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RESUMEN

El propdleo es una sustancia, de aspecto resinoso, producida por la abeja
(Apis mellifera) ampliamente utilizado por sus propiedades beneficiosas. Hay
una enorme controversia en relacion a la manera de obtener los extractos
etandlicos del propéleo, ya que este hecho puede influir definitivamente en la
mayor 0 menor presencia de sustancias activas en ellos. En este sentido, el
objetivo del presente estudio ha sido comparar diferentes procedimientos de
obtencion de dichos extractos etandlicos (combinando maceracion y
ultrasonidos), evaluando la actividad antimicrobiana de los mismos en
muestras de propoleo de diversos origenes (Valencia y Rumania). El analisis
se llevé a cabo en 8 bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas
con potencial patdgeno en la industria alimentaria.La actividad
antimicrobiana se analizé6 mediante la técnica de difusién disco placa y la
cantidad minima inhibitoria se midi6 mediante la realizacion de diluciones de
las muestras. No se observaron diferencias significativas entre los diferentes
procedimientos empleados para la obtencion de los extractos etandlicos, por
lo que se recomienda utilizar el método que implique menor tiempo y coste.
Sin embargo, si se observaron diferencias significativas con respecto al tipo
de propéleo. Las muestras de Valenciafueron efectivas sobre el 100% delas
bacterias Gram positivas estudiadas; por el contrario, no se obtuvo inhibiciéon
en ninguna bacteria Gram negativa. Dentro de las bacterias Gram negativas
estudiadas se observo inhibicion en Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus, bacterias patdégenas presentes habitualmente en la industria
alimentaria. Este hecho pone de manifiesto que el propoleo se podria utilizar
como un potencial aditivo en la industria agroalimentaria por sus
propiedades antimicrobianas.

RESUM

El propolis és una substancia, d'aspecte resinds, produida per l'abella (Apis
mellifera) ampliament utilitzat per les seues propietats beneficioses. Hi ha
una enorme controversia en relaci6 amb la manera d'obtenir els extractes
etanolics del propolis, ja que aquest fet pot influir definitivament en la major o
menor presencia de substancies actives en ells. En aquest sentit, I'objectiu
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d'aquest estudi ha estat comparar diferents procediments d'obtencid
d'aquests extractes etanolics (combinant maceracié i ultrasons), avaluant
l'activitat antimicrobiana dels mateixos en mostres de propolis de diversos
origens (Valencia i Romania). L'analisi es va dur a terme en 8 bacteries tant
Gram positives com Gram negatives amb potencial patogen en la industria
alimentaria. La activitat antimicrobiana es va analitzar mitjancant la técnica
de difusié disc placa i la quantitat minima inhibitoria es va mesurar mitjancant
la realitzaci6 de dilucions de les mostres . No es van observar diferéncies
significatives entre els diferents procediments emprats per a I'obtencié dels
extractes etanolics, de manera que es recomana utilitzar el métode que
impliqui menor temps i cost. No obstant aixo, si es van observar diferéncies
significatives pel que fa al tipus de propolis. Les mostres de Valencia van ser
efectives sobre el 100% deles bacteris Gram positives estudiades; per
contra, no es va obtenir inhibicié en cap bacteria Gram negativa. Dins de les
bacteries Gram negatives estudiades es va observar inhibicid en
Staphylococcus aureus i Bacillus cereus, bacteries patdgenes presents
habitualment en la industria alimentaria. Aquest fet posa de manifest que el
propolis es podria utilitzar com un potencial additiu en la industria
agroalimentaria per les seves propietats antimicrobianes.

ABSTRACT

Propolis is a substance, resinous in appearance, produced by the bee (Apis
mellifera) widely used for its beneficial properties. There is a great deal of
controversy as to how to obtain the ethanolic extracts of propolis, since this
fact can definitely influence the presence of active substances in them. In this
sense, the objective of the present study was to compare different
procedures for obtaining these ethanolic extracts (combining maceration and
ultrasound), evaluating the antimicrobial activity of the same in samples of
propolis of different origins (Valencia and Romania). The analysis was
carried out on 8 bacteria both Gram positive and Gram negative with
pathogen potential in the food industry. The antimicrobial activity was
analyzed using plate disc diffusion techniqgue and the minimal inhibitory
amount was measured by performing dilutions of the samples. There were no
significant differences between the different procedures used to obtain
ethanolic extracts, so it is recommended to use the method that implies less
time and cost. However, if significant differences were observed with respect
to propolis type. The Valencia samples were effective on 100% of the Gram
positive bacteria studied; on the contrary, no inhibition was obtained in any
Gram negative bacteria. Among the Gram negative bacteria studied,
inhibition was observed in Staphylococcus aureus and Bacillus cereus,
pathogenic bacteria commonly found in the food industry. This fact shows
that propolis could be used as a potential additive in the agro-food industry
because of its antimicrobial properties.

Key words : Propolis, Staph. aureus, B. cereus, Staph. epidermidis, M.
luteus, L. innocua antimicrobial activity, minimun inhibitory amount, Gram
positive.



 UNIVERSITAT
|”| ' POLIFH NICA
DE VALENCIA

INSTITUTO DE INGENIER A DE
ALIMENTCS PARA EL DESARROLLO

INTRODUCCION

El propdleo es una sustancia, de aspecto resinoso, producida por la abeja
(Apis mellifera) a partir de secreciones de origen vegetal (yemas, corteza,
ramas, frutos jovenes, etc.) y de otros agentes como polen, cera (25-35%),
aceites esenciales (5-10%), y otros componentes minoritarios (sustancias
organicas, minerales, acidos alifaticos y sus esteres, acidos aromaticos y sus
esteres, alcoholes, aldehidos, flavonoides, agliconas, hidrocarburos,
cetonas, terpenos y vitaminas). (Campos, 1987; Asis, 1989; Chaillou, 2005;
Véazquez, 2010).El origen geogréafico y botanico, asi como la climatologia,
temperatura, precipitaciones, suelo, humedad, etc. influyen en su
composicién, color (marrén verdoso, marrén oscuro, verde oscuro, amarillo
verdoso, castafo, rojizo, negro)y sabor (a yemas de especies arbéreas, miel,
ceras, vainilla, sabores extrafios, amargos).Campos, 1987; Asis, 1989;
Cueto, 1994; Chaillou, 2005).

En la actualidad, el propéleos se consume, por sus importantes
propiedades terapéuticas: antioxidantes, antimicrobianas, anestésicas,
cicatrizantes, antiinflamatorias, inmunoestimulantes, antiulceroso, anestésico
local, hepatoprotector (Ghisalberti, 1978 Molan, 1992; Marcucci, 1995;Fierro,
2000; Sforcin et al., 2002; Pefia, 2008) (Simoes et al., 2004; Sforcin et al.,
2005 Pefia, 2008).La actividad antiinflamatoria es comparable al efecto del
diclofenaco (Fierro, 2000). El poder cicatrizante es superior al obtenido con
sustancias de origen sintético (Khayal et al., 1993; Strehl et al., 1994;
Ramirez et al., 2002). El propdleo en la curacién de heridas es incluso capaz
de acelerar la epitelizacion y division celular (Huasen et al., 1987; Asis,
1989). Tsakoff (1975) constatd el efecto anestésico del extracto
hidroalcoholico del propoleo, que administrado en forma local resulta
superior a la obtenida de novocaina al 1 %. A raiz de estas propiedades,
existen medicamentos a base de propdleo para el tratamiento de
quemaduras y llagas, dermatosis, faringitis, rinitis, traqueitis, gingivitis,
prostatitis, infecciones de las vias urinarias y ulceras (Barros et al., 2006),
asi como su uso extendido como antiséptico y bactericida bucal (Fierro,
2000; Hegazi, 2000).

Todos los propéleos, muestran en mayor o menor medida, algun tipo de
efecto antibacteriano, tanto bactericida (destruccion de la bacteria), como
bacteriostatico (impedimento del crecimiento de las bacterias), in vivo o in
vitro (Kosalec et al., 2005). La Tabla 1 muestra alguno de los
compuestospresentes en propoleos, con demostrada actividad bioldgica.
Algunos de estos compuestos han demostrado ser efectivos en el control de
microorganismos resistentes a antibiéticos (Salgado et al., 2003).

Se estima que los flavonoides galangina y pinocembrina son unos de los
principales responsables de la actividad antimicrobiana.
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Tabla 1.Principales componentes del propdleo con actividad biolégica (Vargas et al.,2013)

Bioactividad Compuesto Denominacion IUPAC
Acido caféico (E)-3-3(3,4-dihidroxifenol)-acido 2-
Acido p-cumérico propenoico
Crisina (E)-3-(4-hidroxifenil)- acido 2-propenoico
Ester fenetilico del acido 5,7-dihidroxi-2-fenilcroman-4-uno
caféico (CAPE) (E)-3-(3,4-hidroxifenil)- acido 2-propenoico,
Galangina 2-éster fenetil
Naringenina 3,5,7-trihidroxi-2-fenilcroman-4-uno
(2S)-5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-
Antimicrobiana Pinobanksina dihidrochroman-4-uno
(2R,3R)-3,5,7-trihidroxi-2-fenil-2,3-
Pinobanksina-3-acetato dihidrocroman-4-uno
Pinocembrina [(2R,3R)-5,7-dihidroxi-4-oxo-2-fenil-2,3-
Quercetina dihidrocroman-3-yl] acetato
(2S)-5,7-dihidroxi-2-fenil-2.3-dihidrocroman-
4-uno
2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxicroman-
4-uno
Acido caféico (E)-3-3(3,4-dihidroxifenol)-acido 2-
Acido ferulico propenoico
Acido p-cumarico E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acido propil-2-
Antiftngica Galangina enoico
Pinocembrina (E)-3-(4-hidroxifenil)- acido 2-propenoico

3,5,7-trihidroxi-2-fenilcroman-4-uno
(2S)-5,7-dihidroxi-2-fenil-2.3-dihidrocroman-
4-uno

El efecto antibacteriano del propdleo (Tabla 2) se observa principalmente
sobre bacterias Gram positivas (Lavie, 1975; Rojas, 1988). Segun Cizmarik y
Matel (1970) el acido ferulico presente en el propdleo se caracteriza por su
accion frente a microorganismos Gram positivos y Gram negativos,
contribuyendo asi a la accion bactericida y bacteriostatica.
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Tabla 2. Propiedades antimicrobianas del propdleo (Vargas et al.,2013)

Bioactividad Comentarios Actividad

Antimicrobiana Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, In vitro
Escherichia coli, Escherichia coli 0157:H7;
Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae y Vibrio parahaemolyticus

Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum,
Shigella y Yersinia enterocolitica

Antifingica Absidia corymbifera, Aspergillus fumigatus, In vitro
Aspergillus sulphureus, Candida albicans,
Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis, C. famata, C.
pelliculosa, Colletrichum gloeosporioides,
Cryptococcus neoformans, Trichophyton
mentagrophytes, Phytophthora capsisi y
Phytophthora infestans, Phytophthora
parasitica y P. ohmeri.

No existe un método estandarizado o procedimiento para la extraccion de
los compuestos activos del propdleo, ya que cada laboratorio aplica
diferentes técnicas de extraccion (Vargas et al.,2013), hecho que complica la
comparacion de los resultados. Por este motivo, en el presente trabajo,
orientado y enfocado dentro del marco alimentario,se pretende aportar
informacion sobrecual seria el mas efectivo para la extraccién etandlica de
compuestos activos del propoleo. Siendo este el primer paso para la
estandarizacion o normalizacién de dicho proceso.

En este sentido, el objetivo general del presente trabajo ha sidovalorar la
efectividad de diferentes métodos de obtencion de extractos etandlicos de
propéleos, de distintos origenes geograficos, evaluando la actividad
antimicrobiana sobre Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus,
Salmonella Typhimurium, Salmonella spp., Microccocus luteus, Listeria
innocua, Escherichia coli, y Bacillus cereus. Todos ellos patdgenos
alimentarios 0 microorganismossaprofitos que pueden deteriorar o disminuir
la calidad de los alimentos.
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MATERIAL Y METODOS
Muestras de propoleos estudiadas

Se analizaron un total de 5 tipos de propodleos puros distintos obtenidos
directamente de la colmena, procedente de diversas regiones de Rumania (3
muestras de la regidbn de Suceava), y dos zonas de la Comunidad
Valenciana, (Gestalgar y Montroy).

La tabla 3muestra la nomenclatura que se le otorgaron a cada muestra,
su procedencia, la region de la que se obtuvo y observaciones necesarias
para la distincion entre las muestras.

Tabla 3. Nomenclatura otorgada a cada muestra con sus respectivos lugares de origen

Muestra Nomenclatura  Origen Region Observacion
1 16002 Rumania Suceava Apicultor particular
2 16004 Rumania  Suceava Apicultor particular
3 16016 Valencia Gestalgar Melazahar
4 16048 Valencia Montroy Melazahar
5 16053 Rumania  Suceava Apicultor particular

Las muestras fueron conservadas a 25°C en recipientes estériles y
evitando su contacto directo con la luz hasta el momento del analisis.

Cepas bacterianas estudiadas

En la realizacion del estudio se utilizaron 8 cepas de distintas bacterias
(tabla 4), unicamente una de ellas era de coleccion propia y las 7 cepas
restantes erande referencia perteneciente a la Colecciébn Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT), las cepas de coleccion propia fueron tomadas de
trabajos previos, procedentes de la coleccion del Grupo de Investigacion del
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos. Se realizaron 2 pases
subsecuentes en medio fresco PCA (Plate Count Agar) cada 24 horas con el
fin de obtener un cultivo en fase exponencial.

Los medios de cultivo utilizados en el presente estudio fueron PCA (Plate
Count Agar), TSA (Tryptic Soy Broth Agar) y TSB (Tryptic Soy Broth). El
medio de cultivo PCA y el agar utilizado para el medio fueron suministrados
por la casa comercial SCHARLAU S.L. y el medio TSB fue suministrado por
la casa comercial Becton, Dickinson and Company.
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Tabla 4. Origen de cada cepa bacteria y su subespecie.

Bacteria Cepa
Staphylococcus epidermidis CECT231
Staphylococcus aureus CECT240
Salmonella enterica Typhimurium CECT4266
Salmonella spp. - Propia
Microccocus luteus CECT245
Listeria innocua CECT 90
Escherichia coli CECT418
Bacillus cereus CECT40

Los medios que contenian agar fueron esterilizados en autoclave durante
15 min a 121°C, tras lo cual fueron atemperados en un bafio hasta una
temperatura de 45°C y posteriormente fueron distribuidos en placas de Petri
estériles en una camara de flujo continuo, para evitar cualquier tipo de
contaminacion y asi garantizar la asepsia durante el proceso de
manipulacion.

Todos los medios de cultivo se conservaron en nevera a 4°C hasta su
utilizacion y previamente a su utilizacion en los distintos ensayos, fueron
atemperados a temperatura ambiente.

Para el crecimiento de las cepas de Listeria innocua se utilizd TSA, que
se incub6 a 37°C durante 24 horas en aerobiosis. Para el crecimiento de las
cepas de Staphylococcus epidermis y se utilizd PCA incubandolas a 28°C
durante 48 horas en aerobiosis. Para el crecimiento de las cepas restantes
se utilizé PCA, incubado a 37°C durante 24 horas en aerobiosis.

Extraccion y purificacion de los propoleos

En este estudio se emplearon 4 tipos de extraccion diferentes, a 3
concentraciones diferentes. La Tabla 5 muestra los diferentes tipos de
extraccion realizados en este estudio, la nomenclatura empleada a lo largo
de todo el ensayo y el tiempo empleado en cada una de las etapas.

Tabla 5. Nomenclatura otorgada a cada tipo de extraccién

Tipo de extraccion Nomenclatura Abreviatura Tiempo
Maceracion MO M 24 h
Maceracién + Maceracion M1 MMR 24h+24h
Maceracién + Ultrasonidos M2 MU 24 h + 30 min
Ultrasonidos + Ultrasonidos M3 uu 30 min + 30 min
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Los extractos etandlicos de propdleo (EEP) se prepararon siguiendo el
método basado en Laskar et al., 2010 con ciertas modificaciones. En todos
los casos se tomaban 110,01 g de propdleo, previamente pulverizados en
condiciones de asepsia, y se afiadian30 mL de etanol al 70%. Una vez
realizado este paso, se prosiguio de diversa forma en funcion del tipo de
extraccion:

1) MO: se colocaba en agitacion durante 24 horas en oscuridad) y
posteriormente se filtraba (papel Wathman 3mm CHR, Serviquimia
S.L.)lavandoentre cada filtracion 2 veces con 10 mL de etanol al 70% y
llevando el volumen final de muestra a 100 mL.

2) M1: se siguieron los mismos pasos descritos para el método MO,
afadiendo después de este segundo proceso de filtracion, una
centrifugacion durante 5 min a 5000 rpm,a 5°C. Una vez centrifugado, el
sobrenadante se volvia a disolver en 30 mL de etanol al 70% y se volvia a
someter a un proceso de maceracion durante 24 h, tal y como se ha descrito
anteriormente.

3) M2: se llevé a cabosiguiendo todo el procedimiento seguido en el proceso
MO, realizando un proceso adicional de ultrasonidos durante 30 minutos a
temperatura ambiente y filtracion con filtro Wathman 3mm CHR.

4) M3: Una vez el propo6leo en etanol, someterlo a un proceso de
ultrasonidos durante 30 min y temperatura ambiente, una vez realizado este
proceso, haremos una centrifugacion y un filtracion, a las condiciones antes
descritas y por ultimo un proceso de ultrasonidos durante 30 min.

Todas estos extractos se llevaron a un volumen final de 100 mL y se
evaporaron en rotavapor a 40°C y 150 rpm hasta alcanzar la dilucion 1/10 y
su posterior dilucién a las concentraciones 1/50 y 1/100 para la evaluacion
de la actividad antimicrobiana.

Medida de la capacidad antimicrobiana

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las distintas muestras de
propéleo se realizé6 de forma cuantitativa mediante la técnica de difusion
disco-placa, basado en la norma CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), (CLSI, 2014) método de disco-placa del CLSI, por ser un método
muy utilizado y aceptado para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos.
Este estudio se fundamenta en depositar los discos de papel secante
impregnados con los distintos extractos etilicos de propoéleo en la superficie
de una placa en el cual se ha inoculado previamente el microorganismo de
estudio. Una vez se colocaba el disco en la superficie del agar, el filtro
absorbia el agua y el extracto difundia de forma radial a través del espesor
del agar formando un gradiente de concentracion. Si existia efecto se
observaré un halo alrededor del disco.

Para la preparacion de los indculos se emplearon cultivos de 24 h de
cada cepa (fase exponencial de crecimiento), dichos indculos se realizaron
mediante el método de suspension directa de colonias. A partir de cada
cultivo puro se tomaron varias colonias con un asa de siembra y se transfirio
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a un tubo con 10 mL del tampon PSB 1X. El tubo se agitdé en vortex a la
maxima velocidad durante 15-20 s y se ajusté hasta una turbidez de
McFarland2. Posteriormente se tomé una alicuota de 50 uL de cada indculo
y se transfirié a un tubo de agar TSA semisdlido fundido mantenido a 45°C,
se agitd en un voértex a la maxima velocidad (rpm) durante 10 segundos para
una correcta homogeneizacion del inéculo de microorganismos y por ultimo
se vertio el contenido de dicho tubo rapidamente en una placa de Petri con
medio TSA, se hicieron movimientos circulares para favorecer su correcta
distribucion por toda la placa.

Los discos de papel secante de 6 mm de diametro, suministrados por la
casa comercial Filtros Anoia S.L., utilizados en el estudio fueron esterilizados
en placas Petri de vidrio durante 15 minutos a 121°C y posteriormente se
introdujeron en una camara de secado para eliminar la humedad. Los discos
se impregnaron con cada una de las cinco muestras descritas a los cuatro
tipos de extraccion alcohdlicas, MO, M1, M2 y M3, todas ellas al 70%, dichas
impregnaciones se realizaron transfiriendo 20 pL en los distintos discos
secantes y dejando evaporar el etanol durante aproximadamente 5 min.

Una vez evaporados los discos impregnados con el extracto se
depositaron sobre las placas de TSA ya inoculadas con los distintos
microorganismos y éstas se incubaron a 24 6 48 h y a 37°C 6 28°C
dependiendo de las condiciones de crecimiento 6ptimo de cada bacteria. Se
utilizé como control negativo un disco de papel secante impregnado con
etanol al 70% y como control positivo se utilizo la propia placa, puesto que si
habia crecimiento pero no inhibicibn se consideré que dicha muestra no
presentaba actividad. La inhibicion se considerd positiva si se observaba un
halo alrededor del disco impregnado y no se observa halo en el del control
negativo. Los valores de los halos medidos se tomaron en mm, el valor
registrado de cada halo de inhibicidén se realiz6 tomando la media de tres
medidas para cada halo. Se consider6 que no habia inhibicion cuando el
valor fue de 6 mm lo que corresponde al diametro del disco de papel. Todos
los ensayos se realizaron por duplicado.

Analisis estadistico

Se aplico un analisis de la varianza multifactorial (ANOVA) a cada una de
las variables estudiadas (diametro de inhibicion en cada microorganismo
estudiado) para evaluar la significacion de la variabilidad entre los tres
factores considerados: “tipo de extraccion utilizado”, “tipo de
microorganismo” y “tipo de propoleo”. El procedimiento LSD (Least
Significance Diffenrence) se utiliz6 para comprobar la existencia de
diferencias estadisticas a un nivel significativo 0=0,05. El programa
estadistico empleado para este estudio fue Statgraphics Centurion XVI
(statpoint. Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA).Se analizaron un total de
4 tipos de propdleos
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos al enfrentar los propoleos frente a los
microorganismos se muestran en las tablas 6. Se dio como inhibicion
positiva aquella en la que se presenciaban halos de inhibicibn y no
apareciera halo de inhibicion en el testigo (Figura 1).

Mediante el método de inhibicion empleado, disco-placa, las muestras
16016, 16048 y 16053 mostraron halo de inhibicion en todas las cepas de
bacterias Gram positivas testadas. Mientras que las muestras 16002 y 16004
solo presentaron inhibicion en el género Staphylococcus y en valores muy
bajos. Sin embargo, en el presenteestudio ninguna de las muestras de
propdleo estudiadas present6 efecto de inhibicion sobre las bacterias Gram
negativas ensayadas.

Figura 1.Placa inoculada donde se observa inhibicién positiva en todas las muestras.

La medida de los didmetros de los halos de inhibicion se muestra en la
tabla 6.Estos valores indican el efecto antimicrobiano que posee cada
muestra de propoleo. El valor de 6 mm, corresponde al propio didmetro del
discoy no indica inhibicién.Los halos de inhibicion mas destacables se dieron
en la muestra 16048, en la cual se observaronlos mayores didametros (8,71
mm).

10
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Tabla 6.Resultados de los halos en mmpara las diferentes muestras: 16002,16004 y16016.

16002
Dilucion Dilucién 1/10 Dilucién 1/50 Dilucién 1/100
Tipo de extraccion Mo M1 M2 m3 Mo M1 M2 M3 MO M1 M2 M3
Stafilococcus epidermidis 231 6,00 6,00 600 6,00 6,00 600 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Stafilococcus aureus 240 6,75 650 6,50 650 600 600 600 6,50 600 6,00 6,00 6,00
Salmonella typhimurium 4266 6,00 6,00 600 6,00 6,00 600 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Salmonella spp. 6,00 6,00 6,00 600 600 600 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Microccocus luteus 245 6,50 650 6,50 650 6,00 6,00 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Listeria innocua 6,00 6,00 6,00 600 600 600 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Escherichia coli 418 6,00 6,00 6,00 600 600 6,00 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Bacillus cereus CECT 40 6,50 650 6,50 650 6,00 600 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
16004
Stafilococcus epidermidis 231 6,00 7,25 7,25 7,25 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Stafilococcus aureus 240 700 700 700 700 600 650 650 6,50 600 6,00 6,00 6,00
Salmonella typhimurium 4266 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Salmonella spp. 6,00 6,00 6,00 600 600 600 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Microccocus luteus 245 6,50 6,50 6,50 6,50 6,00 6,50 6,00 6,50 6,00 6,00 6,00 6,00
Listeria innocua 6,00 6,00 6,00 600 600 6,00 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Escherichia coli 418 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Bacillus cereus CECT 40 6,00 650 650 650 6,00 600 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
16016
Stafilococcus epidermidis 231 9,00 7,50 750 7,50 6,50 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Stafilococcus aureus 240 10,75 10,00 10,50 10,50 10,00 9,00 850 8,50 7,75 8,00 7,50 7,50
Salmonella typhimurium 4266 6,00 6,00 600 6,00 6,00 600 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Salmonella spp. 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Microccocus luteus 245 900 950 900 900 700 750 7,00 750 650 6,00 6,00 6,00
Listeria innocua 850 750 750 7,50 7,50 6,00 600 6,00 650 6,00 6,00 6,00
Escherichia coli 418 6,00 6,00 6,00 600 600 6,00 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Bacillus cereus CECT 40 10,00 9,50 9,00 950 800 750 7,50 8,00 6,75 6,50 6,50 6,50
16048
Stafilococcus epidermidis 231 950 8,50 850 850 7,00 850 850 8,50 6,50 8,00 750 7,50
Stafilococcus aureus 240 11,50 11,50 11,50 11,50 9,25 11,00 10,00 9,00 8,00 10,00 9,50 9,00
Salmonella typhimurium 4266 6,00 6,00 600 6,00 6,00 600 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Salmonella spp. 6,00 6,00 6,00 600 600 6,00 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Microccocus luteus 245 10,00 9,00 10,00 9,00 8,00 900 850 850 6,00 7,50 8,00 7,50
Listeria innocua 900 9,00 850 850 7,25 850 800 800 650 800 8,00 7,50
Escherichia coli 418 6,00 6,00 6,00 600 600 600 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Bacillus cereus CECT 40 10,75 10,00 10,00 10,00 9,00 950 9,00 9,00 7,00 7,50 8,00 6,50
16053
Stafilococcus epidermidis 231 8,25 8,00 800 800 6,00 650 6,50 650 6,00 6,00 6,00 6,00
Stafilococcus aureus 240 10,25 7,50 7,00 7,50 8,50 6,50 6,50 6,50 7,50 6,00 6,00 6,00
Salmonella typhimurium 4266 6,00 6,00 600 6,00 6,00 600 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Salmonella spp. 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Microccocus luteus 245 850 650 650 650 7,50 600 6,00 600 6,50 600 6,00 6,00
Listeria innocua 8,00 7,50 7,50 7,50 6,50 7,00 7,00 7,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Escherichia coli 418 6,00 6,00 6,00 600 600 6,00 600 6,00 600 6,00 6,00 6,00
Bacillus cereus CECT 40 9,25 7,00 6,50 7,00 7,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
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Se realizO un ANOVA multifactorial con el fin de evaluar si existian
diferencias significativas en relacion al halo de inhibicién considerando los
distintos microorganismos, los cuatro tipos de extraccion aplicados, las tres
diluciones realizadas y las cinco muestras de propdleos estudiados.

El estudio estadistico pone de manifiesto que, en relacion al halo de
inhibicion, no existen diferencias significativas, con respecto al factor “tipo de
extraccion” ya que el Valor-P fue mayor de 0,05. Sin embargo, el diametro
de los halos varia significativamente en funcion del tipo de microorganismo y
el tipo de muestra de propoleo utilizado (0<0,001). Por ultimo, mencionar
que si existen diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes
diluciones utilizadas, esto es l6gico puesto que disminuimos la cantidad de
compuestos que tienen efecto sobre los microorganismos y reducimos su
concentracion por debajo de la concentracion minima inhibitoria para ese
microorganismo.

Para las muestras analizadas, si encontramos que existen diferencias
estadisticamente significativas, siendo la muestra 16048 la que mayores

diferencias presentd, como puede observarse en la figura 2.
Medias y 95,0% de Fisher LSD

79 7]

I ]
I

6,71 =

1ol |

16002 16004 16016 16048 16053
Muestra

Resultado

Figura 2.Diagrama de Fisher para los tipos de muestras.

En la figura 3 vemos como con respecto al tipo de extraccion, no se
observaron diferencias significativas, sin embargo, si profundizamos en los
datosla extraccion MO, tiene un valor mayor en los halos de inhibicion,

aunque no sean estadisticamente significativo.
Medias y 95,0% de Fisher LSD

Resultado
o o
o o) o ~
[<2] a1 ~ [
T T T T
1 1 1 1

o

4]

a
T
1

MO M1 M2 M3
Extraccion

Figura 3.Diagrama de Fisher para los tipos de extraccion.
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Para la variable "dilucién”, se observaron diferencias estadisticamente
significativas, entre la dilucién 1/10 y las demas, lo cual es l6gico ya que es
la dilucion mas concentrada (Figura 4).

Medias y 95,0% de Fisher LSD

73F =

T _

6,9 4
6,71 1
6,51 I T
6,3 I N

6,1 4
10 50 100
Dilucion

Resultado

Figura 4.Diagrama de Fisher para los tipos de dilucion.

Con relacién a las interacciones dobles, la tabla muestra que solo resultd
significativa “tipo de microorganismo por tipo de muestra” siendo 0<0,001, es
decir el halo de inhibicidbn ocasionado para cada microorganismo vario en
funcién del tipo de muestra empleado, como se observa en la figura 5. Esto
quiere decir, que dependiendo del tipo de muestra que estemos empleando
para el mismo tipo de microorganismo, estadisticamente se observa que
existen diferencias significativas en el efecto que tienen las cinco muestras
sobre el mismo microorganismo. Este hecho manifiesta que los distintos
origenes de los propodleos estan en relacion directa con su composicion en
sustancias antioxidantes y por tanto con su actividad antimicrobiana.

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD

10,71 -1 Muestra
—— 16002
—%— 16004
- —=— 16016
—— 16048
—o— 16053

9,71

Resultado

7,7

6,71

Bac Esch Sal sp Sal ty Sta auSta ep list inmicro lu
Microorganismo

Figura 5. Interacciones dobles entre muestras y tipo de microorganismos.

Las otras dos interacciones dobles no resultaron significativas, tal y como
se observa en el estudio estadistico. La figura 6 muestra como ejemplo, que
no hay diferencia en el halo de inhibicion en relacion al tipo de extraccion,
para ninguno de los tipos de propodleos considerados.Este hecho puede ser
debido a que la variacion en los distintos componentes debido a la dilucién
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de los mismos no influye tanto en la actividad antimicrobiana, posiblemente
debido a que actuan a bajas dosis.

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD

Extraccién
—=— MO
] —« M1
- —— M2

8,31

78F

7.3F

Resultado

68F

6.3F

Bac Esch Sal sp Sal ty Sta auSta ep list inmicro lu
Microorganismo

Figura 6. Interacciones dobles entre tipo de extraccidn y tipo de microorganismos.

Una vez analizados los datos estadisticos, analizaremos en mayor
profundidad, la variable "microorganismo" y que efecto tiene en el halo de
inhibicion las variables "tipo de extraccion” y "dilucion”.

Todas las muestras ensayadas han mostrado efecto inhibitorio sobre
Staphylococcus aureus 240, en un rango entre 6,5 a 11,50 mm de inhibicion,
aunque el mayor efecto lo ha mostrado tener la muestra 16048,obtenida en
la zona de Montroy, con los mayores diametros, de 11,50 mm,
principalmente en la extraccion MO, aunque el resto de tipos de extraccion
también fueron muy efectivas.La concentracion minima inhibitoria se
encuentra entre la dilucién 1/50 y 1/100 para las muestras 16016,16048 y
16053, mientras que para el resto estuvo entre las diluciones 1/10 y 1/50,
obteniendo los mejores resultados en el tipo de extraccibn MO para las tres
muestras que presentaron efecto antimicrobiano, los resultados se muestran
en la figura 7. Este resultado se considera importante debido a que es un
patdgeno con gran repercusion en la industria alimentaria, sobre todo porque
es un patdgeno relacionado con la manipulacion de los alimentos por parte
de los operarios. Los resultados de la inhibicion fueron inferiores a los
estudiados por Manrique 2006. También se obtuvieron resultados inferiores
a los expuestos por Yaghoubi et al. 2006 y por Fernandes et al., 2005.
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Extraccion MO para Staphylococcus
aureus

_ 12,00 -

€ 11,00 -

£ 1000 - —+—16002
:g 000 \\( 16004
2 800 -

£ 7,00 - — 16016
E 6,00 T - T 1 16048
o 1/10 1/50 1/100 16053
= Dilucién volumétrica

Figura 7. Concentracion minima inhibitoria para la extraccion MO.

Por otra parte, los valores obtenidos en la inhibicion de Listeria innocua
variaron en un rango de entre 7,25 a 9 mm. Se observa que los resultados
de inhibiciébn mas altos obtenidos se presentaron en las muestra 16048, sin
embargo, las muestras 16016 y 16053 también presentaron un alto nivel de
inhibicion. Cabe mencionar que aunque estas muestras tenian una
procedencia muy diferente, Gestalgar y Rumania respectivamente,
presentaron un poder antimicrobiano similar. Por otra parte, las muestras
16002 y 16004 no presentaron ningun tipo de inhibicion,ambas muestras son
de la zona de Rumania. Constatamos que la concentracibn minima
inhibitoria se encuentra entre la dilucion 1/50 y 1/100, obteniendo los
mejores resultados en el tipo de extraccion MO para las tres muestras que
presentan efecto antimicrobiano (Figura 8).

Extraccion MO para Listeria innocua

12,00 -

E 11,00 -

& 10,00 - —4—16002
(&)

2 9,00 - 16004
[ =

P 8,00 - 16016
2 7,00 7 16048
T 6,00 ; ‘

—#—16053
1/10 1/50 1/100

Dilucion volumétrica

Figura 8. Concentracidon minima inhibitoria para la extraccién MO.

El rango de inhibicion detectado en la bacteria Microccocus luteus oscilo
entre 6,5 y 10 mm. Las muestras que destacaron en la inhibicion de este
microorganismo fueron 16016 y 16048 (ambas de Valencia), llegando a
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tener unos valores de entre 9 y 10 mm de didmetro de halo. Se puede
presuponer que la diferencia en cuanto a efecto inhibitorio entre las muestras
pertenecientes a la region de Valencia frente a las pertenecientes a la region
de Rumania, se debe a la presencia de determinada flora que se encuentra
en una region y en la otra no, o bien la abundancia de la misma es distinta.
Este resultado fue inferior al obtenido por Uzel et al., (2005). En el presente
estudio, se encontraron los mejores resultados de inhibicién en el método de
extraccibn M1, comprobando a su vez, que las concentraciones minimas
inhibitorias para las muestras que tienen efecto antimicrobiano se
encuentran entre las diluciones 1/10 y 1/50 (Figura 9).

Extraccion M1 para Microccocus luteus

12,00 -
€ 1100
5 10,00 - 16002
(%]
g 9,00 - 16004
c _
= 800 16016
T 7,00 -
2 M— 16048
I 6,00 T > T — it 1

—#— 16053

1/10 1/50 1/100

Dilucién volumétrica

Figura 9. Concentracidon minima inhibitoria para la extraccion M1.

Los rangos de inhibicion encontrados en Bacillus cereus oscilaron de
entre 6,5 a 10,75 mm. Destacan las muestras 16016 y 16048por presentar
un mayor efecto inhibitorio. En este caso, podemos hacer la misma
suposicion realizada anteriormente, esta es que la diferencia en cuanto a
efecto inhibitorio entre las muestras pertenecientes a la regiéon de Valencia
frente a las pertenecientes a la region de Rumania, se debe a la presencia
de determinada flora que se encuentra en una region y en la otra no, o bien
la abundancia de la misma es distinta. sin embargo, en este caso no es tan
acusado, dicho efecto, ya que la muestra 16053, tuvo un resultado de
inhibicion muy alto, muy proximo a la muestra 16016. Menezes et al., 1997 y
Yaghoubi et al., 2006, obtuvieron resultados similares en propdleos de Peru
y Argentina, respectivamente. Se verificO que la concentracion minima
inhibitoria se encontraba entre la dilucién 1/50 y 1/100 para las muestras
16016,16048 y 16053, y la 1/10 y 1/50para la muestra 16002. Se obtuvieron
los mejores resultados en la extraccion MO para las tres muestras ya que
presentaban el mayor efecto antimicrobiano (Figura 10).
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Extraccion MO para Bacillus cereus
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Figura 10. Concentracién minima inhibitoria para la extraccién MO.

Los rangos de inhibicion obtenidos en Staphylococcus epidermidis
oscilaron entre 7,25 y 9 mm siendo la muestra 16016 la que resultd mas
eficaz en su inhibicién. Sin embargo, la muestra que mejores resultados de
inhibicion mostro fue la 16048, conun halo de 8 mm. Ambas muestras
procedian de Valencia y alrededores. Para este tipo de microorganismo el
método de extraccion mas efectivo resultd ser el método MO para las
muestras que presentaron el mayor indice de inhibicion, en este caso las
muestras 16016, 16048 y 16053. Por ultimo, para dichas muestras la
concentracion minima inhibitoria se encontraba entre la diluciéon 1/50 y 1/100
(Figura 11).

Extraccion MO para Staphylococcus
epidermidis

__ 12,00 -

€ 11,00 -

8 9,00 - 16004
2 8,00 -

2 o \ 16016
< 6,00 : + 4 16048
71?:, 1/10 1/50 1/100 16053

Dilucién volumétrica

Figura 11. Concentracion minima inhibitoria para la extraccién MO.

Papay et al.,, (1985) comprobaron la actividad antibacteriana de las
fracciones y los compuestos aislados del propdleo hingaro de yemas de
alamo frente a las bacterias Gram positivas;como queda patente en nuestro
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estudio, se obtuvieron resultados similares. Tanto Astudillo et al., (2000)
como Salazar (2002) han determinado que muestras de propdleo de distinto
origen geografico son todas activas contra las bacterias de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, a diferencia del presente estudio, en el que solo se
observé un efecto frente a Staphylococcus aureus y no sobre Escherichia
coli. Asi mismo en bacterias fitopatogenicas, se ha demostrado su uso
potencial como antibidtico, dado que el extracto de propdleo no es
termosensible (Bianchini et al., 1998).Chen et al., (2007) sefialaron que los
propéleos taiwaneses que poseen una alta actividad microbiana se
presentan solamente en tres colores: verde, marrén verdoso y marrén
oscuro. El color del propoleo depende casi en su totalidad deltipo de flora de
la zona en la que se recolecte.

CONCLUSIONES

Ninguna de las muestras de propdleo estudiadas presenté efecto de
inhibicion sobre las bacterias Gram negativas ensayadas.

Las muestras 16016, 16048 y 16053, con origen en la Comunidad
Valenciana, mostraron halo de inhibicion en todas las cepas de bacterias
Gram positivas testadas,siendo el mayor efecto en la dilucién 1/10.

La muestra 16048, de la zona de Montroy, fue la que mayor efecto
manifesto, llegando a alcanzarse halos de 11,50 mm, encontrandose
diferencias significativas con las otras muestras estudiadas.

Las muestras 16002 y 16004, ambas procedentes de Rumania,
presentaron unicamente una baja inhibicion en el género Staphylococcus y a
diluciones altas, indicando que el origen geografico del propoleo y por tanto
Su composicién son determinantes en su actividad.

El método de extraccion MO, resultdé ser un poco mas efectivo, aunque
existen diferencias estadisticamente significativas entre métodos de
extraccion empleados, por lo que se deberia proponer como mas adecuado
el que impligue una menor relacién de coste/tiempo.

El microorganismo Bacillus cereus, presentd la mayor inhibicién, aunque
sin diferencias significativas entre Staphylococcus epidermidis y Micrococcus
luteus, siendo todos ellos microorganismos implicados en brotes de
toxiinfeccion y en deterioro del producto, por lo que se podria estudiar el
posible uso como aditivo en la industria agroalimentaria.

Debido a la dificultad en la comparacion entre estudios y la gran
variabilidad de la metodologia empleada en los andlisis, es necesario
establecer un método estandarizado, por el cual se pueda valorar la calidad
de los propdleos en cualquier parte del mundo, por la cual podamos evitar
fraudes.

Una vez establecida la actividad antimicrobiana seria necesario proseguir
estudiando otros componentes activos como son los compuestos
antioxidantes presentes en los distintos propoleos. De esta manera se
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dispondra de criterios objetivos para comparar entre tipos de propoleos y
poder valorar este producto en los mercados internacionales.
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