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Evaluacion de la actividad antimicrobiana y sensorial del propoleo utilizado como
desinfectante en dreas pecuarias

Evaluation of the antimicrobial and sensory activity of propolis used as a disinfectant in
livestock areas

Resumen

El propdleo es un producto de la colmena
formado por resinas que las abejas recolectan de las
plantas.

Estudios revelan que posee propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antifungicas,
entre otras. El objetivo de este estudio fue analizar
la capacidad antimicrobiana del propdleo utilizado
como principio activo de un desinfectante y su efecto a
nivel sensorial. El experimento se realizo recolectando
propoleo de apiarios en el departamento del Atlantico.
Se realiz6 extraccién con alcohol etilico al 96% y por
medio de agitacion y filtracién se obtuvo extracto
que se secd en estufa de secado por 2 h a 70 °C para
eliminar el solvente y obtenerlo seco. De este extracto
se prepararon soluciones de propdleo a diferentes
concentraciones y se realizo test de inhibicion in
vitro en placa con discos de papel impregnados con
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propoleo para obtener la concentracion inhibitoria
frente a Salmonella typhimurium, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Se prepard el desinfectante
a partir del extracto etandlico a una concentraciéon
del 15% y se utilizo en las superficies del area de
ordefio de la finca El Caney, se tomaron muestras por
hisopados antes y después de la desinfeccion y los
resultados mostraron disminucién en el crecimiento
de aerobios mesofilos (flora total), de igual forma
que el hipoclorito de sodio a 100 ppm utilizado
habitualmente En el analisis estadistico de Anova y
Tukey se presentaron diferencias significativas entre
las soluciones preparadas y los microorganismos
utilizados, al igual que en los resultados de la
desinfeccion. Se realizaron analisis sensoriales al
producto elaborado, el cual presenté aceptacion por
parte de los panelistas con relaciéon a los atributos
color y olor obteniendo un promedio de 7,9; 8,0;
respectivamente con relacion a la escala heddnica de
9 puntos.
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Palabras claves

Accién inhibitoria, antimicrobiano, sensorial,
aerobios mesofilos.

Abstract

Propolis is a product of the hive formed by resins
that bees collect from plants. Studies reveal that it has
antioxidant, antimicrobial and antifungal properties,
among others. The objective of this study was to
analyze the antimicrobial capacity of propolis used as
an active ingredient of a disinfectant and its effect at
the sensory level. The experiment was conducted by
collecting propolis from apiaries in the department of
Atlantico. Extraction was carried out with 96% ethyl
alcohol and by means of stirring and filtration, an
extract was obtained which was dried in a drying oven
for 2 h at 70 ° C to remove the solvent and obtain it dry.
From this extract, propolis solutions were prepared at
different concentrations and an in vitro inhibition test
was carried out on a plate with paper discs impregnated
with propolis to obtain the inhibitory concentration

against Salmonella typhimurium, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. The disinfectant was prepared
from the ethanol extract at a concentration of 15% and
was used on the surfaces of the milking area of the El
Caney farm, samples were taken by swabs before and
after disinfection and the results showed a decrease
in growth of mesophilic aerobes (total flora), in the
same way as the sodium hypochlorite at 100 ppm
commonly used In the statistical analysis of Anova
and Tukey there were significant differences between
the prepared solutions and the microorganisms used,
as well as in the results of the disinfection. Sensory
analyzes were carried out on the elaborated product,
which presented acceptance by the panelists regarding
the color and smell attributes, obtaining an average of
7.9; 8.0; respectively in relation to the hedonic 9-point
scale.

Keywords

Inhibitory, antimicrobial, sensory, mesophilic
aerobic action .
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Introduccion

Los productos desinfectantes son sustancias
quimicas que se utilizan para eliminar los
microorganismos patdgenos y no patdgenos, actiian
de diferentes formas sobre diversos organelos de las
células microbianas causando dafos irreversibles
Vargas, R., Torrescano & Sanchez, A. (2013)

(Tolosa, 2002)

El uso de sustancias quimicas, tal como se
describi6 anteriormente, tiene sus desventajas sobre
todo por la utilizaciéon indiscriminada, desde hace
mas de seis décadas se ha considerado un nuevo
problema en salud publica por las repercusiones cada
vez mas acentuadas para la salud.

Actualmente, se estdn ensayando sustancias
naturales como el propdleo, definido como un
producto de la colmena formado por resinas que las
abejas recolectan de plantas. Estudios revelan que
posee propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias, anti-alergénicas y antitrombéticas
y que depende de su origen botdnico, de su
composiciéon quimica, del sitio geografico donde fue
recolectado, de su edad y método de extraccion. Una
de las propiedades mas importante del propdleo es
su actividad antimicrobiana, la cual se le atribuye
fundamentalmente a los flavonoides que posee, los
cuales son aproximadamente unos 38. Esto ha sido
descrito por Tolosa & Canizares, (2002), como 12
derivados del 4cido benzoico, 14 derivados del alcohol
cinamilico y el acido cindmico, 12 componentes entre
alcoholes, cetonas y fenoles, 7 terpenos, 11 esteroides,
7 azlcares y 2 aminoacidos, ademas de galangina,
pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, éster bencil
del acido pcumarico y mezclas de ésteres del acido
cafeico (Garcia, Medina, Delgado, Truffin, & Gémez,
2007).

En la actualidad, el propoéleo se utiliza en la
industria de medicamentos, cosméticos, productos de
aseo y en la produccion de alimentos. Es importante
anotar que se ha reportado la aplicacidn del propdleo

como bioconservante en productos alimenticios,
tales como frutas (Quintero, Falguera & Muioz,
2010), chorizo (Gutiérrez & Suarez (2012), pescado
(Valencia et al., 2012.) y yogur (Carrera, Henrry,
Marquez & Espinoza, 2016).

En este estudio se evalud In Vitro la actividad
antimicrobiana de extractos etandlicos de propdleo
contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, de igual forma se analizé
la accién desinfectante sobre superficies en dreas
pecuarias.

Adicionalmente, se realizaron pruebas
sensoriales del producto para medir la residualidad
de color y olor sobre las superficies sobre las cuales se
aplico. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

Materiales y Métodos

El estudio realizado fue de tipo experimental
desarrollado en laboratorio.

Extraccion del propdleo

El propdleo colectado provenia de apiarios
de zonas veredales del municipio de Baranoa,
Atlantico. Estos se transportaron hasta el laboratorio
de microbiologia del Centro para el Desarrollo
Agroecoldgico y Agroindustrial Cedagro Sena,
Regional Atlantico. Se pesaron 100 g de propoéleo a los
cuales se les agregé 400 mL de alcohol etilico al 96%
(grado alimenticio) para realizar la extraccion del
propoleo. La muestra preparada se coloco en un plato
de agitacion por 2 horas con rotacion permanente a
400 RPM. Al cabo de este tiempo se dejo en reposo
por 12 horas protegido de la luz mediante papel
aluminio.

Posteriormente se decanté el liquido con
embudo y papel filtro No 4 en un erlenmeyer y fue
sometido nuevamente al proceso anteriormente
mencionado. Al final se obtuvieron dos extractos que
se colectaron en un recipiente protegido de la luz.
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Preparacion de las soluciones de propdleo

El propdleo obtenido de la extraccidn se llevé a
cabo en estufay se dejé secar por una hora para eliminar
el exceso de alcohol. Una vez obtenido el extracto seco
se pesaron 5 g, 10 gy 15 gy se afor6 hasta 100 ml con
agua destilada estéril para obtener concentraciones de
50 mg/ml, 100 mg/ml y 150 mg/ml respectivamente.

Test de halo de inhibicion

Una vez preparadas las soluciones de propdleo
se evaluo la actividad antimicrobiana utilizando el
test de halo de inhibicion. Para esto fueron empleadas
placas de Petri con agar Miieller Hinton, se tomaron
alicuotas de los cultivos de los microorganismos
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium preparados previamente en caldo BHI y
se agregaron en tubos con solucién salina estéril que
posteriormente se compararon con el 0,5 escala de
Mac Farland (1,5 x 108 UFC). Las especificaciones
de los microorganismos con lineas estandarizadas
ATCC (American Type Culture Collection) con
especificaciones: Para Salmonella typhimurium ATCC
14028 lote 363-231-4, para Escherichia coli ATCC
25922 lote 335-164- 3, para Staphylococcus aereus
ATCC 25923 lote 360-256- 1.

Posteriormente, se tomaron cajas de Petri
provistas de agar Mueller Hinton las cuales se
sembraron masivamente en la superficie con hisopados
delos microorganismos ya mencionados. Previamente,
se impregnaron discos de papel filtro whatman N° 3
estériles (5 mm de didmetro) con las concentraciones
de propdleo establecidas y se dejaron secar a 60°C por
2 h para eliminar restos de humedad.

Estos discos fueron colocados en las placas
previamente inoculadas. Adicionalmente, se contd
con un tratamiento control (papel filtro con alcohol
etanolico) y otro tratamiento blanco (disco sin
adicion de compuestos). Todas las placas se llevaron
a incubacién por 24 h a 37 °C. La figura 1 ilustra el
procedimiento.

Figura 1. Test de inhibicién en placas de agar

Fuente: Autores.

Preparacion del desinfectante

Se tomo el extracto de propodleo y se preparé el
desinfectante segun el resultado obtenido en el test de
inhibicién de la siguiente proporcion (0,15%):

Extracto de propdleo 30 g
Agua destilada estéril 200 ml Se prepararon en frascos
color ambar con un volumen de 200 ml cada uno.

Aplicacion del desinfectante, muestreo y analisis de
aerobios mesdfilos

Se realizaron dos tipos de procedimientos de
desinfeccion y muestreo en las dreas pecuarias (bovinos):

Uno utilizando un desinfectante habitual como el
hipoclorito de sodio a 100 ppm y se tomaron muestras
antes de la desinfeccion y después de la desinfeccion por
el método del hisopado y se sembraron en profundidad
en agar plate count para recuento de aerobios mesoéfilos.

El otro procedimiento se realizé utilizando el
desinfectante de propdleo (15%), se tomaron muestras
antes y después de la desinfecciéon por el método del
hisopado y se sembraron en profundidad en agar plate
count para recuento de aerobios mesdfilos.
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Ambos se incubaron a 35°C +/- 2 °C por 24. 48h,
luego se realizaron las lecturas correspondientes.

Andlisis sensorial

La prueba se realiz6 en dreas pecuarias
(bovinos) de la finca el Caney del Sena Cedagro, para
ello se concertd con voluntarios, mediante una escala
hedoénica de 9 puntos (en donde 9 corresponde a “me
gusta extremadamente” y 1 corresponde a “me disgusta
extremadamente”, tomando el punto 4 como el punto de
aceptacion intermedia

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se organizaron en una
hoja de Excel y fueron analizados estadisticamente
mediante ANOVA de dos factores, test de media de
Tukey al nivel del 5% de probabilidad.

Resultados

Extraccion del propoleo: El extracto que se
obtuvo fue de color &mbar y olor caracteristico.

Preparacion de las soluciones de propdleo: Las
soluciones preparadas se conservaron en refrigeracion.

Figura 2. Soluciones de propdleo

Fuente: Autores.

Resultados del test de halo de inhibicion

Transcurrido el tiempo de incubaciéon se
midieron los halos de inhibicién y se reportaron en
milimetros (mm).

Se midieron los halos con una regla de
diametros, y se compararon segtn escalas Duraffourd

o Para un didmetro inferior a 8 mm, se otorga la
caracteristica nula (-)

o Para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm,
se lo define como sensibilidad imite (Sensible =
+)

o Un didmetro entre 14 y 20 mm, se lo encasilla
como medio (muy sensible =++)

« Finalmente para un diametro superior a 20 mm
el microrganismo es sumamente sensible (+++),
(Aigaje, 2017).

En la comparacion de los halos de inhibicion
con la escala Duraffourd se obtuvo lo siguiente:

En la concentraciéon de 150 mg/ml presentd
la accién sobre la E.coli, Salmonella y S. aureus
en la categoria SENSIBLE +, mientras que en las
concentraciones de 50 mg/ml y 100 mg/ml fue nula
para Salmonella y E. coli.

Segun lo anterior la concentracion de 150 mg/
ml fue la escogida por ser la concentracién en que se
presentd actividad microbicida. Los resultados de las
medias del test de halo de inhibicion se representan
en la Tabla 1.
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Tabla 1. o Propéleo 15% 11 2
Resultados test de halo de inhibicion

Propdleo 15% 5 0
Concentracion propdleo
50 100 150 0 mg/ml Propdleo 15% 13 2
mg/ml  mg/ml mg/ (Blanco)
ml Propoleo 15% 9 2

Salmonella 7,33% 8,00 9,3 0,00

typhimurium Fuente: Elaboracion propia
Escherichia coli 6,00 7,33 8,0 0,00

La desinfecciéon con propoéleo al 15% mostr6
disminuciéon en el crecimiento de los aerobios

Staphylococcus aereus 8,00 9,00 11 0,00 mesofilos pos desinfeccién, de igual forma ocurrié

Fuente: Elaboracion propia

Se presentaron diferencias significativas (p<0,05)
entre los tratamientos para todos los microorganismos.

Analisis de aerobios mesofilos

Los resultados microbioldgicos de la prueba
realizada se describen en la tabla 2.

Tabla 2.
Resultados microbioldgicos antes y después de desinfeccion
Desinfectante Antes de Después de
desinfeccion desinfeccion
UFC UFC
Hipoclorito de sodio 12 3
100 ppm
Hipoclorito de sodio 10 0
100 ppm
Hipoclorito de sodio 10 0
100 ppm
Hipoclorito de sodio 8 0
100 ppm
Hipoclorito de sodio 12 2
100 ppm
Propoleo 15% 8 1

con el desinfectante habitual (hipoclorito de sodio a
100ppm).

Estadisticamente se presentaron diferencias
significativas entre los dos grupos y entre cada uno de
ellos.

Analisis sensoriales

Para los andlisis sensoriales no se encontraron
diferencias significativas (P>0.05) en los atributos de
color y olor, siendo aceptadas por los colaboradores de
la prueba.

Discusion

En este experimento se demostré que el
propdleo posee actividad antimicrobiana al inhibir in
vitro microorganismos como E. coli, Salmonella y S.
aureus, la concentracion donde se observd el efecto
microbicida fue 150 mg/ml. Otros autores utilizaron
concentraciones cercanas al de este trabajo (Gutiérrez,
2012) y (Chen, Yue-Wen, & Chou, Cheng-Chun, 2005).

El extracto de propdleo present6 mayor actividad
frente a S. aureus comparado con los microorganismos
utilizados, estos resultados coinciden con los anotados
por Vargas, R., Torrescano, G. & Sanchez, A,
(2011). Previamente, se ha indicado que la actividad
antibacteriana de los propdleos es debida a la presencia
de compuestos fenolicos, especialmente flavonoides,
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acidos fendlicos y sus ésteres (Carrillo, M., Castillo, L.,
& Mauricio, R., 2011).

Segun los resultados obtenidos, se evidencia
que el propdleo utilizado en este experimento es de
alta efectividad, ya que posee actividad bacteriostatica
y bactericida sobre bacterias en general aerobias
mesofilas y sobre Gram negativas, lo cual es un
hallazgo importante debido a que el propdleo en otras
regiones del mundo sélo es efectivo contra bacterias
Gram positivas, tal como lo describe Gill, Pirelli,
Alvarado, Arias & Blumenthal (2012).

En cuanto al muestreo pre y pos desinfeccion,
se observaron diferencias entre los tratamientos
realizados, el crecimiento de aerobios mesodfilos
disminuyé con la aplicacion del desinfectante a
base de propdleo. Igual comportamiento presenté el
desinfectante hipoclorito de sodio a 100 ppm.

El uso de extracto etandlico de propoleo al
15% como desinfectante no afecta las caracteristicas
sensoriales de las superficies muestreadas en los
atributos de olor y color
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