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RESUMEN

Se determiné el efecto de la temperatura en la actividad antibacteriana y en las
caracteristicas fisicoquimicas de cinco mieles multiflorales del estado de Hidalgo,
la recolecta de las muestras se llevd a cabo en los municipios de Acaxochitlan,
Arenal, Huehuetla, Orizatlan y Tasquillo. Todas las mieles fueron sometidas a
diferentes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C). Cuantificando los parametros
fisicoquimicos (Sdlidos solubles totales, pH, acidez libre, humedad, actividad de
agua, ceniza, y contenido total de fenoles) y para la actividad antibacteriana por
medio de bioensayos contra bacterias como Salmonella sp., B. subtilis, P.
aeruginosa, L. monocytogenes, S. aureus y E. coli por el método de vertido en
placa. Se observaron diferencias significativas (P<0.05) en el comportamiento de
las diferentes mieles con respecto a la temperatura en los parametros
fisicoquimicos demostrando tener curvas de respuesta lineal. Mientras en la
actividad antibacteriana se encontraron diferencias significativas (P<0.05)
encontrando diferente comportamiento (lineal o Cuadratico) segun la cepa y la
miel. En Salmonella sp. la curva de respuesta fue lineal en todas las mieles. Para
B. subtilis y P. aeruginosa el comportamiento de las mieles Arenal, Tasquillo y
Huehuetla se observé una curva de respuesta lineal, mientras las mieles de
Orizatlan y Acaxochitlan su curva de respuesta fue cuadratica. En cuanto a L.
monocytogenes las mieles de Acaxochitlan, Arenal, Huehuetla y Orizatlan su curva
de respuesta fue cuadratica, pero en la miel de Tasquillo fue lineal. En cuestion de
S. aureus y E. coli en todas las mieles se encontr0 curvas de respuesta
cuadraticas. Estos efectos no dependen del Gram de la bacteria. Solo en la
bacteria de Salmonella sp. se obtuvo una correlacién muy buena con respecto a
los sdlidos solubles totales, pH, acidez libre, humedad, actividad de agua y fenoles
totales con la actividad antibacteriana indicando que los compuestos fendlicos
presentes en las mieles inhiben el crecimiento de Salmonella sp. Estos resultados
sugieren que las mieles tienen distintos compuestos antibacterianos que se
comportan de forma diferente a la temperatura dependiendo del origen de la miel y
la bacteria a inhibir.
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ABSTRACT

Determined the effect of temperature on antibacterial activity and physicochemical
characteristics of five multiflorales honeys of the state of Hidalgo, The collection of
the samples was carried out in the municipalities of Acaxochitlan, Arenal,
Huehuetla and Orizatlan Tasquillo. All honeys were subjected to different
temperatures (20, 40, 50, 60, 70 and 80°C). Quantifying physical-chemical
parameters (total soluble solids, pH, free acidity, moisture, water activity, ash, and
total phenols content) and for the antibacterial activity through bioassays against
bacteria such as Salmonella sp., B. subtilis, P. aeruginosa, L. monocytogenes, S.
aureus and E. coli by the method of discharge plate. Significant differences were
observed (P<0.05) on the behavior of different honeys with respect to temperature
on the physicochemical parameters demonstrating have linear-response curves.
While in the antibacterial activity, significant differences were found (P<0.05)
finding different behavior (linear or quadratic) depending on the strain and the
honey. In Salmonella sp. response curve was linear in all honeys. For B. subtilis
and P. aeruginosa honeys behavior Arenal, Tasquillo and Huehuetla was observed
a linear response curve, while the honeys of OrizatlAn and Acaxochitlan its
response curve was quadratic. As for L. monocytogenes honeys of Acaxochitlan,
Arenal, Huehuetla and Orizatlan its response curve was quadratic, but in Tasquillo
honey was linear. Question of S. aureus and E. coli in all honeys found quadratic
response curves. These effects had not relation with the Gram of bacteria. Only in
the bacteria Salmonella sp. was obtained a very good correlation with respect to
total soluble solids, pH, free acidity, humidity, activity of water and total phenols
with antibacterial activity indicating that phenolic compounds present in the honeys
inhibiting grown of Salmonella sp. These results suggest that honey has various
antibacterial compounds that behave differently from the temperature depending
on the origin of the honey and bacteria to inhibit.
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I. INTRODUCCION

La miel es un alimento natural producido por las abejas (Apis mellifera L.) a partir
del néctar extraido de una variedad de plantas. Es una solucion acuosa de azucar
sobresaturada que también contiene una mezcla compleja de otras sustancias de
menores concentraciones (White, 1975). La composicién y la calidad de la miel
principalmente varian segun la zona geogréfica y del origen botanico, pero
también se ve influida por el procesamiento del medio ambiente, y las condiciones
de almacenamiento. Los azucares son los principales componentes de la miel, que
representa alrededor del 95 g/100 g de materia seca. La fructosa y glucosa son los
constituyentes principales y disacéaridos, trisacaridos, oligosacaridos estan

presentes en pequefias concentraciones en la miel (Kaskonieng, 2010).

El Estado de Hidalgo posee una variedad de ecosistemas enriquecidos con climas
y vegetaciones multiflorales propias de cada zona dando mieles con
caracteristicas distintas, por lo que es importante caracterizarlas. La mayoria de
las plantas son utilizadas por las abejas para recoger néctar, en consecuencia la
miel contiene componentes bioactivos de origen vegetal (Baltrusaityte et al., 2007).
La composicion, la actividad antioxidante y antimicrobiana de la miel dependen de
la fuente floral que utiliza la abeja para recoger el néctar, factores estacionales y
climaticos, asi como el procesamiento que puede tener un efecto sobre las

propiedades de la miel (Al-Mamary et al., 2002).

Un efecto biolégico importante de la miel es que tiene actividad antimicrobiana
debido a los constituyentes de la miel como acidos organicos, polifenoles, y otras
sustancias de menor concentracion muestran para contribuir a sus efectos
antimicrobianos (Anklam, 1998; Al-Mamary et al., 2002; Azeredo et al., 2003). Los
estudios sobre la actividad antimicrobiana de la miel se ha desarrollado por
muchos investigadores, en particular contra los patdgenos resistentes a los
antibioticos (Nzeako y Hamdi, 2000; Kumar et al., 2005) contra las bacterias
patogenas involucradas en algunas enfermedades (Mulu et al., 2004; Lusby et al.,

2005; Basualdo et al., 2007), contra las bacterias patdogenas de los alimentos
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(Taormina et al., 2001) y contra bacterias responsables del deterioro de alimentos
(World et al., 2004).

Se ha reportado que la miel tiene la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano
por las propiedades que esta confiere contra las bacterias patdgenas (Taormina et
al., 2001), ademas que las bacterias exhiben sensibilidad a diferentes tipos de
miel, tales como S. aureus (Estevinho et al., 2008). Por los que se han estudiado
algunas bacterias patégenas como E. coli, Salmonella sp., S. aureus, L.
monocytogenes, B, subtilis, P. aeruginosa, para observar que comportamiento
tienen sobre la miel, ya que puede tener la propiedad de inhibir el crecimiento
bacteriano en el desarrollo de cada cepa (Taormina et al., 2001; Estevinho et al.,
2008).

La miel de abeja (Apis mellifera L.), ha sido ampliamente estudiada, en la
actualidad con un enfoque mas profundizado en lo que es antioxidante y como
agente antimicrobiano pero el efecto de la temperatura en estos compuestos

bioactivos no se han descrito reportes hasta el momento.

En el presente estudio se investigd el efecto que tiene la temperatura en la
actividad antimicrobiana de diferentes mieles recolectadas de distintas zonas del
Estado de Hidalgo contra Salmonella sp., Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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2 MARCO TEORICO
2.1 Miel (Apis mellifera L).

La miel es un sustancia liquida viscosa que es producida por las abejas (Apis
mellifera L.) a partir del néctar de las flores de una gran variedad de plantas,

fisicoquimicamente es un sistema coloidal (Badui, 2006).
2.1.1 Composicién de la miel

La composicion de la miel es variable y depende de la fuente floral utilizada en la
recoleccion del néctar, el clima, las condiciones ambientales, de temporada,
manipulaciéon y procesamiento (Anklam, 1998; Al-Mamary et al., 2002; Azevedo et
al., 2003).

2.1.2 Calidad de la miel

La miel es un producto natural que presenta variaciones en su composicion y
caracteristicas, las cuales se deben a su origen geografico (Mateu, 1993), ya que

estas varian en gran medida de una region a otra de donde se cosechan.

La calidad de la miel esta determinada por sus propiedades sensoriales, fisicas y
guimicas. Sus propiedades fisicas y quimicas dependen de la fuente de néctar,
polen, sabor, y el contenido de humedad (Azeredo et al., 2003). Ademas en
funcion de la cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa que haya dentro del
sistema ya que puede ser afectado por adulteracion con la agregacion de algunos

jarabes u otras sustancias (Chen et al., 2008).

La calidad de la miel asi como también su composicion principalmente varia segun
la zona geogréfica y del origen botanico, pero también se ve influida por el
procesamiento del medio ambiente, y las condiciones de almacenamiento. Las
mieles se definen en funcion de sus principales caracteristicas organolépticas,
como son color, olor, aroma sabor Unicas y su consistencia dependen del lugar

donde se cosecha (Mateu, 1993).
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2.1.3 Propiedades medicinales atribuidas a la miel

La miel, como casi todos los productos naturales, en funcién de su origen, tiene
una amplia gama de compuestos terapéuticos. En efecto por su el origen floral de
la miel que desempefia un papel clave en sus propiedades bioldgicas (Basualdo et
al., 2007). Las caracteristicas particulares de la miel son debido a la multiplicidad
de compuestos que proporcionan del néctar y las propias abejas, que le dan su
aroma, sabor y su actividad bioldgica especifica (Tosi et al., 2004). Con estas
propiedades de la miel la humanidad la optd como una medicina tradicional,
después de haber ganado popularidad entre los egipcios, arabes, griegos y otras
civilizaciones. La miel se ha utilizado como medicina desde hace miles de afios
para el tratamiento de enfermedades respiratorias, infecciones gastrointestinales,
guemaduras, heridas infectadas y Ulceras (Mulu et al., 2004; Kicuk et al., 2007;
Basualdo et al., 2007).

2.1.4 La miel como un coloide

Los coloides se caracterizan por estar integrados por dos o mas fases: una
discontinua o dispersa y otra llamada continua o dispersante. Las particulas de
mayor tamafio constituyen la fase dispersa y se encuentran distribuidas entre

moléculas de peso molecular bajo en la fase dispersante (Badui, 2006).

La miel se considera un coloide de tipo Sol ya que este tipo de coloide se
caracteriza por tener en la fase dispersa componentes sélidos, mientras que en su
fase continua se hallan los componentes liquidos (Badui, 2006), por lo que las
moléculas de mayor peso glucosa 30.3%, fructosa 18.4%, sacarosa 1.3%, otros
carbohidratos 12%, minerales 0.169%, proteinas 169mg/100g (White et al., 2005),
conformarian la fase Dispersa-Sélida, mientras que el contenido de agua 17.2%

(White et al., 2005), representan la fase Continua-Liquida.
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2.1.5 Localizacion y produccion de miel en México

En México la produccion de miel se considera una de las mas importantes
exportadoras de este producto por su alta produccion y calidad a Europa
(SAGARPA, 2010).

En México la miel se produce y consume en gran escala siendo uno de los
principales exportadores a nivel mundial, cabe mencionar que el estado de
Hidalgo, México es uno de los estados de mayor produccion pero con poca

informacion sobre sus propiedades.

Las exportaciones de miel mexicana durante el afio 2009 alcanzaron 85.6 millones
de ddlares, cifra récord en los ultimos 10 afios, con el que el pais se coloco en el
tercer lugar en ventas a nivel internacional (SAGARPA, 2010). La Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)
detall6 que en 2010 se exportaron 26,800 toneladas de miel organica y
convencional a varios paises del mundo, como Alemania, Estados Unidos, Reino
Unido, Irlanda del Norte, Suiza y Arabia Saudita. Especificd que la produccion de
miel en 2010 fue de 52,900 toneladas, lo que posiciond a México en el sexto lugar

mundial de produccién de miel.

Los principales estados productores figuran Yucatan, Campeche, Jalisco, Chiapas,
Veracruz, Oaxaca, Guerrero, Puebla, Quintana Roo y Michoacan. En este sentido,
la Coordinacion General de Ganaderia de la SAGARPA destaco6 que para 2011 se
estima un incremento de entre tres y cinco por ciento en los volimenes de
exportacion (SAGARPA, 2010).

En el marco del 18° Congreso Internacional de Actualizacion Apicola, que se
realiz6 en Mérida, Yucatan, del 25 al 27 de mayo 2010, productores de miel
organica y convencional reportaron ventas por 76.8 millones de pesos durante una
mesa de negocios con comercializadores internacionales. Los productores de
ocho estados del pais establecieron compromisos comerciales con compradores

europeos y estadounidenses; las ventas equivalen a un volumen superior a las
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1,460 toneladas de miel. La dependencia federal destacé que el consumo per
capita de miel en México aumentd de 190 gramos, que se tenia en la década de
los 90 a 320 gramos en el 2010. Ello, afiadio, porque el producto es utilizado como
ingrediente para la elaboracion de alimentos como cereales, yogur, dulces y
panes, asi como materia prima para las industrias alimentaria y cosmetoldgica
(SAGARPA, 2010).

2.1.5.1 En el estado de Hidalgo

El estado de Hidalgo cuanta con 84 municipios se ubica en la regién centro-
oriental de México. Con las coordenadas: al norte, 21° 24’; al sur, 19° 36’ de la
latitud norte; al este, 97° 58’; al oeste, 99° 53’ de la longitud oeste. Tiene una
superficie de 20 846 km?, por su tamafio ocupa el lugar 26° en la Republica
Mexicana, representando el 1.1% de la superficie del pais. Colinda al norte con los
estados de San Luis Potosi y Veracruz, al este con el estado de Puebla, al sur con
los estados de Tlaxcala y México y al oeste con el estado de Querétaro. Al estado
comunmente se le divide en 10 regiones geogréficas, éstas son, la Huasteca, la
Sierra Alta, la Sierra Baja, la Sierra Gorda, la Sierra de Tenango, el Valle de
Tulancingo, la Comarca Minera, los Llanos de Apan, la Cuenca de México y el
Valle del Mezquital. El estado de Hidalgo es un municipio que en los ultimos afios
ha incrementado su produccion de miel figurando la parte norte del estado en la
zona de la huasteca hidalguense (SAGARPA, 2010).

2.2 Caracteristicas fisicoquimicas de la miel ( Apis melliferaL.)

La composicion de la miel depende de las especies de plantas visitadas por las
abejas, el clima del medio ambiente y las condiciones de almacenamiento dando
asi caracteristicas fisicas y quimicas Unicas de cada miel (Bertoncelj et al., 2007 y
Guler et al., 2007).
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2.2.1 Sélidos Totales Solubles (°Brix)

Los componentes mayoritarios de la miel, corresponde cerca de la materia seca
de 95-99% (Olaitan et al., 2007) la fructosa, esencialmente (38,4%), glucosa
(30,3%) y sacarosa (1,3%) (Lurlina et al., 2005). Otros hidratos de carbono
constituyen aproximadamente el 12% (Lurlina et al., 2005) e incluyen disacéaridos

tales como maltosa y isomaltosa, trisacaridos (Anklam, 1998).

Un alto contenido de sacarosa en la miel aparente, puede significar sacarosa que
no es completamente disociado en glucosa y fructosa por la accion de la enzima

invertasa, secretada por las abejas (Kigctk et al., 2007).

La cantidad de sdlidos totales depende del tipo de flora de donde proviene el
néctar ya que no todas las especies de plantas no contienen la misma cantidad de
azucares, ya que dependen del suelo y del clima donde éstas se desarrollen. La
variacion en el contenido de azucares es por la aportacion de las enzimas que

segregan las abejas a la hora de transformar el néctar en miel (Gémez, 2004).
2.2.2 Humedad

La humedad debe de estar dentro del rango establecido por la norma mexicana de
miel (NMX-F-036-1197) la cual expresa un maximo de 20% esto es un indicativo
de que la muestra tienen una buena madurez ademas de que permanecen
estables después de su cosecha y almacenamiento (Bogdanov, 1997). En caso
contrario si la miel presenta una mayor concentraciéon de humedad mayor a 21%
ocasiona dafios y no seria de gran utilidad para realizar andlisis ya que como
consecuencia habria problemas de fermentacion, formacién de hidroximetilfurfural,
(Sancho, 1992), perdida de la actividad enzimatica, cambios organolépticos,
oscurecimiento (Gémez, 1996), y crecimiento microbiano en las muestras
(Schocken-Iturrino, 1999).

Se han reportado que mieles que se han obtenido en periodos altos de

precipitaciones (épocas de lluvias) presentan un mayor contenido de humedad
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gue las mieles producidas durante épocas de bajas precipitaciones (sequia)
(Gonzalez, 1995).

2.2.3 Actividad de Agua (a w)

La actividad de agua regula el crecimiento microbiano, los microorganismos tienen
una actividad de agua limitado por debajo de 0.4 en el cual no creceran (Beuchat
et al., 1983).

La actividad de agua de la miel suele ser inferior a 0.6, que es suficiente para
inhibir el crecimiento de algunas levaduras osmofilas (Ruegg, 1981). La
cristalizacion de miel, comunmente llamado granulacion, disminuye el soluto
(glucosa), la concentracion en la fase liquida y por lo tanto aumenta la actividad
del agua que puede permitir que las células de levaduras den origen natural a

multiplicarse, causando la fermentacién de la miel (Zamora y Chirifi, 2007).
2.2.4 pH

El promedio del pH de una miel es de 3.5 acida, esta relacionado con el poder
amortiguador de las sustancias minerales y el contenido de lactona producido por
hidrdlisis natural de la glucosa (Chandler et al., 1977 y Harold et al., 1993).

Otra propiedad de los alimentos que determina su susceptibilidad de deterioro es
su pH. Aunque pueden existir amplias variaciones entre diferentes
microorganismos, la mayoria se clasifica como neutrofilos es decir que pueden
crecer a pH entre 5.0-8.0. Sin embargo en los alimentos acidificados los
microorganismos pueden crecer por accion de los microorganismos
especificamente adaptados deterioradores conocidos como acidofilos, que solo
crecen en pH bajo entre 2.0-5.0. Los organismos aciduricos son aquellos que
sobreviven a pH bajo de 2.0 (Griffith, 1993). EIl pH de las mezclas de miel de
mielada y la flor se encuentra entre 3.5-4.5. El pH de miel de mielada es entre 4.5-
5.5 (Gonnet, 1986). La miel de Suiza, Marruecos provenientes de eucalipto y
multiflorales son de 4.4-4.28 y 3.65-3.72 (Bogdanov, 1997; Terrab et al., 2002).
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2.2.5 Acidez libre

La acidez de la miel es valorada en unidades de reaccion quimica, como cantidad
de acido glucénico por cierta cantidad de la miel que esta disponible para
reaccionar expresada en meqg/Kg de acido gluconico por kilogramo de miel
(Gémez, 1996).

Los &cidos tales como el férmico, citrico, lactico, acético, malico y tartarico se
encuentran en la miel en la proporcibn de un 0,3 a un 0,9 % y son los
responsables de la acidez de la misma, aunque no todos se hallan en todas las

mieles (Gomez, 1986).

Se ha encontrado que el acido gluconico es el mas abundante y procede
principalmente de la descomposicion de la glucosa, debido a la accion de la
enzima glucosa oxidasa presente de manera natural en la miel segregada por las
mismas abejas de sus glandulas hipofaringeas donde la glucosa es catalizada
teniendo una oxidacion de la B-D-glucosa en D-glucano-1-5-lactona para
posteriormente se produzca una hidrolizacion obteniendo finalmente acido
gluconico como producto final de esta descomposicion, esto influye en la

concentracion de la acidez del sistema (Mato, 1997).

Para cuestion de calidad la acidez demuestra si ha estado en almacenamiento a
temperatura no controlada, provocando una fermentacion indeseable de la miel
cambiando su acidez. La diferencia de valores para la miel de acuerdo con
algunos autores, se puede atribuir a la fuente botanica de la miel (Acquarone et
al., 2007; Kucguk et al., 2007).

2.2.6 Ceniza

Los minerales que estén presentes en la miel provienen del suelo donde crece la
planta dependiendo de su origen. Se presentan, generalmente, en forma de iones
metalicos (cobre, hierro, magnesio, manganeso, selenio, etc.) carbohidratos,
fosfatos entre otras. Estos minerales son absorbidos en forma de sus sales

disueltas en agua, que pasan de las raices a la savia de las plantas. De alli son
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bombeados a los nectarios, donde se incorporan al néctar. Cada planta tiene una
diferente forma de absorber estas sales minerales del suelo y diferente capacidad

de transferirlo al néctar (Gémez, 2004).

El contenido de cenizas varia (0,09-0,53%), el limite permitido para mieles florales

es de (0,6%) establecido por la norma mexicana de miel (NMX-F-036-1997).
2.3 Compuestos bioactivos en la miel

Se considera compuesto bioactivo de un alimento aquel que aporta un beneficio a
la salud mas alld de los beneficios nutricionales basicos. Estos compuestos son
metabolitos secundarios de las plantas (Gil, 2010). La actividad mas conocida y
estudiada de los compuestos bioactivos es su capacidad antioxidante y
antibacteriana; ademas, estos compuestos presentan actividad antiinflamatoria y
pueden actuar como reguladores de genes implicados en procesos inflamatorios,
neurodegenerativos y cancerigenos, entre otros.

Es bien conocido que la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos difieren en
cuando se ingieren puros y cuando se consumen dentro de su matriz original; en
este caso se debe tener en cuenta que un mismo alimento con varios compuestos

bioactivos pueden interactuar o ejercer un efecto sinérgico (Gil, 2010).
2.3.1 La miel como fuente de compuestos bioactivos.

La mayoria de las plantas son utilizadas por las abejas para recoger néctar, en
consecuencia los componentes bioactivos de origen vegetal que son transferidos a
la miel (Baltrusaityte et al., 2007).

En los ultimos afios han cobrado especial interés el estudio de la actividad
biolégica de los polifenoles y en especial la evaluacibn de la capacidad
antioxidante y antibacteriana (Muchuweti et al., 2007).

10
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2.3.2 Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos constituyen una de las familias mas numerosas y
ampliamente distribuidas en el reino vegetal (Gil, 2010). Las plantas producen una
gran variedad de metabolitos secundarios. Todos ellos poseen una estructura
comun: un anillo fenol — un anillo aromético que lleva al menos un sustituyente
hidroxilo, Fig. 1 (Taiz et al., 2007), estos han recibido mas atencion en los ultimos
afos debido a su bioctividad (Naczk y Shahidi, 2004).

OH

Figura 1. Fenol.

Estas sustancias se clasifican como compuestos fendlicos. Estos compuestos de
las plantas forman un grupo quimicamente heterogéneo de unos 10,000
compuestos: algunos son solubles sélo en solventes organicos, otros son acidos
carboxilicos y glicésidos solubles en agua, mientras que otros son grandes
polimeros muy insolubles (Taiz et al., 2007): Muchos tienen papeles en la defensa
contra herbivoros o patdgenos, otros participan en el soporte mecanico, en la
atraccion de polinizadores y dispersantes de frutos, en la absorcién de la radiaciéon
ultravioleta dafiina o en la reduccién del crecimiento de las plantas competidoras
proximas (Taiz et al., 2007). Suelen ser responsables del color, el aroma, y el
sabor de los alimentos que los contienen. Entre ellos hay pigmentos que aportan

los tonos rojos, azules y violaceos propios de frutas y verduras (Gil, 2010).

La estructura quimica de los polifenoles es especialmente adecuada para ejercer
una accion antioxidante (capturador de radicales libres) y como antimicrobiano
(inhibiendo el desarrollo de algunas cepas). Entre ellos podemos mencionar a los
flavonoides, isoflavonoides, antocianidinas, acidos fendlicos y fenoles simples, etc,
(Ross et al., 2002).

11
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2.3.3 Los compuestos fendlicos con actividad antimi crobiana.

Varios autores han estudiado la relacion entre el contenido de polifenoles y la
actividad antimicrobiana, encontrando asociacion entre ellos en diferentes
extractos de plantas y frutas (Alberto et al., 2006; Albayrak et al., 2010; Sotelo et
al., 2010).

El fenol y sus derivados actuan desnaturalizando las proteinas de las células y
causando dafio a la membrana celular. Estos compuestos pueden ser bactericidas
0 bacteriostaticos, dependiendo de la concentracion a la que se utilicen. Tienen
efecto sobre los hongos, las levaduras y las bacterias; las esporas bacterianas y

los virus, presentan cierta resistencia a estos compuestos.

El pH del medio afecta la actividad de los compuestos fendlicos y son mas
efectivos a pH acido. La presencia de materia organica reduce la accion (Garcia,
2005).

Los derivados fendlicos ejercen su actividad antimicrobiana al lesionar las
membranas plasmaticas que contienen lipidos, o que determina la pérdida del
contenido celular. Una propiedad util de los fendlicos como desinfectantes es que
permanecen activos en presencia de compuestos inorganicos, son estables y
persisten durante periodos prolongados después de su aplicacion (Tiwari et al.,
20009).

La miel contiene una variedad de compuestos de acidos fendlicos y flavonoides
gue representan un buena fuente de antioxidantes, asi como también tiene un
efecto antimicrobiano para evitar el desarrollo de algunos microorganismos que
estén presentes en la cosecha, manipulacion y almacenamiento de la miel que
hace que sea un aditivo bueno en la comida y aumenta su uso en la medicina (Al-
Mamary et al., 2002; Kucuk et al., 2007).

12
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2.3.3.1 Otros factores a los que se atribuye la act ividad antimicrobiana en

miel

La actividad antimicrobiana de la miel se debe principalmente a sus propiedades
fisicas y quimicas. La alta osmolaridad de la miel y la acidez, perdéxido de
hidrégeno, compuestos volatiles y &cidos organicos entre otras, son las sustancias
gue contribuyen a su actividad antibacteriana (Theunissen et al., 2001; World et
al., 2004; Basualdo et al., 2007).

Uno de los factores de importancia como agente antibacteriano de la miel es el
peroxido de hidrégeno, que se produce por la oxidacion de la glucosa por la
enzima glucosa oxidasa que se origina naturalmente de las glandulas
hipofaringeas de las abejas (Olaitan et al., 2007). El pH de una miel es acida pero
si ésta se excede influira provocando una reaccion de la enzima glucosa oxidasa
gue esta presente de forma natural en la miel, segregada por la misma abeja de
sus glandulas hipofarigeas y con la presencia de oxigeno se cataliza ocurriendo
una oxidacion de B-D-glucosa en perdxido de hidrogeno, esto le da un efecto
antimicrobiano en la parte externa del sistema de la miel impidiendo asi el
desarrollo de algunas esporas que pudiesen estar presentes en la miel a la hora
de la cosecha o en su defecto en almacenamiento (Mato et al., 1997).

Sin embargo, la catalasa, también aparece en el polen (Taormina et al., 2001). El
nivel de peroxido de hidrogeno en la miel esta determinada por los niveles de
glucosa oxidasa y catalasa (Weston, 2000). Cuanto mas alto sea el nivel de
glucosa oxidasa, mayor es el nivel de peréxido y cuanto menor sea el nivel de
catalasa, mayor es el nivel de peréxido de hidrégeno. La enzima glucosa oxidasa
es virtualmente inactivo en la miel con alta densidad, pero se vuelve activo en miel
diluida para producir peroxido de hidrégeno y &cido glucénico a partir de la
glucosa, el peroxido de hidrogeno inhibe el crecimiento de algunas bacterias
patogenas de alimentos (Al-Mamary et al., 2002; Olaitan et al., 2007; Taormina et
al., 2001).
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También se encontré que los compuestos fendlicos existentes en la miel tienen la
capacidad antioxidante asi como también actividad antibacteriana contra cepas
patogenas reflejando comportamientos diferentes segun la cepa utilizada en el
bioensayo. Sin embargo, la produccién y el tipo de miel producida por las abejas
depende de la flora que existe en cada temporada. Por lo tanto, las flores de
donde las abejas recogen el néctar para la produccion de miel, pueden contribuir a
las diferencias de la actividad antimicrobiana y antioxidante (Nzeako y Hamdi,
2000; Mulu et al., 2004; Basualdo et al., 2007).

2.3.4 Comportamiento antibacteriano en miel

Las bacterias exhiben sensibilidad a diferentes tipos de miel. Algunos, tales como
Staphylococcus aureus (Estevinho et al.,, 2008), Staphylococcus epidermidis
(Basualdo et al., 2007), Bacillus stearothermophilus (World et al., 2004) son
extremadamente sensibles, mientras que otros, Staphylococcus uberis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (Basualdo et al., 2007), Bacillus cereus
(Taormina et al., 2001), Alcaligenes faecalis, Lactobacillus acidophilus (World et
al., 2004), Helicobacter pylori, Bacillus subtilis (Kucik et al., 2007) s6lo son

moderadamente.

En cuanto al crecimiento de Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis (Basualdo
et al., 2007) y Pseudomonas aeruginosa (Estevinho et al., 2008) parece ser

afectada por la miel impidiendo un desarrollo 6ptimo de estas cepas.
2.3.5 Comportamiento antifangico en miel

La informacion disponible sobre la capacidad de la miel para inhibir el crecimiento
de hongos es limitada. Pocos estudios publicados sobre actividad antifingica por
efecto de la miel, frente algunos aislados clinicos de Candida sp. (Theunissen et
al., 2001; Lusby et al., 2005) y otros (Kucuk et al., 2007) en general, se encontro
gue algunas mieles presentan una actividad significativa contra levaduras de
hongos del género Candida. Sin embargo, (Lusby et al., 2005) encontraron que

Candida albicans no fue inhibida por las mieles probadas por Ki¢ik et al., (2007)
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seflalando que tres mieles estudiadas por Lusby et al., (2005) mostraron una

moderada actividad antimicrobiana frente a Candida albicans y Candida tropicalis.

La capacidad de algunas mieles de efecto antimicrobiano frente a los hongos
Aspergillus niger, Geotrichum candidum y Penicillium expansum fue probado por
(Weston, 2000) senalando que su crecimiento no fue inhibida por cualquier

muestra de miel.
2.3.6 Efecto de agentes antimicrobianos sobre el cr  ecimiento de bacterias.

Pueden diferenciarse dos tipos de efectos al afiadir agentes antimicrobianos sobre
el cultivo de bacterias que se encuentre en fase exponencial (fase log o de

reproduccién acelerada).
2.3.6.1 Concentracion minima inhibitoria (CMI).

El valor utilizado para expresar el resultado de la medicion de la actividad
antimicrobiana es la concentracion minima inhibitoria. Se define como la
concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de

un microorganismo después de incubacion durante la noche (Andrews, 2001).
2.3.6.2 Concentracion minima bactericida (CMB).

Su objetivo es determinar la concentracibn menor de un antimicrobiano, que es
capaz de matar una cepa mas del 99.9%. Para calcularla se emplean
procedimientos en los que bacteria y antimicrobiano se enfrentan en un caldo. Se
puede obtener empleando el procedimiento de macrodilucion en tubo o
microdilucion en placa. Lo que se pretende es comprobar qué concentracion de
antimicrobiano ha matado, no soélo inhibido, el aislado bacteriano estudiado
(Amsterdam, 1996).

2.3.7 Bacterias patdgenas

La mayoria de las cepas conocidas no son patdégenas, pero algunas sin embargo

causan infecciones en el hombre que pueden localizarse en el tracto intestinal o
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fuera de él (vias urinarias, meninges, sangre, peritoneo, heridas diversas)
(Fernandez, 2000).

2.3.7.1 Escherichia coli O157:H7

E. coli O157:H7 es un bacilo Gram negativo es un serotipo del grupo
enterohemorragica forma parte importante de la microbiota intestinal del hombre y
de los animales de sangre caliente, sin embargo, algunas cepas han desarrollado
capacidad para provocar enfermedad en el hombre, como son las infecciones
gastrointestinales. Estas cepas patdgenas representan la principal causa de

diarrea infantil en el mundo (Caballero, 2008).

Esta bacteria es incapaz de desarrollarse a temperaturas superiores a 42°C,
muestra un activo desarrollo entre 37-41°C, con tiempos de generacion 0.49 horas
a 37°C y 0.64 horas a 42°C en caldo soya tripticasa. Sin embargo, ya resulta muy
escaso a 44-45°C (dependiendo en parte del medio de cultivo) y nulo a 10 0 a 45.5
°C en 48 horas. El pH minimo de desarrollo se encuentra entre 4-4.5, el tipo de

acido usado para ajustar el pH influye en la respuesta.

La importancia de esta bacteria a la salud humana sobresale por su baja dosis
infectante, su efecto en todos los grupos etareos de la poblacidn, la severidad del
padecimiento que origina, la tolerancia a condiciones de acidez poco comunes
entre los patdgenos y su asociacion con rumiantes que aportan alimentos de

amplio consumo humano (Fernandez, 2000).
2.3.7.2 Listeria monocytogenes

Es un bacilo corto Gram positivo, no esporulado de 1.2 por 0.5 pm, muestra una
forma diploformas en V; las células también aparecen aisladas. La apariencia
pleomérfica no es excepcional. Es distintivamente movil en caldos incubado a
30°C; pero a 37°C se atrofian los flagelos, y queda visible uno solo. Las colonias
rugosas suelen contener células de 6-20 um. Es una bacteria omnipresente y

comun en el medioambiente. El pH optimo para su desarrollo es de 7, con limites
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de 4.5 a 8, con temperaturas de 37°C. Alimentos frecuentes de su desarrollo es la

leche cruda, verduras, carnes crudas. (Fernandez, 2000).

El desarrollo de L. monocytogenes a niveles suficientes para provocar infecciones
en personas hipersensibles, no se acompafa de signos de deterioro del alimento
implicado. En el almacenamiento de los alimentos perecederos la temperatura es
critica para controlar su actividad. El cambio de 4 a 8°C puede ser decisivo para
gue se alcance niveles considerados de alto riesgo, por ejemplo, se observé que
en un postre lacteo la presencia de una célula sobre gramo puede llegar
tedricamente a 100 células sobre gramo después de 5 dias a 8°C, pero requiere
de dos semanas si la temperatura desciende a 4°C. Esta diferencia en tiempo
resulta considerable y altamente significativa en el comercio y servicio de los

alimentos (Rosso et al., 1996).

La incidencia de infeccidn es sin embargo baja si la infeccidn resultara solo de un
individuo susceptible cuando este es expuesto a una dosis alta suficiente de una
cepa virulenta. Los sintomas de la enfermedad, la cual es méas probable de
desarrollar en mujeres embarazadas, nifios o0 ancianos y loa
inmunocomprometidos, puede variar desde una enfermedad leve, gripe como

enfermedad de la meningitis (Rosso et al., 1996).
2.3.7.3 Salmonella sp.

Es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae. Generalmente son
moviles, aerobios o facultativos anaerobios con una rica composicion antigénica
gue se emplea como base para la identificacion de sus miembros en serotipos,
mas recientemente designados como serovares. Es una bacteria primariamente
parasita del intestino de los animales, incluido el hombre (habitat natural). Se
libera al medioambiente cuando se le expulsa por las heces, su desarrollo éptimo
se encuentra a una temperatura de 37°C con un pH de 6.5-7.5. Muestra cierta
capacidad de sobrevivencia en los materiales que contacta y bajo condiciones
favorables, también para multiplicarse en ellos; los alimentos son su excepcion.

Asi, una diversidad de localidades se convierten en reservorio extra intestinal del
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microorganismo y por tanto en una fuente de contaminacion a los alimentos
(Fernandez, 2000).

Los alimentos como vehiculo de Salmonella tiene importancia especial en los
brotes de salmonelosis humana y animal puede jugar un papel meramente pasivo,
0 constituir un substrato en el cual hay actividad el patégeno previo al consumo.
Esta dltima situacidén eventualmente conduce a incidentes mas serios, en forma de
brotes o en individuos aislados. Los alimentos de origen animal encabezan
marcadamente los vehiculos implicados en los brotes en alimentos crudos y

procesados (Fernandez, 2000).

Los factores de virulencia o atributos de patogenicidad de Salmonella incluyen: la
habilidad para invadir células, poseer una cubierta completa de lipolisacarido,
capacidad para replicarse intracelularmente y posibilidad de produccion de
toxinas. Se conocen 3 formas clinicas de salmonelosis en el humano:
gastroenteritis (causada por S. typhimuriun, S. enteriditis, etc.), fiebre entérica
(causada por S. typhi y S. paratyphi) y una enfermedad invasiva sistémica
(ocasionada por S. cholerasuis). Las complicaciones menos comunes pero mas
graves pueden ser artritis y pericarditis, puede producir también un cuadro grave,

con meningitis, aborto y hasta la muerte (Caballero, 2008).
2.3.7.4 Staphylococcus aureus

Es una célula esférica Gram positiva de 0.8 a 1.2 um de diametro, no esporulado y
no es movil. Produce catalasa y otras enzimas algunas relacionadas con la
patogenicidad; tienen utilidad para su identificacion en el laboratorio o sugieren un
potencial enterotoxigenico: lipasa, fibrinolisina, hemolisina, gelatinasa, coagulasa,
fosfatasa, etc. La produccion de penicilinasa se asocia como un mecanismo de
resistencia a la penicilina. La sintesis de estas enzimas no es extensiva para

todas las cepas de S. aureus.

Una revision de la ecologia de esta bacteria pone de manifiesto las amplias

oportunidades con las que puede llegar a los alimentos, se aisla con frecuencia en
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la piel y algunas mucosas del hombre y animales. La temperatura para el
desarrollo de Staphylococcus aureus Optima para su desarrollo se encuentra a
37°C, a un pH 6-7. Posee una notable capacidad para proliferar en diversos
alimentos. Bajo condiciones propicias la tasa de crecimiento conduce a la
concentracion de suficiente entero toxina para provocar brotes de gastroenteritis
severos. Notable diversidad de alimentos pueden ser vehiculo de la intoxicacion
por este microorganismo. A parte de la exposicibn a la contaminacion
(generalmente humana), o el empleo de una materia prima o ingrediente (tipica,
aunque no exclusivamente de origen animal) contaminado, deben satisfacerse
condiciones ecolégicas en el alimento que favorezcan un crecimiento franco del
germen, incluida una temperatura superior a las 20-25°C, por pocas horas. Los
alimentos que se identifican con mayor frecuencia en los brotes de intoxicacion,
consisten en jamoén, pasteles rellenos, alimentos cocinados a base de pollo, pavo,

res y diversas ensaladas (Fernandez, 2000).

S. aureus es un patdgeno potencial para el hombre y animales que se manifiesta
de diversas formas. Dentro de su ciclo natural existe como parasito intrascendente
en diversas localidades del cuerpo humano; o puede dar lugar a procesos
patologicos que van desde infecciones muy localizadas del tipo de un fordnculo
autolimitado o sinusitis, otitis, y muchos otros, hasta septicemia y endo carditis con
letalidad de 40-80% y sindrome de shock téxico (Caballero, 2008).

2.3.7.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonadaceae y es un
bacilo Gram negativo aerobio con un flagelo polar. Cuando se cultiva en medios
adecuados produce piocianina, un pigmento azulado no fluorescente. Muchas
cepas producen también el pigmento verde fluorescente. Pseudomonas
aeruginosa, al igual que otras Pseudomonas fluorescentes, produce catalasa y
oxidasa, asi como amoniaco a partir de la arginina, y puede utilizar citrato como
Unica fuente de carbono. Su pH debe ser arriba de 4 para su crecimiento y a una
temperatura de 36-41°C para su desarrollo, sus requerimientos nutrimentales son
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minimos. Esta bacteria constituye un ejemplo clasico de patdogeno oportunista. Se
le cita en epidemias severas de diarrea en lactantes y enfermos hospitalizados e
inmunocomprometidos, provocando padecimientos serios como endocarditis,
neumonia, entre otras. Es muy comun su presencia en el medioambiente: agua,
tierra, polvo. Con facilidad se recupera de verduras como jitomates, rabanos, apio,
pepinos, cebollas y lechuga. Este hecho induce a restringir el consumo de

verduras crudas por individuos especialmente hipersensibles (Fernandez, 2000).

Esta bacteria es susceptible a la desecacion. Sobrevive muchos meses en el agua
y puede utilizar CO, como fuente de carbono; se multiplica en depdsitos con agua
destilada. El agua contaminada podria ser una fuente mas significativa que los

alimentos, especialmente entre los lactantes (Fernandez, 2000).
2.3.7.6 Bacillus subtilis

Es una bacteria Gram positiva, con forma de varilla que secreta numerosas
enzimas para degradar una variedad de sustancias durante su metabolismo es un
aerobio facultativo comunmente encontrado en el suelo. Miembro del genero
Bacillus, B. subtilis tiene la habilidad para formar una resistente endospora

protectora, permitiendo al organismo tolerar condiciones ambientales extremas.

Proviene de la familia bacillaceae, aerobio y anaerobio facultativo esporulado las
esporas son centrales, forma elipsoide y al formarse en el interior de la célula dan
lugar al hinchamiento de esta, se desarrolla de 10-48°C pero su temperatura
Optima se encuentra entre 28-35°C, generalmente son moviles con flagelos
peritricos, su pH varia para su crecimiento que va de 4.9-9.3 y puede crecer a
partir de una actividad de agua de 0.93-0.95. B. subtilis no es considerado
patdgeno humano; sin embargo puede contaminar los alimentos, pero raramente
causa intoxicacion alimenticia. Sus esporas pueden sobrevivir la calefaccion
extrema que a menudo es usada para cocinar el alimento, y es responsable de

causar la fibrosidad en el pan estropeado (Lastras, 2009).
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2.4 Efecto de la temperatura sobre compuestos bioac  tivos

Los compuestos bioactivos pueden ser susceptibles a ciertas condiciones y
factores provocando que estos se lleguen a oxidar. En caso de la temperatura se
ha comprobado que algunos de estos compuestos son termolabiles a ciertas
temperaturas mientras g otros son muy sensibles provocando la perdida de éstos.
Sin embargo, es dificil predecir las interacciones inducidas por el calor de los
compuestos bioactivos (polifenoles) y las vias de su degradacién, ya que no solo
depende de las condiciones de temperatura y del tiempo, sino también de la
naturaleza del disolvente (Pinelo et al., 2004). Se mostr6 un modelo de sistemas
individuales y mixtos de compuestos como quercetina, catequina y resveratrol la
reaccion que tuvo al disolverse con etanol o metanol dio lugar a una mayor

actividad antioxidante y se produjo en un tiempo mas corto (Pinelo et al., 2005).

La polimerizacion oxidativa y la formacion oxidativa de los grupos hidroxilo se
encuentran para ser responsable de las mejoras de la actividad antirradical de los
fenoles examinados. Es por eso que incluso pequefios cambios en las
propiedades fisico-quimicas de soluciones en el que se disuelven los compuestos
bioactivos (polifenoles) influyen significativamente su solubilidad, comportamiento
de precipitacion que influyen en sus propiedades bioquimicas y de la actividad
biolégica (Zanchi et al., 2008; Zanchi et al., 2007).

2.4.1 Efecto de la temperatura sobre fenoles

Algunos compuestos polifendlicos pueden proteger a otros de la descomposicion
inducida por el calor, se mostré un modelo de compuestos polifendlicos mixtos que
al tener actividad antioxidante est4 bien conservado durante la coccidén y el

procesamiento de alguna materia prima (Murakami et al., 2004).

En relacion con esto, es interesante observar que la actividad de los radicales
libres de algunas verduras aumentd durante la coccién. Se propuso que este
aumento podria ser debido a la produccién de mas fuentes antioxidantes y / o

debido a la supresion de la oxidacion de los antioxidantes por la inactivacion

21



UVAEH-ICAp-Maestria en Ciencia de los Alimentos Marco Tedrico

térmica de las enzimas oxidativas tales como de polifenol oxidasas y ascorbato

(Yamaguchi et al., 2001 y Yamaguchi et al., 2003).
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3. ANTECEDENTES

En los dltimos afios la investigacion sobre la miel ha sido de realce en cuestion de
sus componentes bioactivos ya que ha sido comprobado que la miel tiene un
comportamiento diferente y Unico como agente antimicrobiano sobre diferentes

bacterias patdégenas a inhibir.

En un trabajo realizado en Argelia por Moussa et al. (2012) sobre el efecto de la
temperatura y la potencia inhibitoria de la miel de eucalipto en Candida albicans
ademas de evaluar los parametros fisicoquimicos a temperaturas de 40, 60 y 80°C
encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre los parametros fisicoquimicos
y la temperatura donde el pH disminuy0 teniendo inicialmente 4.24 hasta llegar a
un pH de 4.10 a la temperatura de 80°C, mientras que para acidez libre se
incrementd teniendo inicialmente una acidez de 33.8 meq ac. glucénico/100kg
hasta llegar a una acidez de 38.36 meq &c. glucénico/100kg, mientras que para la
humedad fue descendiendo teniendo a temperatura ambiente 15.83% hasta

finalmente tener a la Ultima temperatura 15.65%.

En un trabajo realizado por Vaikousi et al. (2009) observaron la cinética de
pardeamiento no enzimatico en los sistemas de miel y miel diluida. El efecto de la
actividad de agua (en el rango de 0.54-0.99) en la formacioén de pigmento marrén
en la miel y en sus soluciones diluidas, que difieren en la concentracion de solutos
reactivos se control6 tras el calentamiento a cuatro temperaturas (50, 60, 70 y
80°C). En el proceso isotérmico se encontraron diferencias significativas (P<0.05)
entre la temperatura y la actividad de agua, en donde a cada temperatura
expuesta la muestra durante un tiempo de 0-120hrs, la actividad de agua va

incrementandose.

En lo realizado por Sagrin y Chong, (2012) donde determinaron el efecto de
secado de la hoja de platano Musa acuminata Colla a diferentes temperaturas 40,
50, y 60°C durante siete horas con un flujo de aire de 2.0 m/s, encontrando
diferencias significativas (P<0.05) en la actividad de agua y pH con respecto a la

temperatura de secado encontrando pérdidas que van de temperatura ambiente
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de 0.996+0.0026 hasta la temperatura de 60°C con un valor de 0.4157+0.0446 de
actividad de agua y encontrando que al pasar por las temperaturas (40, 50 y 60°C)
el pH aumenta con un valor inicial de 6.51+0.01 hasta un valor de pH de
6.56+0.001.

En un trabajo realizado por Turkmen et al. (2006) observaron que el tratamiento
térmico aumenta la capacidad antioxidante de la miel, lo que resulta en un efecto
positivo en la salud humana como consecuencia de la accion de estos productos
de Maillard, y un punto negativo seria el pardeamiento de la miel causada por

calentamiento que no es deseable por los consumidores.

Con referente a la actividad antimicrobiana se observé en un trabajo realizado por
Silici et al. (2010), analizaron cincuenta muestras de mieles multiflorales
Rhododendron de la region del mar negro Turquia para observar la actividad
antimicrobiana mediante bioensayos por el método de dilucidon en agar, se usaron
concentraciones (w/v) de 10, 25, 50 y 75% de las cuales solo las concentraciones
de 55 y 75% fueron donde se obtuvo actividad antimicrobiana contra 13
microorganismos donde once son bacterias y dos levaduras que se utilizaron para
la prueba: Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Bacillus cereus FMC 19, Bacillus
subtilis ATCC 6630, Escherichia coli O157:H7 RS_932, Listeria monocytogenes
1/2B, Mycobacterium smegmatis RUT, P. mirabilis BC_3624, P. aeruginosa ATCC
27853, Salmonella typhimurium NRRLE_ 4463, Staphylococcus aureus ATCC
28213, Candida albicans ATCC 1223, Saccharomyces cerevisiae BC 5461, y
Yersinia enterocolitica ATCC 1501, encontrando diferencias significativas (P<0.01)
entre las mieles y la bacteria a inhibir, donde la mayor actividad antimicrobiana se
dio contra Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis, mientras que para S.
aureus, A. hydrophilia, L. monocytogenes, B. subtilis, M. smegmatis, y S.
typhimurium mostraron una moderada sensibilidad a la actividad antimicrobiana,
para lo que fue B. cereus, E. coli, O157:H7 y Y. enterocolitica fueron las que
obtuvieron mucho mas resistencia a la actividad antimicrobiana, existen grandes
variaciones en la actividad antimicrobiana dependiendo del origen floral de la

muestra de miel.
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En otro estudio realizado en Grecia por Voidarou et al. (2011) demostraron que las
mieles multiflorales (coniferas, citricos, tomillo o polifloral), mostraron actividad
antibacteriana por el método difusion en agar probando diversas concentraciones
(w/v) que van desde 0, 10, 25, 50 y 75%, en dieciséis bacterias, siendo asi nueve
patogenos y siete cepas de referencia; Staphylococcus aureus subsp. aureus,
resistente a meticilina y a la vancomicina (fuente: la septicemia dental), (2) S.
aureus subsp. aureus, resistente a la meticilina y a la vancomicina (fuente:
absceso dental), (3) S. aureus subsp. aureus, resistente meticilina (fuente: mano
nosocomial absceso), (4) S. aureus subsp. anaerobius (fuente: septicémica
gingivitis), (5) Escherichia coli (fuente: flora fecal de vaca), (6) Salmonella
typhimurium (Salmonella enterica subsp. enterica) (fuente: agua potable), (7)
Streptococcus pyogenes (fuente: mastitis de las vacas), (8) Bacillus cereus
(fuente: alimentos), (9) Bacillus subtilis subsp. subtilis (fuente: absceso de mano), (
10) S. aureus subsp. aureus cepa de referencia ATCC 12600, (11) S. aureus
subsp. anaerobius cepa de referencia ATCC 35844, (12) Escherichia coli cepa de
referencia ATCC 23716, (13) cepa de referencia de Bacillus cereus ATCC 14579,
(14) de Bacillus subtilis subsp. subtilis cepa de referencia ATCC 6051, (15),
Streptococcus pyogenes cepa de referencia ATCC 12344 y (16) Salmonella
typhimurium (Salmonella enterica subsp. enterica) cepa de referencia ATCC
13311, encontrando diferencias significativas (P<0.001) entre las mieles y las
bacterias patdgenas junto con las cepas de referencia, siendo la miel de coniferas
la de mayor efecto en las bacterias S. aureus, E. coli, S. typhimurium, S.
pyogenes, B. cereus, B. subtillis y la menor actividad antibacteriana fue con la miel

multifloral.

En Galicia Espafia, Escuredo et al. (2012) analizaron 23 muestras de miel para ver
su actividad antibacteriana por el método de dilucion en agar, las muestras de miel
fueron diluidas en agua /metanol al 2% (v/v) probandose contra nueve bacterias
para los experimentos, cinco Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
20231), Staphylococcus epidermidis (ATCC 20044), Micrococcus luteus (ATCC
20030), Enterococcus faecalis (ATCC 20477), Bacillus cereus (ATCC 31) y cuatro

25



UVAEH-ICAp-Maestria en Ciencia de los Alimentos Antecedentes

Gram negativas; Salmonella typhimurium (ATCC 43971), Proteus mirabilis (ATCC
4479), Escherichia coli (ATCC 30083), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 50071),
encontrando diferencias significativas (P<0.05), en todas las muestras de miel
exhibieron capacidad antibacteriana contra los microorganismos ensayados,
siendo P. mirabilis y B. cereus las especies mas susceptibles, las bacterias Gram
positivas, especialmente S. aureus y S. epidermidis, fueron los microorganismos
mas resistentes. Por el origen floral de las mieles y su efecto antibacteriano es

tanto para bacterias Gram positivas como negativas.

En un trabajo realizado en siete regiones de Colombia por Gamboa et al. (2009)
analizaron 37 mieles de una especie de abeja sin aguijon conocida como
Tetragonisca angustula que produce una miel con altos porcentajes de efecto
antimicrobiano. Para ello se realizaron pruebas por el método dilucion en agar,
frente a seis bacterias. La técnica se evaluo por medio de diluciones (v/v) que van
de 5.6, 12.3, 22.5, 45 y 90%, contra seis bacterias, Gram negativas Salmonella
enterica sp. enterica serovar Typhimurium, ATCC 14028; Escherichia coli, ATCC
31617 y Klebsiella pneumoniae, subsp. pneumoniae, ATCC 700603 y Gram
positivas Bacillus subtilis subsp. spizizenii, ATCC 6633; Staphylococcus aureus
subsp. aureus Rosenbach, ATCC 6538 y Micrococcus luteus Kocuria rhizophila,
ATCC 9341, fueron analizadas por una prueba binomial presentando efecto
bactericida mayor del 99.9% de inhibicion. En el bioensayo con mayor efectividad
fue para E. coli, M. Luteus y S. entérica se evidencio esto en la dilucion de miel al
90%.

La actividad antimicrobiana de la miel se ha atribuido principalmente a la
osmolaridad, acidez, peroxido de hidrégeno, compuestos fenodlicos y los

compuestos volatiles (Molan, 1992a,b; Weston et al., 2000).

Estos resultados concuerdan con Weston et al. (2000) en los cuales atribuye el
potencial biologico a la composicion fitoquimica de las mieles, en donde las mieles
de manuka de Nueva Zelanda se le atribuyd principalmente al acido cafeico,

pinocembrina, crisina y galangina, que se deriven directamente de las fuentes de
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miel. El 4cido cafeico también se ha indicado como una sustancia antibacteriana
de mieles provenientes de coco y gelam de Malasia (Aljadi y Yusoff, 2003). De
hecho, los productos naturales se estan convirtiendo en el tema de investigacion
antiinfecciosos y muchos grupos se han aislado e identificado sus estructuras de
flavonoides que poseen actividad antifingica, antiviral y antibacteriana, este es el
caso de galangina, pinocembrina y kaempferol (Cushnie y Lamb, 2005). El efecto
antimicrobiano de compuestos fendlicos puede ser debido a su capacidad para
alterar la permeabilidad de la célula, permitiendo de ese modo la pérdida de
macromoléculas desde el interior de la misma (Tiwari et al., 2009).

En cuanto a escritos sobre miel tratada térmicamente para observar su efecto
antibacteriano y su contenido de fenoles totales no se han registrado
investigaciones de este indole por el momento, pero podemos citar algunos

trabajos que van acorde.

En un estudio echo en Malasia por Sagrin y Chong (2013), en donde determinaron
el efecto de secado a diferentes temperaturas 40, 50, y 60°C durante siete horas
con un flujo de aire de 2.0 m/s de la hoja de platano Musa acuminata Colla
encontrando diferencias significativas (P<0.05) en el total de fenoles con respecto
a la temperatura de secado encontrando pérdida de fenoles totales de un 6.656mg
ac. galico/100g+0.338% a 40°C, 3.892 ac. gélico/100g +0.786% a 50°C y 11.949
ac. gélico/100g +0.847% a 60°C de una concentracion inicial de fenoles totales de
2731.49 ac. galico/100g +14.41, la pérdida podria ser el resultado de la union de
compuestos fendlicos a otra componentes de la hoja, como las proteinas, o debido
a una alteracion quimica estructural causada por el secado (Qu et al., 2010). Otra
razon podria ser que a mayor temperatura de secado, hay un momento en que las
enzimas oxidativas tales como polifenol oxidasas ha sido completamente
inactivada (Prathapan et al., 2009). En contraste, se observé una reduccién a
60°C. Este hallazgo puede ser debido al hecho de que 60°C es una temperatura
de secado intolerable para los compuestos fendlicos presentes en la hoja de

platano.
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En el trabajo realizado en Chile por Vega-Galvez et al. (2012), se estudio el efecto
de la temperatura y la cinética en la velocidad del aire de secado de trozos de
manzana (var. Granny Smith). Los experimentos se llevaron a cabo a los
siguientes tratamientos térmicos 40, 60 y 80°C, a velocidades de aire de 0.5, 1.0y
1.5 m /s. Los fenoles totales presentes en los trozos de manzana fresca se vieron
afectados disminuyendo con la temperatura, encontrando diferencias significativas
(P<0.05) entre el contenido de fenoles totales y los tratamientos térmicos, segun lo
determinado por la deshidratacibn de manzana de los nueve tratamientos,
inicialmente la muestra fresca tenia 158.28 + 0.65 mg ac. galico/100 g. Se observo
gue al aumento en la temperatura de secado causa una degradacion de fenoles
totales, disminuyd con el aumento temperatura de secado a velocidades de 0.5,
1.0y 1.5 m/s. Esto es probablemente debido a la alta conveccion de fuerzas que
actian en la difusion del calor retardante en la interface aire-sélido en las
manzanas, los glucésidos de compuestos fendlicos, que se localizan en regiones
hidrofilas de células tales como vacuolas y apoplastico, o como otros fenoles
solubles en el citoplasma y en el ndcleo de la célula (Sakihama et al., 2002),
parecen tener una proteccion escudo de calor por el material de las paredes
celulares. La resistencia interna de calor en la difusion es un paradmetro importante
a considerar cuando la calidad esta en juego durante el tratamiento térmico en el

proceso de secado de manzanas.

El trabajo realizado en Croacia por Boban et al. (2010), observaron la actividad
antibacteriana en vitro de vino que fue calentado a temperaturas de 75y 125°C
por 45 min contra Salmonella entérica serotipo Enteritidis y Escherichia coli sus
efectos se compararon con un vino tinto intacto. Las muestras también se
analizaron para determinar su contenido de compuestos fendlicos. Su actividad
antibacteriana de las muestras no podria estar relacionada con su contenido de
resveratrol un tipo de compuesto fendlico sino que se debe a la presencia de otros
compuestos fendlicos presentes en el vino que actian en la inhibicion de bacterias

ademas de la capacidad antioxidante.
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Al calentar el vino se incrementd su concentracion de compuestos fendlicos,
encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre las concentraciones de
compuestos fendlicos y los tratamientos térmicos, donde inicialmente era una
concentracion de 3200+38.2 mg ac. gélico/L, pero al pasar por 75°C se incremento
a 3390 +42.4 mg ac galico/L, mientras que para 125°C resulté obtener 5530+60.6

mg &c. galicolL.

En cuestion del efecto antibacteriano se utilizé la técnica dilucion en agar para
después hacer el conteo por vertido en placa y se reportd por medio del nimero
de colonias que subsistieron, encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre
el numero de colonias y el vino, a diferentes tiempos de incubacidén, mostrando
actividad bactericida del vino intacto (sin tratamiento térmico) donde la prueba fue
bastante fuerte y se produjo en menos de 5 min de incubacion, mientras que
constituyentes de vinos térmicamente estresado retienen considerable efectividad
antibacterial, lo que ocurrio6 después de 15 min de incubacion para ambas
bacterias. Es muy dificil, sin embargo, para predecir las interacciones inducidas
por el calor en polifenoles y las vias de su degradacion, ya que depende no so6lo
de condiciones de temperatura / tiempo, sino también la naturaleza del solvente.
Los compuestos fendlicos del vino se muestran como antibiéticos eficaces bajo
diferentes condiciones experimentales (Papadopoulou et al., 2005; Radovanovic et
al., 2009; Vaquero et al., 2007).

Se propuso que la actividad antibacteriana de los polifenoles puede implicar varios
mecanismos de accion tales como inhibicion del DNA girasa, la inhibicién de la
funcion de la membrana citoplasmatica y el metabolismo de energia (Cushnie &
Lamb, 2005).

Esto estd de acuerdo con el estudio realizado por Murakami et al. (2004), que
mostraron en el modelo de polifendlico mixto compuestos que la actividad
antioxidante estad bien conservado durante el cocinado y procesado. También
mostraron que algunos compuestos polifendlicos pueden proteger a los demas de

la descomposicion inducida por el calor.
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En un estudio realizado en Brasil por Fujita et al. (2013), de la pulpa Camu-camu
(Myrciaria dubia Mc. Vaugh) mezclada con maltodextrina a concentraciones de 0O,
3 y 6% fueron llevadas a liofilizacion a temperaturas de 60, 80, 90 y 110°C
ademas de temperatura ambiente, en su contenido de fenoles totales se hallaron
diferencias significativas estadisticas (P<0.05) entre las concentraciones de
maltodextrina con los fenoles totales teniendo pérdidas significativas del 18% de
fenoles por el aumento de la temperatura en el secado, probablemente debido a la

disminucion proporcional en el tiempo de secado.

Para ver su actividad antimicrobiana por medio de la técnica de difusion en agar
contra bacterias se realizaron extractos y se ensayaron frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 8739, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella typhimurium ATCC 14028
y Salmonella enteritidis ATCC 13076, de acuerdo con CLSI (CLSI, 2009). En
donde sélo Staphylococcus aureus ATCC 29213 presento actividad antimicrobiana
encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre las concentraciones y las
diferentes tratamientos térmicos, presentando mayores halos de inhibicion a la
concentracion de 0% de maltodextrina en donde no ha recibido tratamiento
térmico, mientras que a la concentracién de 3 y 6% en todas las temperaturas se
hallaron los menores halos de inhibicion. La reduccion de la concentracion de
compuestos fendlicos causada por el secado de la pulpa de camu-camu pudo
haber sido el responsable de la pérdida parcial de la actividad inhibitoria. Kil et al.
(2009), sugirieron que la actividad antimicrobiana del sorgo puede ser debido a la
presencia de acido tanico. Saraiva et al. (2012), observé que el extracto de
Caesalpinia pyramidalis Tull contiene quercetina, catequina, acido elagico,
flavonoides, proantocianidinas y acido galico, también presenté actividad
antiestafilococcica. Ademas, otros compuestos tales como flavona, quercetina,
naringenina, y morin kaempferol se muestra para inhibir S. aureus (Rauha et al.,
2000).
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4 HIPOTESIS

Las mieles dependen de la zona geografica, del clima y del origen botanico de
donde se extrae el néctar para su produccién, mostrando diferencias
fisicoquimicas asi como también en sus compuestos bioactivos caracteristicos de
cada zona, lo que le confieren propiedades Unicas a cada miel, por lo que su
comportamiento antibacteriano a distintas temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C)

sera diferente en cada miel.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la temperatura en la actividad antibacteriana de diferentes

mieles del Estado de Hidalgo.
5.2 Objetivos particulares

« Evaluar el efecto de la temperatura en las caracteristicas fisicoquimicas de

las diferentes mieles.

« Observar el efecto de la temperatura en los compuestos fendlicos de

diferentes mieles.

« Determinar el comportamiento de la actividad de antibacteriana de

diferentes mieles tratadas térmicamente.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1. Localizacion del experimento.

El desarrollo experimental de este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de
Aprovechamiento Agroalimentario Integral del Instituto de Ciencias Agropecuarias
(ICAp) y en los Laboratorios de Microbiologia y de Postcosecha del Centro de
Investigacion en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CICyTA), de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

6.2. Muestra de miel

La materia prima se recolectd personalmente para cerciorarse que sea pura para
los correspondientes analisis. La miel que se utilizo para los experimentos es de la
especie (Apis mellifera L.). Para la recoleccién de las muestras de miel se tomé en
cuenta que el estado de Hidalgo posee una gran variedad de ecosistemas (climas
y vegetaciones) por lo que nos brinda una gran variedad de mieles con distintas
propiedades Unicas de cada region de donde se recolecte. Se recolectaron cinco
mieles multiflorales del estado de Hidalgo, en Acaxochitlan (AC), Arenal (AR),

Huehuetla (HU), Orizatlan (OR) y Tasquillo (TA), como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1

Recopilacién de cinco muestras de miel obtenidas de diferentes zonas del estado de Hidalgo, México.

Muestra Fecha de Cosecha Fecha de Recoleccion Origen Geogréfico Hgo, Méx. Fuente Floral
OR Marzo-Abril 30/08/2012 Orizatlan Citricos
AC Abril-Mayo 01/08/2012 Acaxochitlan Pino y Frutal
AR Abril-Mayo 31/07/2012 Arenal Agave, Orquidea, Flores Silvestres
TA Abril-Mayo 31/07/2012 Tasquillo Garambullo, Mesquite, Pin, Nogal
HU Abril-Mayo 04/09/2012 Huehuetla Cafetal, Citricos, Frutal

6.2.1. Cepas

Las cepas que se utilizaron para observa la actividad antimicrobiana en los
bioensayos fueron: Salmonella sp., B. subtilis, P. aeruginosa, L. monocytogenes,

S. aureus y E. coli, obtenidas de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
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campus ICAp Tulancingo de Bravo Hidalgo y de la Universidad Autbnoma de

Querétaro.
6.3. Establecimiento del experimento

El trabajo experimental consisti6 en tres etapas: 1. caracterizacion de cada
muestra de miel. 2. Cuantificacion de compuestos fendlicos y 3. Realizar
bioensayos para ver la capacidad antimicrobiana de estas muestras de miel contra
cepas patdgenas, en todas estas etapas las mieles fueron sometidas a distintos
calentamientos para después estando a temperatura ambiente proceder a realizar

los respectivos analisis con excepcion de la primer etapa.

6.4. Obtencibn de muestras sometidas a diferentes t emperaturas de

calentamiento

Cada muestra de miel fue sometida a diferentes temperaturas de calentamiento
(20, 40, 50, 60, 70y 80°C) a bafio maria. Se coloc6 muestra de miel en frascos de
vidrio con tapa de 250 gr llevados a bafio maria con agitacion constante por un
lapso de tiempo de 10 min con temperatura ya programada previamente, después

de pasar el lapso de tiempo se llevaron a temperatura ambiente evitando la luz.
6.5 Variables de estudio

A continuacién se detallan las variables de estudio que se realizaron

6.5.1. Determinacion solidos totales solubles (°Bri  X)

Los sdlidos totales de las muestras de miel se midieron por refractometria con un
refractdmetro manual Daigger y los resultados se expresaron en °Brix (AOAC,
2000). Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente después de
haber pasado por los diferentes tratamientos térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C)
las lecturas se hicieron por triplicado.
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6.5.2 Determinacion de humedad

El porcentaje de humedad de las muestras de miel se determind siguiendo el
método descrito por la (AOAC 925.09, 2005). En un crisol llevado a peso
constante se colocaron 5 g de muestra de miel, después se colocé en una estufa
hasta llevarlo a peso constante a una temperatura de 100 + 2°C durante 5.5 h una
vez pasado este tiempo se colocd dentro de un desecador para finalmente pesar

en una balanza analitica.

Los resultados se expresaron en porcentaje de Humedad todas las
determinaciones se realizaron a temperatura ambiente después de haber pasado
por los diferentes tratamientos térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) las
determinaciones se hicieron por triplicado. El contenido de humedad se determind

con el siguiente formula.

% Humedad= ((A-B)*100)/C

Donde:

A = Peso del recipiente con la muestra humeda (Q)
B = Peso del recipiente con la muestra seca (g)

C = Peso de la muestra himeda (g)

6.5.3 Determinacion de actividad de agua (a )

La actividad de agua de las muestras de miel se midieron con el equipo Aqua Lab
Series 3 / 3TE con control de temperatura con una precision de + /-0.003a,,
(AOAC 978.18, 2005). Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente
después de haber pasado por los diferentes tratamientos térmicos (20, 40, 50, 60,

70 y 80°C) las lecturas se hicieron por triplicado.
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6.5.4 Determinacion de pH

El pH de las muestras de miel se midid6 con un potenciémetro digital HANNA,
(AOAC 981.12, 2005). Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente
después de haber pasado por los diferentes tratamientos térmicos (20, 40, 50, 60,

70 y 80°C) las lecturas se hicieron por triplicado.
6.5.5 Determinacion de acidez libre

La Acidez libre se determindé mediante la (AOAC 942.15, 1990). Diez gramos de
miel se disolvieron en 75 ml de agua destilada, después se agreg6 una solucion
alcoholica de fenolftaleina (5 gotas) posteriormente una solucién se valora con
0,IN de NaOH llevando a titular. Todas las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente después de haber pasado por los diferentes tratamientos

térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) las lecturas se hicieron por triplicado.

Los resultados se expresaron Acidez de miel (miliequivalentes de &cido gluconico
por kg de miel).

m: Masa o gramos iniciales de muestra.

v: Volumen en cm?® de solucién estandarizada de NAOH a 0.1 N gastada en

titulacion.
Acidez Libre= (meq Ac Gluconico/Kg)= m*v
6.5.6 Determinacion de ceniza

Para determinar ceniza se sigui6é el método descrito por la (AOAC 920.26, 2005).
Donde se colocaron 5g de la muestra de miel homogenizada en un crisol
manteniendo en una estufa hasta un peso constante previamente pesado. Luego
se coloco en una mufla a una temperatura de 180°C durante una hora y media una
vez pasado este lapso de tiempo se incremento la temperatura a 280°C dejandola
por una hora, una vez logrado esta temperatura se incrementdé una vez mas

llevandola a 380°C dejandola por una hora y finalmente se subio a 520°C
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manteniéndola asi por tres horas para posteriormente apagar y dejar enfriar a
temperatura ambiente para poder pesar. Todas las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente después de haber pasado por los diferentes tratamientos
térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C). Se determind el porcentaje de ceniza de las

muestras con la siguiente formula. Las determinaciones se hicieron pro triplicado.
%Cenizas= ((B-A)*100)/C

Donde:

A = Peso del crisol vacio (g)

B = Peso del crisol con cenizas (g)

C = Peso de la muestra (g)

6.5.7 Determinacion de fenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999) se utiliz6 para determinar el
contenido total de fenoles. Cada muestra de miel se peso (5 g) se diluyé a 50 ml
con agua destilada y se filtra a través de Whatman No. 1 de papel. Esta solucién
(0,5 ml) fue entonces mezclado con 2,5 mL de 0,2 N de Folin-Ciocalteu (Sigma)
durante 5 min y 2.75 mL de carbonato de sodio g / L (Na2CO3) se afiadio a
continuacion. Después de la incubaciéon a temperatura ambiente durante 2 horas,
la absorbancia de la mezcla de reaccion medido estaba a 760 nm frente al blanco
de metanol (Espectrofotometro CECIL 2000). El acido galico (Sigma) (0-200 mg /
L) se utilizd para producir el patron de calibracién la curva. La media de tres
lecturas se utilizé y la cantidad total contenido fendlico se expresd en mg de acido
galico equivalentes / 100 g de miel. Todas las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente después de haber pasado por los diferentes tratamientos

térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) las lecturas se hicieron por triplicado.
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6.5.8 Actividad antibacteriana

Para el estudio de la actividad antibacteriana a diferentes temperaturas, primero
se hallé una concentracion que tuviera mayor actividad antibacteriana sobre las
cepas, una vez definida se procedid a trabajar con esa concentracion en los

bioensayos referentes al efecto de la temperatura sobre las muestras de miel.
6.5.8.1 Método de microdilucién en caldo

La metodologia que se sigui6 fue de acuerdo a Klancnik et al. (2010) con algunas

modificaciones como se describe a continuacion:

La actividad antibacteriana de las diferentes muestras de miel se ensayaron
mediante microdiluciones con solucién salina fisioldgica a concentraciones de 55,
70 y 85% contra seis microorganismos patégenos: Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. y L.

monocytogenes por el método de vertido en placa.

Para la activacion de cada microorganismo se utilizd caldo nutritivo y se llevé a
incubar a 37°C, para lo que fue Escherichia coli se dejo incubar por 5 hrs. En
cuanto a Staphylococcus aureus se incubo por 9 hrs. en Salmoenlla sp en un
tiempo de incubacion de 22.5 hrs. mientras que para Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa y L. monocytogenes se dejo en un lapso de tiempo de
24-37hrs. hasta obtener una concentracién de 10°-10"ufc/mL final. Se prepararon
los medios de cultivo especificos con agar eosina y azul de metileno para
Escherichia coli, para Staphylococcus ureus se us6 un agar Staphylococcus
aureus, en cuanto a Salmonella typhimurium se ocup6 un agar salmonella y
shigella, mientras que B. subtilis, L. monocytogenes y P. aeruginosa se utilizé agar
nutritivo todos los agares usados fueron de la marca Bioxon llevandose a cajas
petri (6 cm de diametro), las cajas se dejan solidificar a temperatura ambiente
(20°C). Las diluciones se prepararon con una solucion salina (0.85%) estéril
(control), a concentraciones de 55, 70 y 85% esterilizadas con solucién salina

después se realizaron las diluciones y se sembro (25uL) para llevar a incubacion
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por un periodo de 18-24h en posicion invertida, para finalmente realizar conteo en

placa.

Un vez que se activd cada bacteria hasta obtener una densidad microbiana de
aproximadamente, 10°-10’ ufc/mL en caldo nutritivo, se realizé una dilucién 1:10
agregando en un frasco estéril un mililitro de bacteria mas nueve mililitros de
solucién de miel y se agitdé durante diez minutos. Después de ese tiempo se
hicieron las diluciones microbioldgicas necesarias y se inoculo en los respectivos
agares para cada bacteria. La incubacion se llevé a cabo en una estufa a 37°C en
un lapso de tiempo de 18-24 horas. Se probaron concentraciones de solucion de
miel a 55, 70 y 85%. El control positivo fue una solucion salina y como control

negativo agua. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Al determinar la concentracion con la que se obtuvieron los mejores resultados se
realizaron los siguientes bioensayos mediante el uso de una dilucion de miel con
solucion salina fisiologica a la concentracion del 85%, contra las mismas bacterias
patdgenas para ver su actividad antibacteriana con las muestras de miel (Silici et
al., 2010), pero que esta vez han sido sometidas a diferentes temperaturas de
calentamiento (40, 50, 60, 70 y 80°C) a bafio maria de forma independiente para

su respectivo analisis.
6.6 Analisis de resultados

Se utilizé un disefio factorial, donde los factores son el tipo de miel y la
temperatura. Los resultados obtenidos se analizaron por un andlisis de varianza
(ANOVA). Si se encuentran diferencias significativas (p<0.05) se utilizé la técnica
de comparacion de medias de Tukey’'s o las curvas de respuesta por contrastes

ortogonales.
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7 RESULTADOS Y DISCUSIONES
7.1 Caracterizacion fisicoquimica de las mieles del estado de Hidalgo

Tabla 2
Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de miel de diferentes zonas del estado de Hidalgo
(Promedio + Desviacion estandar)

Origen de Muestra

Parametros
OR AC AR TA HU

°Brix (%) 79.46:0.1d  80.43t02b  80.03:0.05c  81.13:0.05a  79.030.05e

pH 4.25+.01b 4.30£0.12 4.32+0.1a 4.26+0.1b 3.99:0.1¢
aw 0.603:0.002a 0.562:0.001c  0.579:0.1b  0.561:0.1c  0.564+0.002c

Humedad (%) 15.99¢0.4a  15.47+04°%  12.8310.8b  12.77+0.7b  13.48+0.5b

Ceniza (%) 0.10+.01d 0.42+0.01b  011#0.03d  058:0.02a  0.21#0.01c

Acidez Libre (meq Ac Glucénico/Kg) 20.0+1b 29.66+1.5 18+1b 20.0+1b 20.33+0.5b

Fenoles Totales mg &c galico/100g miel 43 06+0.30d  91.74+0.73b  42.08+0.17d  154.54+1.25a 53.86+0.71c

0  OR-Orizatlan, AC-Acaxochitlan, AR-Arenal, TA-Tasquillo, HU-Huehuetla.
o Los tratamientos con diferente letra mindscula tienen diferencias significativas en fila (P<0.05) utilizando la
prueba de comparacion de medias de Tukey.

En °Brix se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a su origen,
donde la muestra de Tasquillo, que es proveniente de un clima seco y semiseco
con vegetacion de cactaceas, nogales y mezquites es la de mayor concentracion
seguido de la muestra de Acaxochitlan (Tabla 2). Estos resultados son similares a
los reportados por Saxena et al. (2010) con concentraciones de 76.2-80.4% de

sélidos solubles totales.

En humedad se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a su
origen, en donde la muestra Orizatlan y Acaxochitlan fueron las de mayor
porcentaje de humedad (Tabla 2). Estos resultados son similares a los reportados
por Gomes et al. (2010), con porcentajes de humedad que oscilan desde 15.9-
17.2% de diferentes miles provenientes de clima mediterraneo en Portugal con

una vegetacion de eucalipto, pinos, echium vy citricos.

En actividad de agua se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto
a su origen, en donde la muestra de Tasquillo, Huehuetla y Acaxochitlan son las
de menor actividad de agua (Tabla 2). Estos resultados son similares a los

reportados por Gomes et al. (2010) y Saxena et al. (2010) donde las muestras
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provienen de citricos, pinos, flores silvestres y mieles (comerciales) presentando
una actividad de agua que va de 0.47+0.001 hasta 0.70+0.004.

En pH se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a su origen, en
donde la muestra Huehuetla es la mas &cida, mientras que las menos é&cidas
fueron de Acaxochitlan y Arenal (Tabla 2). Estos resultados son similares a los
reportados Kirsa et al. (2011) con pH que oscilan de 3.48-5.12 provenientes de
una vegetacion de cruciferas (Cruciferae), rosacea (Rosaceae), trébol blanco y

dulce (Trifolium repens, Melilotus officinalis) y el sauce (Salix).

En la acidez libre se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a su
origen, en donde la muestra de Acaxochitlan es la de mayor concentracion (Tabla
2). Estos resultados son similares a los reportados por (Lazarevic™ et al. (2011)
gue van desde 11.6-27.2 meq ac gluconico/Kg donde difieren ampliamente por su

origen geogréfico y botanico monofloral en Serbia.

En ceniza se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a su origen,
en donde la muestra de Tasquillo es la que contiene mayor porcentaje de ceniza
(Tabla 2). El contenido mineral se relaciona con el color de la miel, ya sea oscura
o clara (Frias et al., 1994). Mieles mas oscuras poseen un mayor contenido de
minerales y viceversa (NMX-F-036-1997). Estos resultados son similares a los
reportados por Ouchemoukh et al. (2007) con porcentajes de 0.06-0.54% de
cenizas. Las mieles con alta acidez y elevados valores de pH; pueden presentar

un elevado contenido de minerales (Lothrop, 1936).

En fenoles totales se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en cuanto a
su origen, donde la muestra de Tasquillo es la de mayor concentracion de fenoles
totales siendo el triple que Orizatlan, Huehuetla y Arenal (Tabla 2). Estos
resultados se asimilan a los reportados por Meda et al. (2005) donde reportan
contenido de fenoles totales de 32.59-113.05 mg ac. gélico/100g., esto a

temperatura ambiente de una floracion multifloral de Burkina Faso, Africa.
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7.2 Efecto de la temperatura en las propiedades fis icoquimicas de las mieles
del estado de Hidalgo

Con respecto en mieles tratadas térmicamente (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) se
observaron diferencias significativas (P<0.05) en solidos totales solubles,
humedad y actividad de agua entre la muestra de miel y a la temperatura a la que
fue sometida. En los sdlidos totales solubles (Figura 2) se incrementaron con la
temperatura debido a la pérdida de humedad y actividad de agua en todas las
muestras de miel.
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o 805 Acaxochitian
° 80 —+Arenal
795 - —¢Tasquillo
79 - Huehuetla
785 -
78
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Fig. 2. Comportamiento de Soélidos Totales Solubles (°Brix), de diferentes mieles de
distinto origen geografico a las siguientes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C).

Para humedad (Figura 3) disminuye conforme las mieles fueron tratadas a
mayores temperaturas va perdiendo cantidad de agua presente en el sistema,
estos resultados son similares a lo reportado por Moussa et al. (2012) donde se

observa que al incrementar la temperatura va disminuyendo la humedad.
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Fig. 3. Comportamiento del % de Humedad, de diferentes mieles de distinto origen
geografico a las siguientes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C).

En cuanto a la actividad de agua (Figura 4) se aprecia como va disminuyendo su
actividad conforme va incrementandose la temperatura. Los resultados son
contrarios con lo reportado por Vaikousi et al. (2009) donde ellos observan como
la actividad de agua aumenta al ser pasada la muestra por diferentes
calentamientos isotérmicos y dinamicos a tiempos prolongados de exposicidon esto

debido al tipo de calentamiento.
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Fig. 4. Comportamiento de la actividad de agua de diferentes mieles de distinto
origen geogréafico a las siguientes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C).

En los tratamientos térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) para pH y acidez libre se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre las muestras de miel trtadas
térmicamente, como se muestra en la figura 5, donde se observa como el pH va
disminuyendo conforme pasa cada temperatura debido a que la acidez de la miel
va incrementado como se observa en la figura 6 debido a la presencia de materia
de acidos organicos, especialmente del acido glucoénico y iones inorganicos tales

como fosfato y cloruro (Nanda et al., 2003).

La alta acidez puede ser indicativa de la fermentacion de los azucares en &cidos

organicos (Gomes et al., 2010). Los resultados son parecidos a los reportados por
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Moussa et al. (2012) en donde el pH desciende conforme la temperatura, mientras

gue para la acidez libre aumenta.
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Fig. 5. Comportamiento del pH, de diferentes mieles de distinto origen geografico a
las siguientes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C).
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Fig. 6. Comportamiento de acidez libre, de diferentes mieles de distinto origen
geografico a las siguientes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C).

Con referente a los tratamientos térmicos (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) para ceniza
no se hallaron diferencias significativas (P>0.05) entre las muestras de miel
tratadas térmicamente como se muestra en la figura 7, no hay efecto a la

temperatura a la que se sometieron las muestras.
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Fig. 7. Comportamiento de cenizas, de diferentes mieles de distinto origen geogréfico

a las siguientes temperaturas (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C).
En la Tabla 3 se muestra la concentracion de fenoles totales encontrado
diferencias significativas (P<0.05) entre la muestra de miel a 20°C y las
temperaturas a las que fueron sometidas, observando que las mieles de Orizatlan,
Acaxochitlan, Arenal presentaron una curva de respuesta lineal donde va en
incremento su concentracion de fenoles al ir yendo incrementado la temperatura,
mientras que para las muestras de Tasquillo y Huehuetla su comportamiento en su
curva de respuesta fue cuadratica, donde la mayor concentracion de fenoles
totales se obtuvo a la temperatura de 60°C. Estos resultados son comparados con
los que realizados por Boban et al. (2010) donde obtuvieron un incremento de
compuestos fendlicos al someter el vino a un determinado calentamiento, en
cuanto a los resultados publicados por Vega-Géalvez et al. (2012) con trozos de
manzana el contenido de fenoles totales fue disminuyendo conforme se

incrementaba la temperatura.

47



UAEH-ICAp-Maestria en Ciencia de los Alimentos Resultados y Discusiones

Tabla 3
Efecto de la temperatura (20, 40, 50, 60, 70 y 80°C) en el contenido total de fenoles en cada
muestra de miel

Fenoles Totales mg ac. galico/100g a diferentes temperaturas

Muestra
20°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C
OR 43.06+0.4d 44.44+0.46C 44.92+0.26¢ 45.39+0.06C 48.01+0.28b 50.62+0.57a
AC 91.74+0.74c 92.73+0.50c 93.05+0.61c 93.360.72¢c 95.6620.22b 97.9520.72a
AR 42.08£0.17e 42.92+1.80d 44.71£1.17c 46.49+0.57b 47.31+0.25a 48.12+0.29a
TA 154.54+1.26d  154.95:0.44d  161.33+0.28c  167.71x0.23a  164.58+0.61b  161.44+1.12c
HU 53.86+0.72b 53.74+0.50b  55.45:0.71ab  57.17+0.99a 56.29+0.46a  55.41+0.67ab

o0 OR-Orizatlan, AC-Acaxochitlan, AR-Arenal, TA-Tasquillo, HU- Huehuetla.
o Los tratamientos con diferente sobre indice con letra minlsculas tienen diferencias significativas en fila (P<0.05)
utilizando la prueba de comparacion de medias de Tukey.

En todos los parametros fisicoquimicos se observaron diferencias significativas
(P<0.05) en el comportamiento de las diferentes mieles con respecto a la
temperatura demostrando tener curvas de respuesta lineal en los parametros
(solidos solubles totales, acidez libre) donde fueron en aumento, mientras que los
parametros (humedad, actividad de agua, pH) van descendiendo conforme la

temperatura se incrementa.
7.3 Actividad antibacteriana

Los resultados de la actividad antibacteriana de mieles a diferentes
concentraciones (55, 70 y 85%) para bacterias Gram-Positivas se muestran en la
Tabla 4. Para Bacillus subtilis en todas las mieles existi6 una actividad
antibacteriana desde la concentracion del 55%, encontrando diferencias
significativas (P<0.05) entre las mieles con respecto a las concentraciones siendo
la miel de Orizatlan la de mayor porcentaje de inhibicion de 99.94% a la
concentracion del 85%. Estos resultados son similares a los ya reportados por
Silici et al. (2010) donde se muestra que la bacteria B. subtilis es inhibida por
mieles que fueron recolectadas en distintos sitios de Turquia, a concentraciones
de 50 y 75%. Para Listeria monocytogenes se obtuvo una actividad antibacteriana
debajo de un 90% de inhibicién en todas las mieles a la concentracion del 85%.
Encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre los tipos de miel y las

concentraciones, en donde la concentracion de 85% las mieles de Orizatlan y

48




UAEH-ICAp-Maestria en Ciencia de los Alimentos Resultados y Discusiones

Arenal tuvieron las mejores actividades antibacterianas con respecto a las demas
mieles. Estos resultados son similares a los ya reportados por Silici et al. (2010)
donde la bacteria L. monocytogenes presentd una inhibicion antibacteriana con
concentraciones de miel a 75%. En Staphylococcus aureus a la concentracion del
85% se observé la mayor actividad antibacteriana con un porcentaje de inhibicion
de 70.45% en la miel de Acaxochitlan, encontrando diferencias significativas
(P<0.05) entre las diferentes muestras de miel. Esto resultados son apoyados por
Gamboa et al. (2009) y Silici et al. (2010) de distintas mieles recolectadas de
diferentes regiones de Colombia y Turquia que tienen actividad antibacteriana
menor con Staphylococcus aureus.
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Tabla 4
Actividad antibacteriana de diferentes muestras de miel a concentraciones de 55, 70 y 85% sobre bacterias Gram-Positivas (% de
Inhibicién).

Gram +
Muestra B. subtilis L. monocytogenes S. aureus
Miel 55% 70% 85%  ErorEst.  55% 70% 85%  ErorEst.  55% 70% 85%  Error Est.
OR 99.8193Bb  99.8806Ab  99.9419Aa 1.63E-02 84.4444Ba 86.8055ABa 89.1666Aa  0.7036 9.375Ac  17.8977Ac  26.4204Ad  3.2721
AC 99.8322Ba  99.8854Aa  99.9387Aa 1.31E-02 70.8333Ac  73.3333Ab  75.8333Ab  1.134  585227Aa 64.4886Aa 70.4545Aa  2.2727
AR 99.8Ab 99.8629Ab  99.9258Aa  0.0246  83.3333Aa 85.2777Aa 87.2222Aa  0.8636  24.7159Ch  34.0909Bb  43.4659Abc  1.4942
TA 98.4193Ab  99.1741Ab  99.9290Aa  0.1443  67.7777Cc  72.6388Bb 77.5Ab 0.7036  1.9886Cc  20.7386Bc  40.625Abc  3.1206
HU 99.7387Cb  99.8209Bb  99.9032Aa 6.78E-03 74.1666Bb 76.1111ABb 78.0555Ab 0.6 40.3409Ab  47.3011Ab  54.2613Ab  3.0914
Error Est. 0.1032 4.90E-02 8.89E-03 0.6804 0.80027 0.9622 3.3781 2.6137 2.0486

0 OR-Orizatlan, AC-Acaxochitlan, AR-Arenal, TA-Tasquillo, HU-Huehuetla, Error Est.-Error Estandar.

o Los tratamientos con diferente letra maylscula tienen diferencias significativas en fila (P<0.05) entre las concentraciones utilizando la prueba de comparacién de medias de
Tukey.

o Los tratamientos con diferente letra minUscula tienen diferencias significativas en columna (P<0.05) entre el tipo de miel utilizando la prueba de comparaciéon de medias de
Tukey.
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Los resultados de la actividad antibacteriana de mieles a diferentes
concentraciones (55, 70 y 85%) para bacterias Gram-Negativas se muestran en la
Tabla 5. En Salmonella sp. todas las mieles tuvieron actividad bactericida desde la
concentracion de 55%. Encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre las
mieles en todas las concentraciones siendo la miel de Orizatlan con menor
actividad del 99.9968%. Estos resultados son similares a los reportados por
Gamboa et al. (2009) donde mieles de Colombia también tuvieron un efecto
bactericida. Con Pseudomonas aeruginosa se observa que esta bacteria fue mas
resistente ya que su actividad antibacteriana en la concentracion del 85% es
donde se obtuvieron mayores porcentajes de inhibicibn en su actividad,
encontrando en esta concentracion diferencias significativas (P<0.05) entre las
mieles siendo Orizatlan y Acaxochitldan las de mayor actividad antibacteriana
mayor del 99.84%, mientras que a las concentraciones de 55y 75% se obtuvieron
las menores inhibiciones por debajo del 61.21%. Estos resultados son similares a
los reportados por Alvarez-Suarez et al. (2010) donde se muestra que la bacteria
P. aeruginosa tuvo mayor resistencia a la actividad antibacteriana de diferentes
mieles monoflorales de Cuba presentando diferentes actividades minimas de
dilucion por cada tipo de miel. En Escherichia coli se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre las distintas mieles en todas las concentraciones 55,
75y 85%. Observando que la muestra de miel de Tasquillo tuvo la mayor actividad
antibacteriana con un porcentaje de inhibicion de un 93.63% en la concentracion
de 85% con respecto a las demas muestras. Los resultados obtenidos son
similares a los reportados por Voidarou et al. (2011) donde reportaron diferencias
entre las mieles provenientes de Grecia en la inhibicién de Escherichia coli. Esta
bacteria demostr6 mayor resistencia que Staphylococcus aerues (Silici et al.,
2010).

En los resultados de este trabajo no se apreciaron diferencias entre las bacterias
Gram-Positivas y Gram-Negativas (Tabla 4 y 5) que concuerdan con lo reportado
por Escuredo et al. (2012) donde la actividad antibacteriana no fue diferente por el

Gram. Pero estos resultados no concuerdan con Alvarez-Suarez et al. (2010)
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donde reporta que las bacterias Gram positivas son mas sensibles que las Gram
negativas. Esto podria ser debido a que la fuente floral es diferente (Silici et al.,
2010).

Todas las muestras de miel que se probaron en los bioensayos con las distintas
cepas probadas mostraron susceptibilidad en las diferentes concentraciones. Las
muestras de miel frente a Salmonella sp mostraron una actividad bactericida,
mientras que ante las demas cepas se observé un comportamiento de actividad
inhibitoria donde Bacillus subtilis obtuvo la mayor inhibicibn mientras que en
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli O157: H7,
tuvieron una menor inhibicion ante las muestras de miel. Después de haber
realizado los bioensayos con las diferentes muestras de miel a diferentes
concentraciones (55, 70 y 85%) contra las bacterias patogenas se eligio la mejor
concentracion que fue de 85%, ya que fue con la que se obtuvieron los mejores

resultados de actividad antibacteriana con los porcentajes mas altos de inhibicion.

52



UAEH-ICAp-Maestria en Ciencia de los Alimentos Resultados y Discusiones

Tabla 5
Actividad antibacteriana de diferentes muestras de miel a concentraciones de 55, 70 y 85% sobre bacterias Gram-Negativas (% de Inhibicidn).
Gram -
Muestra Salmonella sp. P. aeruginosa E. coli
Miel 55% 70% 85% Error Est. 55% 70% 85% Error Est. 55% 70% 85% Error Est.
OR 99.9968Bb  99.9979ABb  99.9990Aa 2.44E-04 9.6774Ca 53.9927Ba 99.9209Aa 6.47 85.5555Bh 87.6767Aba  89.7979Ab 0.4123
AC 99.9987Ab 99.9990Ab 99.9993Aa 2.34E-04 22.5806Ca 61.2137Ba 99.8467Aa 6.2444 86.1616Bb  88.4343Aba 90.7070Aab  0.6578
AR 99.9987Bb  99.9993ABa  99.9996Aa 1.77E-04 OBa 9.61854Bb  99.7403Aab 5.5532 75.5555Cc  78.6868Bc  81.8181Ad 0.5117
TA 99.9989Aa 99.9993Ab 99.9999Aa 1.22E-04 OBa 9.61612Bb  99.7467Aab 5.5518 86.7676Ca 90.202Ba 93.6363Aa 0.5313
HU 99.9984Bb  99.9991ABb  99.9999Aa 1.77E-04 OBa 0Bb 99.7774Aa  1.86E-03 83.7373Cb  84.4949Bb  85.2525Ac 0.471
Error Est. 2.58E-04 9.71E-05 1.99E-04 6.1205 6.9317 1.49E-02 0.511 0.512 0.5458

0 OR-Orizatlan, AC-Acaxochitlan, AR-Arenal, TA-Tasquillo, HU-Huehuetla, Error Est.-Error Estandar.
o Los tratamientos con diferente letra mayulscula tienen diferencias significativas en fila (P<0.05) entre las concentraciones utilizando la prueba de comparacién de medias de
Tukey.

o Los tratamientos con diferente letra minUscula tienen diferencias significativas en columna (P<0.05) entre el tipo de miel utilizando la prueba de comparaciéon de medias de
Tukey.
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7.4 Efecto de la temperatura sobre mieles multiflor ~ ales del estado de Hidalgo

en su actividad antibacteriana de diferentes cepas patégenas

Los resultados del efecto de la temperatura sobre las muestras de miel en la
actividad antibacteriana sobre bacterias Gram-Positivas y Negativas presentaron
curvas de respuestas lineales donde al pasar por cada tratamiento térmico la
actividad antibacteriana va descendiendo, mientras que en las curvas de
respuesta cuadraticas la mayor actividad antibacteriana se presentdé a los 60°C

estos tipos de curvas de respuesta se presentaron conforme a la bacteria a inhibir.

En B. subtilis (Figura 8) se encontré una curva de respuesta lineal en las muestras
de miel de Arenal, Huehuetla y Tasquillo con respecto a la temperatura, mientras a
las mieles de Orizatlan y Acaxochitlan la curva de respuesta fue cuadréatica donde
se observa un incremento en la actividad antibacteriana, encontrando su maxima
actividad a los 60°C. Los resultados nos indican que los componentes
antibacterianos que afectan a B. subtilis son diferentes dependiendo del tipo de

miel.

La miel con mayor actividad antibacteriana en B. subtilis fue Orizatlan que tuvo
diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las mieles de Tasquillo y
Huehuetla siendo asi que todas las mieles demostraron un comportamiento

distinto.

Con respecto a la interaccion entre miel y temperatura se observa que si hay

diferencias significativas (P<0.05) en el disefio factorial.
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Fig. 8. Inhibicién del crecimiento de B. Subtilis por mieles multiflorales del estado de
Hidalgo sometidas a diferentes temperaturas.

En cuanto al bioensayo para L. monocytogenes (Figura 9) se encontré una curva
de respuesta cuadratica en las muestras de miel de Orizatlan, Acaxochitlan,
Arenal, y Huehuetla, mientras que la miel de Tasquillo se observo una curva de
respuesta lineal. Los resultados nos indican que los componentes antibacterianos
gue afectan a L. monocytogenes en las muestras de miel de Orizatlan,

Acaxochitlan, Arenal y Huehuetla son diferentes a los de Tasquillo.

La miel con mayor actividad antibacteriana en L. monocytogenes fue Orizatlan
gue tuvo diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las mieles de
Acaxochitlan, Tasquillo y Huehuetla siendo asi que todas las mieles demostraron

un comportamiento distinto.

Con respecto a la interaccion entre miel y temperatura se observa que si hay

diferencias significativas (P<0.05) en el disefio factorial.
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Fig. 9. Inhibicién del crecimiento de L. monocytogenes por mieles multiflorales del
estado de Hidalgo sometidas a diferentes temperaturas.

En el bioensayo para S. aureus (Figura 10) se encontré una curva de respuesta
cuadratica en todas las mieles. Lo que sugiere que los componentes con actividad
antibacteriana que afectan a S. aureus podrian ser similares.

La miel con mayor actividad antibacteriana en S. aureus fue Huehuetla que tuvo
diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las deméas mieles de Orizatlan,
Acaxochitlan, Arenal y Tasquillo siendo asi que todas las mieles demostraron un

comportamiento distinto.

Con respecto a la interaccion entre miel y temperatura se observa que si hay

diferencias significativas (P<0.05) en el disefio factorial.
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En un estudio realizado por Fujita et al. (2013) en extractos de pulpa con
maltodextrina sometida a diferentes temperaturas de secado se observé actividad
antimicrobiana contra S. aureus en los diferentes tratamientos. Taormina et al.
(2001) en su trabajo realizado encontraron que hay diferencias significativas
(P<0.05) con respecto a miel que fue calentada a 37°C con respecto a una miel
que no fue calentada encontrando actividad antibacteriana contra L.
monocytogenes y S. aureus entre las mieles.
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Fig. 10. Inhibicién del crecimiento de S. aureus por mieles multiflorales del estado de
Hidalgo sometidas a diferentes temperaturas.

Los resultados en las bacterias Gram-Negativas de igual forma presentaron curvas
de respuesta tanto lineal como cuadratica. En Salmonella sp. (Figura 11) se
observd una curva de respuesta lineal en todas las mieles. Al incrementar las

diferentes temperaturas va descendiendo paulatinamente la actividad
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antibacteriana. Los resultados sugieren que los componentes antibacterianos que
afectan a Salmonella sp. son sensibles a la temperatura.

La miel con mayor actividad antibacteriana en Salmonella sp. fue Acaxochitlan que
tuvo diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las mieles de Orizatlan y
Huehuetla.

Con respecto a la interaccion entre miel y temperatura se observa que no hay
diferencias significativas (P<0.05) en el disefio factorial.
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Fig. 11. Inhibicién del crecimiento de Salmonella sp. por mieles multiflorales del
estado de Hidalgo sometidas a diferentes temperaturas.

En P. aeruginosa (Figura 12) se encontré una curva de respuesta lineal en las

muestras de miel de Arenal, Tasquillo y Huehuetla, en cuanto a las muestras de
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Orizatlan y Acaxochitlan se observa una curva de respuesta cuadratica. Los
resultados nos indican que los componentes antibacterianos que afectan a P.
aeruginosa en las muestras de miel de Arenal, Huehuetla y Tasquillo son

diferentes a los de Orizatlan y Acaxochitlan.

La miel con mayor actividad antibacteriana en P. aeruginosa fue Arenal que tuvo
diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las mieles de Acaxochitlan,
Orizatlan y Tasquillo siendo asi que todas las mieles demostraron un
comportamiento distinto.

Con respecto a la interaccion entre miel y temperatura se observa que si hay
diferencias significativas (P<0.05) en el disefio factorial.
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Fig. 12. Inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa por mieles multiflorales del
estado de Hidalgo sometidas a diferentes temperaturas.
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En E. coli (Figura 13) se encontré una curva de respuesta cuadratica en todas las
mieles. Los resultados sugieren que los componentes con actividad antibacteriana

sobre E. coli tiene su mayor porcentaje de inhibiciéon a los 60°C.

La miel con mayor actividad antibacteriana en E. coli fue Huehuetla que tuvo
diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las deméas mieles de Orizatlan,
Acaxochitlan, Arenal y Tasquillo siendo asi que todas las mieles demostraron un

comportamiento distinto.

Con respecto a la interaccion entre miel y temperatura se observa que si hay

diferencias significativas (P<0.05) en el disefio factorial.

Estos resultados obtenidos son similares a los reportados por Boban et al. (2010)
donde se observé que al someter el vino a un tratamiento térmico, incrementé con

mas eficiencia su actividad antibacteriana contra E. coli en tiempos cortos.
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Fig. 13. Inhibicion del crecimiento de E. coli por mieles multiflorales del estado de
Hidalgo sometidas a diferentes temperaturas.
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Los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que en Salmonella sp. con
la muestra de miel Acaxochitlan es la de mayor actividad antibacteriana con un
porcentaje de inhibicién del 99.9993% a los 40°C contra esta bacteria, mientras
gue en B. subtilis y L. monocytogenes la mayor inhibicién fue con la muestra de
miel de Orizatlan con porcentajes mayores del 99.9763% de inhibicion a los 60°C,
en cuanto a P. aeruginosa la muestra de miel de Arenal su mayor efectividad de
inhibicion fue del 99.9883% a los 40°C y para lo que fue S. aureus y E. Coli la
mejor muestra de miel fue Huehuetla con inhibiciones por debajo del 97.7591% a
los 60°C. Por lo que con estos resultados sugieren que los componentes
bioactivos existentes en cada una de las muestras de miel actian de forma distinta

segun la bacteria patégena a inhibir y de la temperatura.

Con respecto a las curvas de respuesta sobre temperatura en la actividad
antibacteriana se observo que las muestras de miel de Acaxochitlan y Orizatlan
gue se comportan en forma similar en las diferentes bacterias. Mientras en
Huehuetla y Arenal tuvieron un comportamiento similar y con Tasquillo sélo
difiriendo en L. monocytogenes (Tabla 6). Estos resultados nos indican que las
mieles contienen diferentes compuestos bioactivos que actdan en las diferentes
bacterias patdégenas.

Tabla 6
Comportamiento en el tipo de curva de respuesta (Lineal o Cuadratico) de mieles sometidas a
diferentes temperaturas en su actividad antibacteriana

Microorganismo

Muestras

Salmonella sp. B. subtilis P. aeruginosa L. monocytogenes S. aureus E. coli
OR L c* c c* c c
AC L* c c c c c
AR L L L* c c c
TA L L L L c c
HU L L L c c* c*

0 OR-Orizatlan, AC-Acaxochitlan, AR= Arenal, TA-Tasquillo, HU-Huehuetla.
0 L (Lineal)- C (Cuadrético), L*-C*= Miel con mayor actividad antibacteriana.
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Con respecto a la correlacion en cuanto a las cepas de L. monocytogenes y S.
aureus como se observa en la tabla 7 con respecto a pH y acidez libre su
correlacion fue regular por debajo de r=0.65 seguida de E. coli, P. aeruginosa y B.

subtilis con correlaciones menores de r=0.50.
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Tabla 7

Coeficiente de correlacién (r) de la actividad antibacteriana con referente a fenoles totales, pH, acidez libre, solidos solubles totales, humedad, actividad de
agua de diferentes mieles sobre bacterias Gram-Positivas

Gram +

Muestra B. subtillis L. monocytogenes S. aureus

Mo e Nme (g Mumecwd s fmoes  on Aot (SO vumessa s, eoet pn AT B mmess s
OR 0.4035 04642 0.6584 0.8540  0.8911 0.7589 0.5351 0.5259 0.6564 0.9106 0.9581 0.7767 0.5218 0.5164 0.6527 0.9086 0.9572 0.7739
AC 0.0855 0.3492 0.3755 0.3890 0.6306 0.4378 0.4991 0.6252 0.6377 0.5568 0.9770 0.6763 0.45698 0.6006 0.6150 0.5394 0.9684 0.6577
AR 0.1152 01387 0.1579 0.1985  0.6721 0.1557 0.6402 0.6500 0.6574 0.6982 0.9663 0.6640 0.6438 0.6463 0.6495 0.6966 0.9622 0.6610
TA 0.0759 02572 0.3523 0.2204  0.2706 0.3218 0.5825 0.6660 0.5919 0.6924 0.9543 0.6155 0.6117 0.6654 05836 0.6926 0.9528 0.6055
HU 0.0612 01161 0.1317 0.0387 04579 0.0765 0.5335 0.6369 0.6272 0.7522 0.9604 0.7760 0.6095 0.6032 0.6166 0.7369 0.9479 0.7635

(o]
(]

OR- Orizatlan, AC- Acaxochitlan, AR- Arenal, TA- Tasquillo, HU- Huehuetla.

SST- Solidos solubles totales (°Brix), an-Actividad de agua
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En cuanto a la correlacion entre fenoles totales y la actividad antibacteriana se
hall6 que sd6lo en Salmonella sp. se encontré una correlacién promedio de r=
0.892 en las mieles estudiadas (Tabla 8) demostrando efectivamente que los
fenoles totales presentes tienen efecto en el crecimiento de esta bacteria, en
cuanto a E. coli s6lo la muestra de miel de Acaxochitlan se encontré una
correlacion de r= 0.8896 entre los fenoles y el porcentaje de inhibicion (Tabla 8).
Estos resultados sugieren que las mieles tienen diferentes compuestos biactivos a
los fenoles que actuan de forma distinta segun cada bacteria patégena. Como se
observa en la tabla 8 para la bacteria de Salmonella sp. se tiene una buena
correlacion con respecto al pH y la acidez libre con un promedio de r=0.9781 en
pH, mientras que en su acidez libre presenta un promedio de r=9872 esto sugiere
gue realmente estos parametros fisicoquimicos influyen en la actividad

antibacteriana.
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Tabla 8
Coeficiente de correlacién (r) de la actividad antibacteriana con referente a fenoles totales, pH, acidez libre, solidos solubles totales, humedad, actividad de

agua de diferentes mieles sobre bacterias Gram-Negativas

Gram -

Muestra Salmonella sp. P. aeruginosa E. coli

Mel TRt o fhe (mw twmeon o feoet ov A ST e s oe g e S mem s
OR 0.9378 09623 0.9962 0.9381  0.8815 0.9940 0.6412 0.5266 0.3412 0.2492 0.1956 0.3015 0.2718 0.1340 0.0711 0.1148 0.1392 0.1006
AC 0.9642 09838 0.9811 0.9911  0.6533 0.9680 0.2497 0.0095 0.0373 0.0347 0.4624 0.1068 0.8896 0.7410 0.7229 0.6718 0.4584 0.6809
AR 0.9880  0.9934 0.9925 0.9985  0.8826 0.9950 0.5667 0.5738 0.5805 0.6269 0.9365 0.5893 0.5718 0.5212 0.4935 05779 07771 05383
TA 0.8123 09986 0.9824 0.9966  0.8334 0.9760 04374 0.3761 0.2721 04111 07925 0.2984 0.3801 0.7351 0.7415 0.7471 09114 07717
HU 0.7849 09527 0.9839 0.9917  0.8912 0.9930 0.3955 0.4104 0.3962 0.5482 0.8508 0.5788 0.4853 0.2504 0.2816 0.4265 0.7520 0.4636

(]
(]

OR- Orizatlan, AC- Acaxochitlan, AR- Arenal, TA- Tasquillo, HU- Huehuetla.

SST- Solidos solubles totales (°Brix), an-Actividad de agua
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8 CONCLUSIONES

Cada miel tiene distintas propiedades fisicoquimicas, ya que depende de su origen
geografico asi como también del tipo de clima. La miel de Orizatlan tuvo el mayor
contenido de soélidos solubles totales; el menor pH, la miel de Huehuetla; la menor
actividad de agua las tuvieron las mieles de Acaxochitlan, Tasquillo y Huehuetla; la
menor humedad las mieles de Arenal, Tasquillo y Huehuetla; la mayor acidez la
tuvo la miel de Acaxochitlan y el mayor contenido de fenoles la tuvo la miel de

Tasquillo.

Las temperaturas tienen un efecto sobre las muestras de miel cambiando sus

propiedades fisicoquimicas con curvas de respuesta lineales.

Las mieles tuvieron actividad antibacteriana con las distintas concentraciones de
55, 70 y 85% con excepcion de la P. aeruginosa a la concentracion de 55% las

mieles de Arenal, Tasquillo y Huehuetla no presentaron actividad antibacteriana.

Las mieles multiflorales de diferentes zonas del estado de Hidalgo al ser
sometidas a distintas temperaturas mostraron curvas de respuesta (lineal o
cuadratica) dependiendo de la miel y de la bacteria patdégena a inhibir en su

actividad antibacteriana.

El efecto antibacteriano de las diferentes mieles no depende del Gram de la

bacteria.

Solo en Salmonella sp. se encontré una buena correlacion entre los fenoles
totales, pH, acidez libre, actividad de agua, humedad y solidos solubles totales con

la actividad antibacteriana.
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9 RECOMENDACIONES

Identificar que compuestos son los que actlan sobre cada bacteria patégena con
mayor eficiencia en la actividad antibacteriana de cada miel y ver de qué forma

interviene estos compuestos contra las bacterias utilizadas en este trabajo.

Cuantificar la cantidad de glucosa oxidasa a las muestras de miel y ver si hay una

correlaciéon con la actividad antibacteriana.
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RESUMEN

Se determind la actividad antibacteriano, de cinco mieles multiflorales del Estado
de Hidalgo. Se recolectaron mieles de Acaxochitlan (AC), Arenal (AR), Comercial
(CO), Huehuetla (HU), Orizatlan (OR) y Tasquillo (TA) y como control una miel
comercial. Las determinaciones se realizaron por medio de bioensayos por el
método de vertido en placa, utilizando las siguientes cepas patdogenas Salmonella
sp., Bacillus subtilis Escherichia coli, Staphilococos aureus, Todas las mieles
mostraron actividad antibacteriana contra Salmonella sp con la concentracién del
85%, mientras en las otras cepas se encontr un efecto inhibitorio. En todas cepas
se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre las mieles. En B. subtilis
todas las mieles tuvieron un efecto mayor al 99% excepto la miel CO. En E coli la
miel de TA con una concentracion del 85% tuvo un efecto del 91%. y en S. aureus
los mejores resultados los obtuvieron las mieles de AC y CO cercana del 64% de
inhibicién. Los resultados revelaron que las mieles multiflorales de las diferentes
zonas del estado de Hidalgo tuvieron un efecto diferente con cada una de las

bacterias patdégenas.
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ABSTRACT

Antibacterial activity was determined from five multifloral honeys of the State of
Hidalgo. The honeys were collected from Acaxochitlan (AC), El Arenal (AR),
Huehuetla (HU), Orizatldn (OR) and Tasquilo (TA).and how control commercial
honey Determinations were performed by bioassays by pour plate method using
the following pathogenic bacteria: Salmonella sp. Escherichia coli Bacillus subtilis,
Staphilococos aureus, All honeys showed antibacterial activity against Salmonella
sp with concentration of 85%, while in the other pathogenic bacteria had an
inhibitory effect. In all pathogenic bacteria were significant differences (p <0.05)
between the honeys. In B. subtilis all had a 99% inhibitory effect except CO honey.
In E coli TA honey with 85% concentration had an effect inhibitory of 91%. and S.
aureus obtained the best results with honeys AC and CO near the 64% inhibition.
The results revealed that honeys from different multifloral origins of the state of
Hidalgo shown to have different effect on each pathogenic bacteria.

PALABRAS CLAVE

Salmonella sp, B. Subtilis, E. coli, S. aureus.

AREA

Microbiologia y Biotecnologia.

INTRODUCCION

La miel es producida por abejas (Apis mellifera L.) que recogen el néctar de
distintas especies de flores que se encuentran en cada region de donde se
recolecto cada muestra ya que el estado de Hidalgo posee una variedad de
ecosistemas enriquecidos con climas y vegetaciones multiflorales propias de cada
zona dando mieles con caracteristicas distintas, por lo que es importante
caracterizarlas y determinar su efecto antibacteriano. Varios estudios demuestran

gue un gran numero de hierbas medicinales y aromaticas, asi como de frutas y
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hojas de algunas plantas biosintetizan sus compuestos fitoquimicos que poseen

actividad antioxidante y antibacteriana (Jawanmardi et al., 2002).

La mayoria de estas plantas son utilizadas por las abejas para recoger néctar de
miel, en consecuencia componentes bioactivos de origen vegetal puede ser
transferido a la miel (Baltrusaityte et al., 2007). La composicion, la actividad
antioxidante y antibacteriana de la miel dependen de la fuente floral que utiliza
para recoger el néctar, factores estacionales y climaticos, asi como el
procesamiento también puede tener un efecto sobre las propiedades de la miel
(Al-Mamary et al., 2002).

Se ha reportado que la miel tiene la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano
por las propiedades que esta confiere contra las bacterias patdgenas de alimentos
(Taormina et al., 2001) ademas que las bacterias exhiben sensibilidad a diferentes
tipos de miel. Algunos, tales como S. aureus (Estevinho et al., 2008). Por los que
se han estudiado algunas bacterias patdogenas como E. coli, salmonella sp, s.
aureus, L. monocytogenes, B, subtilis, P. aeruginosa, para observar que
comportamiento tienen sobre la miel, ya que puede tener la propiedad de
antibacteriano o de inhibicion en el desarrollo de cada cepa. (Taormina et al.,
2001, Estevinho et al., 2008).

En el presente estudio se investigdo el efecto inhibitorio y antibacteriano de
diferentes mieles recolectadas en distintas zonas del Estado de Hidalgo contra

cuatro cepas patdgenas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de miel

Las muestras de miel procedentes de diferentes zonas geograficas del Estado de
Hidalgo México, se recolectaron entre los meses de Sep-Nov de 2012, empezando
por el municipio de Orizatlan donde predomina un clima célido humedo,

Acaxochitlan teniendo un clima templado subhumedo, El Arenal con un clima
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semiseco, mientras que en Tasquillo abunda un clima seco y semiseco, finalmente

en el municipio de Huehuetla se tiene un clima templado humedo.

Recoleccidén de muestras de miel

Para la recoleccion de cada muestra especifica se obtuvo a través de una revision
de la distribucion geografica asi como también climatica de cada zona, para asi
tener una variedad de muestras con propiedades distintas, ya que el estado de

Hidalgo tiene una gran variedad de ecosistemas.

Actividad antimicrobiana e inhibicion bioensayos

La actividad antimicrobiana e inhibicién de las diferentes muestras de miel del
estado de Hgo. Méx. se ensayaron mediante el uso de extractos de solucion salina
fisioldgica de concentraciones de 55%, 70% y 85% contra cuatro microorganismos
patdgenos los cuales se utilizaron para ver el efecto antibacteriano inhibitorio
contra las muestras de miel del estado de Hidalgo: Bacillus subtilis Escherichia

coli, Staphilococos aureus, Salmonella sp.

Para la activacion de cada microorganismo se utilizé caldo nutritivo y se llevé a
incubar a 37°C por periodos distintos de tiempo para cada cepa hasta obtener una
concentracion de 10°107ufc/ml final. Se prepararon los medios de cultivo
especificos para Escherichia coli, Staphilococos aureus, Salmonella sp, mientras
que para B. subtilis se utilizé agar nutritivo en cajas Petri (6 cm de diametro). Las
cajas se dejan solidificar a temperatura ambiente (20°C). Los extractos se
prepararon con una solucion salina estéril (control), 55%, 70% y 85%
concentraciones esterilizadas con solucion salina (.85%) después se realizaron las
diluciones y se sembro (25uL) para llevar a incubacion por un periodo de 18-24h

en posicion invertida, para finalmente realizar conteo en placa.
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Analisis estadistico

Todos los bioensayos microbiologicos se llevaron a cabo por duplicado y los datos
se expresaron como media * desviacion estandar. Se utilizé un disefio factorial,
los cuales tenemos dos factores el origen de cada muestra y el tipo de
concentracion de cada extracto los resultados obtenidos se analizaron con un
analisis de varianza (ANOVA), y se encontraron diferencias significativas (p<0.05)

por lo que se utilizo la técnica de comparacion de medias Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en el bioensayo para Salmonella sp. en la Fig. 1. al tener una
mayor concentracion de miel incrementa la actividad antibacteriana. En este caso
se obtuvo una actividad antibacteriana por encima del 99.9%. En cuanto al tipo de
miel se observé que la muestra de Orizatlan tuvo diferencias significativas (p<0.05)
con referente a las demas mieles, ya que fue la que obtuvo menor actividad
antibacteriana. Estos resultados son similares a los ya reportados (Gamboa et al.,
2009) donde se muestra la cepa de Salmonella sp. Tiene actividad antibacteriana
por mieles de distintas regiones de Colombia con abejas sin aguijon a

concentraciones de 45% y 90%.
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Fig. 1. Efecto inhibitorio de diferentes mieles en el crecimiento de Salmonella sp.

Se observa en el bioensayo de B. subtilis en la fig. 2. los resultados son similares
al bioensayo de Salmonella sp. pero en este caso se obtuvo un efecto de
inhibicién, con una diferencia en la que se encontré inhibiciones mayores al 99.5%
en los extractos del 85% de miel, siendo asi la miel de Tasquillo y la Comercial
resultaron con diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las demas, con un
porcentaje de inhibicion menor. Estos resultados son similares a los ya reportados
(Silici et al., 2009) donde se muestra la bacteria de B. subtilis que es inhibida por
mieles que fueron recolectadas en distintos sitios de Turquia, con concentraciones
de 50% y 70%.
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Fig. 2. Efecto inhibitorio de diferentes mieles en el crecimiento de B. subtilis.

En cuestion con el bioensayo de E. coli las mieles presentaron un efecto de
inhibiciébn menor al 91% como se observa en la Fig. 3 encontrando diferencias
significativas (P<0.05) entre las distintas muestras de miel. Observando que la
muestra de miel de Tasquillo tuvo la mayor inhibicion de casi un 91% a la
concentracion del 85% con respecto a la demas muestras, en cuanto a las
muestras de Huehuetla y El Arenal que fueron las que obtuvieron menor inhibicion
cerca del 84% con concentracion del 85%. Los resultados obtenidos son similares
a los reportados por (Voidarou et al., 2011) donde E. coli demostré resistencia al
ser tratada con distintas muestras de miel, obteniendo inhibicion a
concentraciones del 50% y 75% en mieles provenientes de coniferas, citricos,

tomillo y multifloral.
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Fig. 3. Efecto inhibitorio de diferentes mieles en e crecimiento de E. coli.

Para lo que fue el bioensayo de S. aureus su comportamiento con las diferentes
muestras de miel fue diferente con respecto a las cepas de Salmonella sp. y B.
subtilis . Como se observa en la Fig. 4. S. aureus tuvo efecto inhibitorio por debajo
del 65%. Encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre las diferentes
muestras de miel. Se observé la mayor inhibiciébn con las muestras Comercial y
Acaxochitlan con efectos inhibitorias cercanos al 64% mientras las menores
inhibiciones las tuvo Orizatlan y Tasquillo (Cercanos al 20% de inhibicion). Esto se
corrobora con lo reportado por (Gamboa et al., 2009; Silici et al., 2009) de distintas
mieles recolectadas de diferentes regiones de Colombia y Turquia que tienen un
efecto inhibitorio menor con la bacteria S. aureus en comparacién de Salmonella

sp. y B. subtilis. en concentraciones mayores del 50%.
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Fig. 4. Efecto inhibitorio de diferentes mieles en el crecimiento de S aureus.

Las muestras de miel frente a Salmonella sp. mostraron una actividad
antibacteriana, mientras que ante las demas cepas mostraron actividad de
inhibicién donde B. Subtilis obtuvo la mayor inhibicion mientras que en S. aureus y

E. coli O157: H7, tuvieron una menor inhibicién ante las muestras de miel.

CONCLUSIONES

Las mieles multiflorales de diferentes zonas del estado de Hgo. México tuvo un
efecto antibacteriano o inhibitorio en las bacterias patdégenas utilizadas en los
bioensayos. Con un efecto diferente dependiendo de la miel y el microorganismo

probado.
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Anexo |l

V CONGRESO INTERNACIONAL BIOLOGICO Y AGROPECUARIO,
REALIZADO EN LA CIUDAD DE TUXPAN DE R. CANO, VERACR UZ DEL 25
AL 27 DE SEPTIEMBRE DE 2013.

Efecto de la temperatura sobre diferentes mieles mu ltiflorales del Estado de

Hidalgo en su actividad antibacteriana

Basilio-Cortes U. A.2, Pimentel-Gonzales D.J.%, Quintero-Lira A.%, Hernandez-

Fuentes A.D.?, Figueira-A.C.". y Campos-Montiel R.G.?*

@ Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo — UAEH, Av. Universidad km. 1, Rancho Universitario C.P.
43600, Tulancingo, Hgo., Méx.

b
Instituto Superior de Ingenieria Alimentaria, Universidad de Algarve, C.P. 8000, Faro, Algarve, Portugal.
* ragcamposm@gmail.com.

RESUMEN:

Se determiné el efecto de la temperatura en la actividad antibacteriana de cinco
mieles multiflorales del estado de Hidalgo. Se recolectaron mieles de Acaxochitlan
(AC), Arenal (AR), Huehuetla (HU), Orizattan (OR) y Tasquillo (TA). Las
determinaciones se realizaron por medio de bioensayos en los cuales se tenia una
concentracion inicial de 10° - 10" UFC/mL de las bacterias patdgenas (Salmonella
sp., B. subtilis, P. aeruginosa, L. monocytogenes) determinando la eliminacion por
el método de un vertido en placa. Todas las mieles fueron sometidas a diferentes
temperaturas (40, 50, 60, 70 y 80°C). Se observaron diferencias significativas
(P<0.05) en el comportamiento de las diferentes mieles con respecto a la
temperatura. En Salmonella sp, se encontré un efecto lineal en todas las mieles, al
incrementar la temperatura va descendiendo su actividad antibacteriana. Para B.
subtilis y P. areruginosa el comportamiento de las mieles AR, TA y HU fue de
forma lineal, al incrementar la temperatura desciende su actividad antibacteriana
mientras las mieles de OR y AC su comportamiento fue cuadratico en donde a los

60°C se encuentra la mayor actividad antibacteriana. En cuanto a L.
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monocytogenes las mieles AC, AR, HU y OR se comportaron de forma cuadratica
con una mayor actividad antibacteriana a los 60°C, pero en la miel de TA se
obtuvo un efecto lineal. Los resultados revelaron que las mieles se comportan de
una manera diferente (lineal o cuadratica) al ser sometidas a diferente temperatura

y dependiendo de la bacteria patégena que estén eliminando.
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