada es atribuible al prop6leos y no al extractante.

Conclusiones

Los propoleos analizados en este trabajo presentaron
diferentes caracteristicas sensoriales y fisico-quimicas,
sin embargo, coincidieron en la excelente actividad
antifingica sobre el hongo Penicillium sp. Los resultados
demuestran la potencialidad de diversos propdleos para
el tratamiento y control de fitopatdgenos. Esto permitiria
avanzar hacia el desarrollo de biofungicidas agricolas for-
mulados a base de prop6leos.
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