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Resumen

El propdleo es uno de los productos esenciales
de la colmena de abejas, entre sus propiedades
fundamentales se encuentra la actividad antimi-
crobiana por su compleja constitucidon quimica.
Actualmente se utiliza en la industria de medi-
camentos, cosméticos, productos de aseo y en
la produccion de alimentos. Se han reportado
aplicaciones del propdleo como bioconservan-
te en productos alimenticios, tales como frutas,
carnicos y lacteos. El objetivo de este estudio fue
analizar la capacidad antimicrobiana del propoé-
leo frente a patégenos causantes de enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETA). El experi-
mento se realizé utilizando propdleo colectado
de veredas de Baranoa, Atlantico. Se realizaron
extracciones utilizando alcohol etilico al 96%,
se sometid a agitacion vy filtracién. Obtenido el
residuo, se seca en horno y posteriormente se
prepararon diferentes concentraciones (1.6, 1.8y
2.0 mg/mL) a las cuales, se les midié la actividad
antimicrobiana mediante un test de difusién en
agar contra Salmonella typhimurium, Escheri-
chia coli y Staphylococcus aureus. Del analisis
microbiolégico in vitro se observé halo de inhi-
bicion de 6 mm correspondiendo a la concentra-
cion de 1.6 mg/mL. Siendo mas efectivo sobre
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microorganismos gram positivos S. aureus que
sobre los gram negativos S. typhimurium y E. coli.

Palabras claves: Antimicrobiano, apiarios, en-
fermedades transmitidas por alimentos, propé-
leo, patégeno.

Abstract

Propolis is one of the essential products from
beehive, among its fundamental properties
antimicrobial activity can be found due to its
complex chemical constitution. Propolis is
currently used in the industry of medicines,
cosmetics, personal care and food products.
Propolis applications as a bioconservative in food
products, such as fruits, meat and dairy products
have been reported. The objective of this study
was to analyze the antimicrobial capacity of
propolis against pathogens causing foodborne
diseases (FBDs). The experiment was performed
using propolis collected from villages in
Baranoa, Atlantico. Extractions were performed
using 96% ethyl alcohol, subjected to stirring
and filtration. Once the residue was obtained, it
was dried in an oven and subsequently different
concentrations (1.6, 1.8 and 2.0 mg / mL) were
prepared at which the antimicrobial activity
was measured by an agar diffusion test against
Salmonella typhimurium, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. In vitro microbiological
analysis 6 mm inhibition halo was observed
corresponding to the concentration of 1.6 mg
/ mL. Being more effective on gram positive
microorganisms S. aureus than on gram negative
S. typhimurium and E. coli.

Keywords: Antimicrobial, apiaries, foodborne
diseases, propolis, pathogen

Introduccion

Las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) son el sindrome originado por la ingestion
de alimentos y/o agua, que contengan agentes

etiolégicos en cantidades tales que afecten la
salud del consumidor a nivel individual o grupos
de poblacion, (INS, 2016).

Las ETA constituyen uno de los problemas sani-
tarios mas comunes y de mayor impacto sobre
la salud de las personas en el ambito mundial.
Afectan, principalmente, a la poblacion pobre,
ninos, mujeres embarazadas y ancianos. La apa-
ricion de brotes de ETA podria perjudicar tanto al
comercio como al turismo, provocando pérdidas
de ingresos, desempleo y demandas. Ademas,
el deterioro de los alimentos ocasiona pérdidas,
costos y puede influir, negativamente, en el co-
mercio y en la confianza de los consumidores
(World Health Organization, 2015).

Aungue las enfermedades transmitidas por los
alimentos causan morbilidad en los paises de-
sarrollados, la carga principal recae en los paises
en desarrollo. Lo anterior, teniendo en cuenta
que la poblacién de los paises en desarrollo es
mas propensa a sufrir de enfermedades trans-
mitidas por alimentos, debido a varias razones
como el tratamiento descuidado de los alimen-
tos (falta de coccidn, aseo, mezcla de alimentos
en buen estado con los que se encuentran en
mal estado) y la falta de acceso al agua potable,
ya que esta es necesaria para la preparacién de
alimentos, la limpieza del hogar etc. Otro factor
fundamental que interviene en la aparicion de
estas enfermedades es el transporte inadecuado
y almacenamiento de los alimentos. No obstan-
te, el mas importante es la falta de conciencia
sobre practicas alimentarias seguras e higiénicas
(World Health Organization, 2015).

Las buenas practicas de manufactura en la ela-
boracién de los alimentos es pieza fundamental
para el control y prevencion de la ETA, sumado al
uso de conservantes, los cuales se definen como
sustancias quimicas que se utilizan en cantida-
des reguladas y cuyo fin es mantener la vida util
del alimento impidiendo el crecimiento de los
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microorganismos patdégenos y no patdgenos,
que actuan de diferentes formas sobre diversos
organelos de las células microbianas causando
danos irreversibles (Vargas, R., Torrescano & San-
chez, A.2013).

La produccién de alimentos en la actualidad,
se ha enfocado en la fabricaciéon de alimentos
inocuos con la tendencia a utilizar compuestos
naturales, entre ellos aceites esenciales de clavo
de olor, canela, orégano, tomillo y otros como el
quitosanoy propdleo.

El propdleo es un producto de la colmena for-
mado por resinas que las abejas recolectan de
plantas. Estudios revelan que posee propieda-
des antioxidantes, antimicrobianas y anti fungi-
cas, entre otras (Vargas, Torrescano & Sanchez,
2013). En este contexto, se ha demostrado el
efecto de los extractos de propdleo sobre ciertas
bacterias y hongos, asi como patégenos de inte-
rés alimentario. Ensayos in vitro han demostrado
que los extractos de propdleos son activos frente a
numerosos microorganismos, siendo mds eficaces
en un gran numero de bacterias gram positivas,
pero con limitada actividad sobre las gram nega-
tivas (Carrillo, Castillo, & Mauricio, 2011).

Quimicamente, el propdleo es muy complejo,
constituido por 18 componentes principalmen-
te del tipo flavonoide, tales como, las flavonas,
flavones y las flavo nonas. Se han reportado al-
rededor de 38 flavonas, 12 derivados del acido
benzoico, 14 derivados del alcohol cinamilico y
el acido cinamico, 12 componentes entre alco-
holes, cetonas y fenoles, 7 terpenos, 11 esteroi-
des, 7 azucares y 2 aminodcidos, (Tolosa & Caii-
zares, 2002).

Una de las propiedades mas importantes del
propodleo es su actividad antimicrobiana, que
se le atribuye fundamentalmente a los flavonoi-
des, aproximadamente unos 38, que han sido
descritas por Tolosa & Canizares, (2002) como

12 derivados del acido benzoico, 14 derivados
del alcohol cinamilico y el 4cido cindmico, 12
componentes entre alcoholes, cetonas y fenoles,
7 terpenos, 11 esteroides, 7 azucares y 2 ami-
noacidos, ademds de galangina, pinobanksina,
pinobanksina-3-acetato, éster bencil del 4cido
pcumadrico y mezclas de ésteres del acido cafei-
co (Garcia, Medina, Delgado, Truffin, & Gémez,
2007).

En ensayos in vitro se ha demostrado que los
extractos de propodleos son activos frente a nu-
merosos microorganismos, siendo mas eficaces
en un gran numero de bacterias gram positivas,
pero con limitada actividad sobre gram nega-
tivas. Algunos estudios lo demuestran, como
aquellos realizados en varias regiones de Corea
donde se encontraron que éstos tenian alta ac-
tividad sobre S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium
y C. albicans (Choi, Noh, Cho, & Suh HJ, 2006). En
otras investigaciones se menciona la reduccion
in vitro en el nimero de microorganismos (S. au-
reus, E. faecalis, B. subtilis, S. typhimurium y C. al-
bicans), atribuyendo esta actividad al contenido
de compuestos fendlicos como los flavonoides
(Velazquez, Navarro, Acosta, & Angulo, 2007).

Es importante anotar que se ha reportado la
aplicaciéon del propdleo como bioconservan-
te en productos alimenticios, tales como frutas
(Quintero, Falguera & Mufioz, 2010), chorizo
(Gutiérrez & Suarez (2012), pescado (Valencia
et al, 2012.) y yogur (Carrera, Henrry, Marquez &
Espinoza, 2016).

Estudios experimentales en Colombia, datan
de 2012 e incluyen ensayos del propéleo con
diversos tipos de alimentos, ya sea como recu-
brimiento de los empaques o afnadiéndolo al
proceso como conservante, tal como apunta
Gutiérrez, (2012), donde se establecié la capa-
cidad biopreservante del propdleo en chorizos
y se comparé con el nitrito de sodio, resultando
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similar al nitrato por controlar el crecimiento mi-
crobiano en el alimento.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue
analizar la capacidad antimicrobiana del propé-
leo frente a patdgenos causantes de enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETA). Por medio
de esta se precisa un estudio preliminar para el
inicio de otras aplicaciones con el propdleo.

Materiales y métodos

Es un estudio de tipo experimental, realizado en
laboratorio.

Extraccion del Propédleo

El experimento se realizdé usando propdleo obte-
nido en un apiario en las inmediaciones de Me-
gua, municipio de Baranoa (Atlantico).

El propodleo colectado fue trasladado hasta el
laboratorio microbiolégico vy fisicoquimico del
SENA CEDAGRO en Sabanalarga (Atlantico), don-
de se le realizaron dos extracciones con etanol al
96%, de la siguiente manera: se pesaron 100 g
de propdleo y se agregaron 400 mL de alcohol
etilico al 96%, sometiendo a agitacién en equipo
de rotacion por 2 h, se dejé en reposo por 12 h'y
luego pasado por filtro de papel. El residuo ob-
tenido fue sometido nuevamente a extraccion
con alcohol etilico al 96%. A partir de alli, los dos
extractos obtenidos se mezclaron y se colocaron
en horno de secado por 2 h a 70 °C para eliminar
el solvente y obtenerlo seco.

Figura 1. Propéleo extraido.
Fuente. Elaboracion propia.

Para la preparacion de las diferentes soluciones
de propdleo se trabajé con material de vidrio y
agua destilada estéril. A partir del extracto seco
se pesaron 6 g del propdleo y se aforé hasta 100
mL en un matraz obteniéndose una concentra-
cion de 60 mg/mL. A partir de esta solucién, se
prepararon las diferentes concentraciones de
propdleo (1,6 mg/mL, 1.8 mg/mLy 2.0 mg/mL).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana
in vitro del propdleo

Para los andlisis microbioldgicos se utilizaron
cepas de microorganismos en caldo BHI (caldo
infusion cerebro corazén), agar Mieller Hinton
para la prueba de difusién en placa y la escala de
Mac Farland al 0.5 (1.5 x 10° células) para la com-
paracion de concentracién de microorganismos.

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 aureus ATCC 25923
lote 360-256- 1.

Se realizé la prueba de difusién en agar in vitro
de la siguiente manera:

Se tomaron de 3 a 4 colonias de los microorga-
nismos S. typhimurium, E. coli y S. aureus que se
encontraban en agar nutritivo y se colocaron en
tubos con 5 mL de solucidn salina estéril, se dejo
en reposo por algunos minutos y se comparé con
la escala de Mac Farland al 0.5. Posteriormente,
cada caja de Petri provista de agar Mueller Hin-
ton fue inoculada con un microorganismo espe-
cifico utilizando siembra masiva. A continuacion,
se utilizaron discos de papel filtro whatman N° 3
estéril impregnados con las concentraciones de
propdleo establecidas y se dejaron secar a 60°C
por 4 h para eliminar restos de humedad. Estos
discos fueron colocados en el centro de las pla-
cas previamente inoculadas. Adicionalmente, se
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conto con un tratamiento de control (papel filtro
con alcohol etandlico) y otro tratamiento blanco
(disco sin adicion de compuesto). Todas las pla-
cas se llevaron a incubacién por 24 h a 37 °C.

Analisis estadistico

Los analisis se realizaron por triplicado y los re-
sultados obtenidos se analizaron estadistica-
mente aplicando ANOVA y test de TUKEY.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana
in vitro del propédleo

Los resultados de la prueba se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Promedio de las mediciones de los ha-
los de inhibicién propdleo vs microorganismos
patégenos

Concentracion de propdleo

1,6 mg/ 1.8 2,0 mg/

d | mgdl | ar | Blance

7 *
Salmonella 33 8,0 9,33 0,0
typhimurium
Escherichia coli
scherichia coli 6,0 733 8,0 0,0

Staphylococcus | 8,0
aereus

9,0 11,0 0,0

*mm

Fuente. Elaboracion propia

Se toma como referencia la lectura del halo de
inhibicién de 6 mm por ser la concentracién
minima donde se observo el efecto bactericida
del propéleo; otros experimentos realizados por
Gutiérrez & Suarez (2012) encontraron resulta-
dos similares. La presencia del halo de inhibicion
indica que las bacterias evaluadas son sensibles
a la concentracion de propdleo a la que fue en-
frentada y la ausencia de dicho halo tiene nula
efectividad.

Discusion: evaluacion de la actividad
antimicrobiana in vitro del propdleo

En la Figura 2 se muestra que el extracto de pro-
poleo presentd mayor actividad frente bacterias
gram positivas como el S. aureus que frente a
bacterias gram negativas como la E. coliy S, typhi-
murium. Vargas, Torrescano. & Sanchez (2011)
registraron resultados similares. La actividad
antibacteriana de los propdleos se da gracias a
la presencia de compuestos fenélicos, especial-
mente flavonoides, acidos fendlicos y sus éste-
res. (Carrillo, Castillo & Mauricio, 2011).

Halos de inhibicién
12,00

10,00

C
b a
b a b
8,00 a a
a
6,00
4,00
12,00
0,00

1,6 mg/dl 1,8 mg/d| 2,0 mg/dl 0mg/dl
(Blanco)

=3

Medicién en mm
(=]

M Salmonella typhimurium ® Escherichia coli

Staphylococcus aereus

Figura 2. Halos de inhibicion
Fuente. Elaboracién propia

Se presentaron diferencias significativas (p<0,05)
entre las diferentes concentraciones de propoé-
leo y microorganismos.

La concentracién mas baja que registré en este
el primer halo de inhibiciéon es de 1.6 mg/ml
mostrando un didmetro de 6 mm, este resultado
es similar a estudios realizados previamente por
Gutiérrez & Sudrez (2012), Chaillou & Nazareno
(2009) y Lu & Chen (2005).

Es importante anotar que el propdleo utiliza-
do presenta actividad bactericida sobre los mi-
croorganismos gram negativos utilizados es este
estudio, que lo convierte en un hallazgo impor-
tante, ya que ha demostrado ser mas efectivo
sobre gram positivos, como lo manifiestan estu-
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dios previos de Gill, Pirelli, Alvarado, Arias & Blu-
menthal (2012).

Con relacion al control utilizado (alcohol 96%)
se observa que no produce inhibicién, conclu-
yendo que el alcohol utilizado como solvente no
es el responsable de la accién inhibitoria frente
a los microorganismos. El blanco utilizado es un
disco de papel filtro sin ninguna sustancia im-
pregnada y no presenté inhibicion alguna en el
experimento. Los controles de los microorganis-
mos reportaron abundante crecimiento, lo que
da validez a los resultados. De igual forma, los
controles de los medios de cultivos utilizados tu-
vieron cero recuentos de unidades formadoras
de colonias.

Conclusion

« En este experimento se demostré que el
propdleo posee actividad antimicrobiana
al inhibir in vitro microorganismos como E.
coli, Salmonellay S. aureus, la concentracion
minima donde se observé el efecto micro-
bicida fue 1,6 mg/dl. Otros autores como
Gutiérrez (2012) y Chen, Yue-Wen, & Chou,
Cheng-Chun (2005) utilizaron concentracio-
nes cercanas a la de este trabajo.

«  El extracto de propdleo presenté mayor ac-
tividad frente a S. aureus comparado con los
microorganismos utilizados; estos resulta-
dos coinciden con los anotados por Vargas,
R., Torrescano, G. & Sanchez, A., (2011). Pre-
viamente, se ha indicado que la actividad
antibacteriana de los propéleos es debida a
la presencia de compuestos fenélicos, espe-
cialmente flavonoides, acidos fendélicos y sus
ésteres (Carrillo, M., Castillo, L., & Mauricio, R.,
2011).

« El propdleo utilizado en este experimento
resulté eficaz contra tres patégenos impor-
tantes causantes de ETA.

«  Por ser un experimento preliminary no con-

cluyente es importante realizar otras prue-
bas como la concentracién minima inhibito-
ria (CMI) y (CMB).
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