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Lista de abreviaturas

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

EPEC: Enteropatdégena

ETEC: Enterotoxigénica

FMVZ: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
HMF: 5-hidroximetilfurfuraldehido

HRP: peroxidasa de rabano picante

ICBB: International Comission for Bee Botany
MIC: Concentracion minima inhibitoria

T: tonelada

UAF: Unidad Arbitraria de Fluorescencia
UV-Vis: Ultravioleta visible

A: longitud de onda



1. INTRODUCCION

México es uno de los paises con mayor produccién de miel a nivel mundial. De
acuerdo con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) nuestro pais se ubica en quinto lugar como productor y
en tercer lugar como exportador de miel'. Hace dos décadas, el 76.8% de la
produccion de miel en México se destinaba al mercado internacional; sin embargo,
en la actualidad mas de la mitad de la produccién se comercializa en el mercado
interno. Debido a la estacionalidad de la cosecha, las caracteristicas que la miel
adquiere son determinadas por factores de la regibn como la temperatura,
humedad, altitud, luminosidad, y origen monofloral y multifloral. Estos factores
tienen gran influencia en las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de la
miel, principalmente color, sabor, aroma, grado de humedad y contenido de
azucares, los cuales le proporcionan a la miel cualidades que le dan gran

competitividad en el mercado internacional®.

Una de las principales limitantes de los productores mexicanos es que no cumplen
con la normatividad del origen floral de sus mieles, establecida por la Comision de
Botanica Apicola y por el IBRA (International Bee Research Association) por lo
gue la miel mexicana a pesar de ser de buena calidad, no tiene el valor agregado

que resultaria de la certificacién del origen floral®.

La flora melifera es responsable de gran parte de las caracteristicas fisicoquimicas
y organolépticas de la miel, dentro de estas se encuentra la actividad antioxidante.
Por otro lado, las técnicas de almacenamiento, la especie productora y las
condiciones climaticas son responsables de otro tipo de propiedades como el
potencial antibacteriano y ciertos aspectos del perfil sensorial. Estos aspectos
contribuyen en el posicionamiento de la miel como un alimento funcional, los
cuales son alimentos en los que algunos de sus componentes pueden contribuir a
la manutencion de la salud y el bienestar, a la disminucion del riesgo de enfermar,
o ambas®. Lo cual podria ser una de las principales razones de los consumidores

para su compra.



2. ANTECEDENTES

2.1 Definicién

La miel es una sustancia natural y dulce producida principalmente por abejas del
género Apis melifera y diferentes especies de abejas sin aguijon, a partir del
néctar de las flores y de otras secreciones extra florales que las abejas liban y
transforman al combinarlas con sustancias propias y que posteriormente

depositan, deshidratan, almacenan y conservan en panales para su maduracion®®.

Después de obtener néctar de una flor, las abejas recolectoras vuelan de vuelta al
panal que puede estar en un arbol hueco, una cavidad natural, u otro panal hecho
por el hombre. La abeja recolecta el néctar en un reservorio de su aparato
digestivo denominado buche. Una vez en el panal, regurgita el fluido y pasa a
través de su probdscide a una o mas abejas, que la tragan y la regurgitan también.
Cada que una abeja succiona el liquido a través de su probdscide hacia el buche,
una pequefia cantidad de proteinas se afiade y agua se evapora. Las proteinas
afadidas son enzimas que convierten los azucares en monosacaridos. El liquido
se traslada a través de una cadena de abejas de esta forma antes de ser colocada
en una celda del panal. Después de que se coloca en una celda, las abejas
contindan procesandolo y mas agua se evapora. La temperatura del panal donde
se almacena se encuentra alrededor de 35°C. Esta temperatura y la ventilacion
producida por abejas evaporan mayor cantidad de agua de la miel. Cuando el
contenido de agua es menor a 20%, las abejas sellan la celda con cera. En este
momento la miel se considera madura y no fermentara. De esta forma las abejas
crean un almacén de alimento concentrado y empacado en un minimo espacio,
gue puede ser reservado hasta que sea necesario en época sin floracién, o
durante el invierno. La miel se produce y almacena de forma que no se deteriorara

en calidad, no enmohecera, y no fermentara durante el almacenamiento’.



2.2 Historia de la miel: impacto en las antiguas civilizaciones

En las mas grandes civilizaciones se ha encontrado el uso de la miel como

importante fuente de alimento y como simbolo religioso, espiritual y terapéutico.

En la antigua civilizacion egipcia se cree que ademas de endulzante de alimentos,
la miel era ofrecida en grandes cantidades como tributo a sus dioses, también se
ha encontrado evidencia de su uso en momificacion, como agente emulsificante
de pinturas, y para ser enterrada con los muertos y asi asegurar su sustento en el
mas alla. Se cree que en el antiguo Egipto era un lujo. Los faraones la utilizaban
en la celebracion del matrimonio. Los recién casados tomaban hidromiel durante
un mes después de la boda para asegurar suerte y felicidad, este ritual originé el
término “luna de miel’. En la antigua medicina egipcia, la miel era el ingrediente
mas frecuente en las recetas médicas. De acuerdo al Papiro Ebers (1550 A.C.),
antiguo tratado médico, se usaba con resultados efectivos en aplicacion tépica
para curacion de heridas, en el tratamiento de dolor abdominal, y como ungiiento

para piel seca, heridas, quemaduras, irritacion y enfermedades oculares.

Los antiguos egipcios no eran los Unicos en utilizar la miel como remedio. Los
antiguos griegos, romanos y chinos la establecieron como remedio topico
antiséptico para heridas, irritacion y ulceras. En China en particular se us6 para
prevenir cicatrices, remover pecas y mejorar la apariencia de la piel en general; asi
como tratamiento contra la inflamacién de los ojos, afecciones de la garganta y
boca y para remover helmintos parasitos. Aristoteles creia que el consumo de miel
prolongaba la vida; Dioscérides, un fisico griego que compilé “De Materia Medica”,
la fuente clasica de terminologia botanica moderna y texto lider farmacol6gico
hasta el siglo XV, declar6 que la miel podia utilizarse como tratamiento para
enfermedades estomacales, heridas infectadas, inflamacion de oido, hemorroides
y para detener la tos. En la Antigua Roma la miel tenia un importante papel en su
gastronomia asi como en la conservacion de sus alimentos, los vegetales y frutas

se sumergian en miel para su preservacion.



En la region tropical de México se obtuvo miel principalmente de dos géneros,
Melipona y Trigona. El cultivo de miel de Melipona se hacia en troncos huecos,
sellados con lodo y apilados uno sobre otro, o también en ollas de barro (método
utilizado actualmente). La miel era el principal producto de la colmena, la cual se
utilizaba en la gastronomia, medicamentos y ritos. Debido a que su contenido de
agua es mayor a la miel producida por la abeja europea, su fermentacion era mas
facil, factor que permitio el desarrollo de bebidas como el balché y el xtabentin. En
el siglo XVI el médico indigena Martin de la Cruz establecid, en el Cdodice de la
Cruz Badiano, las bases para el empleo de la miel en la elaboracion de
medicamentos para diversas afecciones como: dolor de garganta, obstruccién del

conducto urinario, e infecciones gastrointestinales®®.

2.3 Tipos de abeja melifera

2.3.1 Abeja Apis mellifera

La abeja A. mellifera llegd junto con los espafioles a América, conocida como
abeja comun europea (Figura 1); sin embargo, con la institucién de la cafia de
azucar y el desarrollo de grandes haciendas azucareras, la miel pas6é a segundo
lugar nacional como endulzante. Su verdadera introduccion comenz6 en Florida a
finales del siglo XVII (cuando esta peninsula adun era posesion esparfiola) sin
mucho éxito. Posteriormente, a mediados del siglo XVIII se introducen en Cuba, y
se cree probable que fuera entonces cuando se propagaron en la Nueva Espafa
desde Cuba. En Yucatan llegé desde EUA a fines del siglo XIX y principios del XX,

por lo que en la peninsula de Yucatan se le conoce como “abeja americana™.



Figura 1. Apis mellifera

Maldonado A. 2005. Obrera en huerta con frutales. (Fotografia). Recuperado de:
https://biocostagranadinafauna.blogspot.mx/2013/08/abeja-melifera-apis-mellifera.html

Por su parte la abeja italiana (Apis ligustica), especie con la mayor distribucion
mundial debido a su docilidad y productividad, llegé a México después de 1891.
Con el desarrollo de nuevas tecnologias apicolas, México destac6 en la
produccion de miel y se posiciond dentro de los primeros exportadores a nivel

mundial.

En 1956 se introdujeron abejas africanas (Apis mellifera scutellata) en Brasil con el
objetivo de lograr un mejoramiento genético que favoreciera la adaptacion y la
produccion de la abeja europea; sin embargo, en lugar de esto se obtuvieron
abejas africanizadas con un comportamiento agresivo y migratorio y con tendencia
a abandonar las colmenas, ademas de baja productividad. Su migracién ha
propagado la especie a través de América Central y del Sur (con excepcién de
Chile), incluyendo a México, en donde se dispersé a finales de 1986. Como

consecuencia de esto la productividad decay6, aunque después remont6'*:,

Actualmente la apicultura en México se basa en las abejas europeas de las

especies Apis mellifera y Apis ligustica™.



2.3.2 Abejas de la tribu Meliponini

Las abejas procedentes de la tribu Meliponini, cominmente conocidas como
abejas sin aguijon, se diferencian de A. mellifera a partir del nivel taxonémico
subfamilia. A pesar de que los estandares internacionales establecidos en la
Comisién del Codex Alimentarius® sélo se han establecido para la miel de la
especie A. mellifera, las abejas sin aguijon también son productoras de miel. Los
principales géneros productores son: Tetragonisca, Melipona, Scaptotrigona y

Plebeia en América; Meliponula en Africa; y Tetragonula en Asia™?,

En México se han encontrado 46 especies, de las cuales el 30.4 % son especies
endémicas. De estas especies destacan Melipona beecheii encontrada sobretodo
en la Peninsula de Yucatan (Figura 2a), Scaptotrigona mexicana encontrada en el
Golfo y Centro de México (Figura 2b) y Scaptotrigona hellwegeri distribuida en

Guerrero®,

Figura 2. Melipona beecheii (a) y Scaptotrigona spp. (b)

Ayala R. s/f. Melipona beecheii. (Fotografia). Recuperado de:

htto://anoidea.mvspecies.info/taxonomv/term/18327 27 Octubre 2017.

Mundialmente se conocen 64 géneros y 500 especies de abejas sin aguijon y se
estima que visitan el 50% de la flora tropical en biusqueda de néctar y polen, sin

embargo hay pocos estudios al respecto. Tienen una gran contribucion en la
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biodiversidad de ecosistemas tropicales y en el aumento del rendimiento de la
produccion de cultivos agricolas como el del café, habiéndose reportado hasta un

incremento del 20%.

En los dltimos afos, ha surgido gran incertidumbre debido a un importante
decremento en la meliponicultura, sobretodo en la peninsula de Yucatan, debido a
cambios ambientales, negligencia al sobreexplotar la cosecha, introduccién de
otras especies de abeja como A. mellifera en ecosistemas donde residen abejas

meliponas, divisién de las colonias para duplicarlas y uso de agroquimicos'**3,

Figura 3. Scaptotrigona mexicana en colmena

Jiménez J. (2017). Camaras de cria de Scaptotrigona mexicana. Fotografia tomada por

Jorge Jiménez Diaz

Estudios han documentado una alta proporcion de sustancias bioactivas en las
mieles de Melipona. Entre estos compuestos los acidos fendlicos, flavonoides y
enzimas glucosa oxidasa y catalasa reciben especial atencion por su rol en

prevencion de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo®.



2.4 Produccidon y comercializacion de miel mexicana

La demanda nacional de miel es baja, su uso se centraliza en cosmeéticos,
reposteria y confiteria. Del total de la produccion nacional, el 58% en promedio se
exporta, hay muy pocas importaciones (menos de 17 toneladas en promedio) y el
consumo doméstico equivale practicamente a la produccion no exportada. Para la
comercializacion nacional esta la NMX-F-036-981, la cual principalmente
establece que el producto debe estar libre de materia extrafia (comunmente
fragmentos de insectos y excretas de roedores), libre de aditivos alimentarios para
su conservacion, agua, almidén, melazas, glucosa, dextrinas o azlcares, y sin
contaminantes quimicos como plaguicidas en cantidades que puedan presentar un
riesgo para la salud*®. Para que la miel obtenga un certificado de exportacién es
necesario que cumpla con las normas oficiales mexicanas zoosanitarias, de
calidad, de etiquetado y para control de plagas. México trabaja en la creacion de
un programa nacional de inocuidad y calidad de la miel en el que se apliquen las
buenas practicas para la produccion y manufactura de la miel, de manera que se
logren homologar normas mexicanas con normas internacionales y de esa forma

garantizar la calidad de la miel procedente de este programa™.

2.4.1 Produccién nacional

La produccion de miel en México ha disminuido a lo largo de su historia comercial.
Los principales factores causantes de este descenso en la produccion fueron tanto
internos como externos; por un lado comenzo la africanizacion de las colonias y la
presencia del acaro Varroa destructor, hechos que marcaron el comienzo de dicha
tendencia de 1992 a 1995; y por otro lado, la llegada de huracanes con lo que se
registré la produccion mas baja en 1996 y posteriormente de 2002 a 2005. Otros
factores determinantes han sido: la deforestacion de selvas y bosques, que ha
provocado una baja disponibilidad de flora polinifera en regiones como la costa de
Guerrero, Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Michoacan, y la Peninsula de Yucatan, las
heladas tempranas, la sequias en el norte del pais, el exceso de lluvias y otras
consecuencias indirectas del cambio climatico. Todo esto ha impedido que se

alcancen los niveles de produccién del pasado®®. Actualmente, la mayor parte de
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la produccion anual nacional se concentra en pocos estados de la Republica, a

continuacion se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Principales estados productores de miel (SAGARPA, 2015).

Estado Produccion (T)
Yucatan 9654
Jalisco 7076
Campeche 7074
Chiapas 5117
Veracruz 4124

2.4.2 Regiones apicolas™*

México se divide en 5 regiones apicolas que se caracterizan por sus diferentes

climas, suelo, vegetacion y sistemas de produccion.

2.4.2.1 Region norte

Regién con mayor extension, aproximadamente 930 000 km?. Posee vegetacion
de tipo xerdfila, con grandes areas de pastizal, bosque espinoso y de coniferas.
Se estima que en esta region existen un total de 156 498 colmenas que obtienen
anualmente alrededor de 3 571 toneladas de miel con un rendimiento promedio
por colmena de 23 Kg. Su apicultura esta poco desarrollada debido a que presenta

una estacion invernal con condiciones adversas.

2.4.2.2 Region central

Denominada meseta central, con una extension de aproximadamente 390 000
km?. La vegetacién predominante es matorral seréfilo, bosque espinoso, pastizal,

bosque de coniferas, de encinos y tropical caducifolio. Se estima que cuenta con




444 897 colmenas, que producen al afio 12 392 toneladas de miel con un
rendimiento promedio por colmena de 28 Kg.

2.4.2.3 Region del Pacifico

Region que comprende desde la vertiente de la Sierra Madre Occidental hasta el
Océano Pacifico, y desde el estado de Sinaloa hasta la frontera con Guatemala.
Tiene un area de 260 000 km? aproximadamente, su vegetacién predominante son
los bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios. Se estima que cuenta con
377 276 colmenas con una produccion de 12 226 toneladas de miel y con un

rendimiento de 32 Kg por colmena.

2.4.2.4 Region del Golfo

Region que va de la Sierra Madre Oriental hasta la costa del Golfo de México, con
un area de 250 000 km?. Tiene como principales ecosistemas el bosque tropical
perennifolio, con areas de bosque tropical caducifolio. En el extremo norte se
presenta vegetacion xerofila y bosque espinoso. Se estima que existen 271 307
colmenas con una produccion de 10 148 toneladas de miel anuales y con un

rendimiento de 37 Kg por colmena.

2.4.2.5 Region de la peninsula de Yucatan

Comprende los estados de Yucatan, Campeche y Quintana Roo, que son
productores de miel tradicionales. Tiene una superficie aproximada de 140 000
km?. Su vegetacién predominante en el noreste es bosque tropical caducifolio con
regiones amplias de bosque tropical perennifolio. Es la region productora de miel
mas importante, se cosechan 20 553 toneladas de miel al afio con un rendimiento
por colmena de 41 Kg, lo cual representa la mayor produccion en la menor

superficie. El 95% de esta produccién se destina al mercado internacional.
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Figura 4. Mapa de regiones apicolas en México

2.4.3 Procesamiento y envasado

Para obtener un producto final que pueda ser comercializado tanto nacional como
internacionalmente se deben cumplir buenas practicas de manufactura en todas

las etapas del proceso.

En la Figura 5 se puede observar el diagrama de flujo del proceso de la miel en
México. La descarga en alzas debe realizarse en &reas exclusivamente
habilitadas, los apicultores deben utilizar delantales y charolas de salvamiel
limpios, y la miel no debe mezclarse con la miel que se extraiga posteriormente de
los bastidores. Las alzas no deben apoyarse sobre el piso. Para el
almacenamiento en alzas se debe mantener una humedad relativa menor al 50% y
una temperatura entre 28°C y 35°C. Se debe evitar el almacenamiento en alzas de
mas de dos dias. El desoperculado consiste en la remocion de los opérculos con
los que las abejas cierran las celdas del panal una vez que la miel maduré. Se
deben utilizar utensilios y maquinaria de acero inoxidable de grado alimentario.
Para la separacion de la cera y la miel se recomiendan separadoras mecanicas de
cera-miel centrifugas que trabajan en frio, ya que el calor podria afectar la calidad
de la miel. En el escurrido de bastidores se debe evitar la exposicion de la miel a
11



factores contaminantes, por lo que es necesario mantener el lugar sanitizado y
aislado de posible contaminacion. Posteriormente, la extraccion se realiza en
recipientes cilindricos que se colocan en una canastilla en la que se depositan los
bastidores desoperculados para extraer la miel por fuerza centrifuga. El extractor
debe ser de acero inoxidable, grado alimentario y debe de estar limpio. Después,
se lleva a cabo el colado, que es una practica que elimina fragmentos de cera y
otras impurezas provenientes del proceso de extraccion y que utiliza una malla
con aberturas maximas de 3 x 3 mm por cuadro. La recepcion de la miel se hace
en tanques de acero inoxidable con doble pared, con regulador de temperatura
(para mantener la miel a 28°C) y sellado para evitar entrada de contaminantes. En
casos necesarios se puede instalar un sistema de bombeo automatico, el cual
debe adecuarse a la capacidad y volumen de la miel que se procese y ubicarse
fuera de los depositos de miel para evitar contaminacion. La sedimentacion es el
proceso mediante el cual se logra la separacién de particulas e impurezas
presentes en la miel a través del reposo, sin dejarla mas de 2 dias. El filtrado de la
miel se realiza con mallas de acero inoxidable con abertura de 100 micras, los
filtros deben ser reemplazables y lavables. Por ultimo, el envasado se puede
realizar en tambores o en frascos. La miel a envasar debe estar limpia, fluida y
exenta de residuos. Es conveniente realizar el muestreo de cada lote. La miel
debe acondicionarse para su envasado mediante calentamiento, homogeneizado,
espumado Yy filtrado. El calentamiento de la miel permite una mayor fluidez y
facilita los procesos de homogeneizado, filtrado y envasado. Cuando la miel ha
cristalizado en los tambores, debe someterse a un proceso de calentamiento,
controlando la temperatura a un maximo de 50°C durante 24 horas. Para la
pasteurizacion y/u homogeneizado de la miel es necesario elevar la temperatura a
60°C durante un méaximo de 30 minutos en bafio maria, con un sistema de
mezclado lento. Al finalizar este proceso se origina la suspension de numerosas
particulas, por lo que se forma una capa de espuma que debe retirarse con una

pala de acero inoxidable™.

12



Descargas en alzas

A\ 4

Almacenamiento en alzas

\ 4
Miel, cera e &— Desoperculado
impurezas
‘l, Vv
Separacion Escurrido de
\l/ P bastidores
Cerae v
impurezas Extraccion Miel
v J \
Miel > Colado

Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de la mie

\ 4

Recepcion

A 4

Bombeo

A 4

Sedimentacion

Almacenamiento

13

Cerae
impurezas

1
| 5




2.5 Composicién

La miel es consumida a nivel mundial por ser un producto natural con una amplia
gama de aromas Yy dulce sabor, pero mas alla de sus atributos sensoriales es
apreciada por su alto nivel nutritivo y por sus beneficios a la salud, los cuales se
relacionan con su contenido antioxidante, potencial bacteriostético, y propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas. Su perfil nutrimental consiste de una solucién
saturada de azucares, principalmente de fructosa y glucosa, y de otros
componentes minoritarios, de los cuales destacan los compuestos fendlicos. Su
composicién es variable y depende primeramente de su origen floral y de la
especie productora, aunque factores ambientales y estacionales también influyen
en su composicion y efectos biologicos. Diversos estudios han demostrado que el
potencial antioxidante de la miel se relaciona con su contenido fendlico total y éste

a su vez con tonalidades oscuras?’.

Su composicion es especialmente dependiente de su origen floral o botanico, pero
generalmente se aproxima de un 75% a 80% de carbohidratos, 17% a 20% de
agua, y 1% a 2% de cenizas junto con materia organica. Dicha materia organica
incluye al menos 200 sustancias, entre ellas se pueden encontrar aminoacidos,
proteinas, vitaminas, enzimas, acidos organicos, pigmentos, fenoles, vitaminas,
productos de la reaccion de Maillard y compuestos volatiles. El contenido proteico
es normalmente menor al 0.5% y el contenido de cenizas oscila entre 0.04% y
0.2%, y depende del tipo de suelo en el que se localiza la planta de la cual la abeja
obtuvo el néctar. Los compuestos minerales mayoritarios en la miel son K*, Na*,
Ca**, Mg** y Mn?*, seguidos de concentraciones menores de Fe*, Zzn*y Cu* . El
contenido de fenoles totales se relaciona con el color oscuro en la miel y con su
actividad biologica. La composicion quimica determina las caracteristicas
fisicoquimicas en la miel, como color, reologia, conductividad eléctrica, pH y
actividad de agua, y a su vez las propiedades fisicas de la miel son factores
substanciales que determinan su precio en el mercado global y la aceptabilidad de

los consumidores®1°
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En comparacion con A. mellifera, las diferencias mas relevantes con la miel de
meliponinos, previamente reportada, son los valores altos en contenido de agua,
acidez libre, conductividad eléctrica, maltosa y nitrdgeno, asi como bajos valores
de diastasa en miel de especies del género Melipona, pero no en otros géneros de

la tribu Meliponini®®%*,

2.6 Propiedades fisicas

2.6.1 Color

Un factor importante en la calidad de la miel es el color. Su origen floral, su
composicion mineral y cualquier tipo de procesamiento con calor pueden afectar el
color. Los pigmentos provenientes del origen floral de la miel, como son clorofilas,
carotenos, xantofilas, y pigmentos amarillo-verdes son factores intrinsecos que
brindan un color determinado a la miel. Por otra parte, el contenido de polen y de
hidroximetilfurfural fungen como factores extrinsecos que también le proporcionan
cierta coloracion. Estudios previos reportan que las mieles mas oscuras contienen

un mayor contenido antioxidante que las mieles mas claras®.

2.6.2 Actividad de Agua

La actividad de agua (ay) se define como la relacion entre la presion de vapor de
agua en un material y la presién de vapor de agua pura a la misma temperatura.

Es la cantidad de agua disponible para microorganismos?2.

En miel la actividad de agua varia entre 0.562 y 0.620 en el rango de temperatura
entre 4°C-37°C. El a,, necesario para el desarrollo de microorganismos es menor a
0.98 y depende de la clase de microorganismo: cerca de 0.70 para mohos, 0.80
para levaduras y 0.90 para bacterias. En miel es comun la presencia de levaduras
osmofilas debido a su necesidad obligada de altas concentraciones de azucar y a
que son capaces de crecer a una actividad minima de agua de 0.6, estas

levaduras son la causa de la fermentacion de la miel®?.
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El agua en la miel esta principalmente ligada a azucares por medio de puentes de
hidrégeno. Los monosacaridos glucosa (27% - 45%) y fructosa (33% - 42%) son
los principales componentes de la miel. En la cristalizacion de la miel, se cristaliza
principalmente la glucosa formando glucosa monohidratada, la fructosa tiene una
mayor solubilidad y se mantiene en solucion durante méas tiempo. El agua ligada a
la glucosa en solucion se libera durante el proceso de cristalizacién lo cual
provoca el incremento en el a,. Las mieles con mayor contenido de agua
frecuentemente se separan en una fase cristalizada debajo de otra fase liquida.
Esta capa, al contener altos niveles de agua, incrementa el riesgo de fermentacion

de la miel®?.

2.6.3 Viscosidad

La viscosidad de la miel depende de una variedad de sustancias. Y por tanto,
varia conforme a la composicion y particularmente con su contenido de agua y con
la temperatura. La viscosidad de la miel es esencial en su procesamiento y su
importancia esta ligada a sus aplicaciones tecnolégicas como extraccion, filtracion,
mezcla y embotellamiento. Si la concentracion de agua aumenta, la viscosidad
disminuye. Las proteinas y otras sustancias coloidales incrementan la viscosidad
pero su concentracion en miel puede ser insignificante. El porcentaje de fructosa
contenida en miel también se ha visto que es capaz de afectar su viscosidad y
propiedades reoldgicas, conforme aumenta el contenido de fructosa, la viscosidad

disminuye®.

2.7 Composicion quimica
2.7.1 Humedad

El contenido de humedad es una caracteristica importante en la miel y esta en
funcion de factores ambientales y del contenido de humedad del néctar’. La miel

de A. mellifera debe tener un contenido de humedad maxima de 20% segun la
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norma NMX-F-036. Cuando excede este 20% es probable que se suscite su

fermentacion, en particular cuando la cantidad de levaduras osméfilas es alta®.

2.7.2 AzUcares

La miel es una de las mezclas mas complejas de la naturaleza y consiste
principalmente de carbohidratos. En general, la miel es wuna solucion
sobresaturada de azlcares, y éstos son los principales componentes de ésta,
siendo cerca de 95 g/100 g materia seca. Los azucares mayoritarios son fructosa y
glucosa, siendo el 85% de los sdlidos en la miel. La fructosa es el componente
dominante en casi todos los tipos de miel. Estudios han sugerido la presencia de
rafinosa como azucar minoritario en la miel, pero en dado caso, también se
esperaria encontrar galactosa por accion enzimatica; sin embargo la galactosa no
se ha observado en cromatografia en papel ni mediante cromatografia de gases
23 White y Hoban (1959) confirmaron la presencia mayoritaria de sacarosa y
maltosa e identificaron otros cuatro disacaridos adicionales que son isomaltosa,
maltulosa, nigerosa y turanosa mediante el método de adsorcion selectiva
cromatogréfica y posterior cromatografia en papel y cromatografia en columna?*.
Siddiqui y Furgala (1968) reportaron la identificacion de nueve trisacaridos, un
tetrasacarido y un pentasacérido, los cuales se listan a continuacion: melecitosa,
3-a-isomaltosilglucosa, maltotriosa, panosa, isomaltotriosa, erlosa, teanderosa,
isopanosa, centosa, isomaltotetraosa e isomaltopentaosa. Ademas, la presencia
de azucares y la relacién fructosa/glucosa puede ser usada para determinar la

adulteracion de miel®.

2.7.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos en general exhiben gran actividad biolégica y acttan
como antioxidantes naturales, actividad que ha sido probada a través de su
capacidad antirradicalaria, atrapante de peroxido, anticancerigena, antimicrobiana
y curativa en el caso de heridas. Los compuestos fendlicos incluyen diferentes
subclases las cuales son flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas, estilbenos,

lignanos, taninos y polifenoles. Su composicion depende de la fuente floral de la
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cual se extrae el néctar, de factores estacionales, ambientales y del origen
geografico; su capacidad antioxidante se puede alterar al procesar la miel y/o al

someterla a condiciones inadecuadas de almacenamiento®.

Al haber gran variedad en la fuente botanica de las mieles, éstas no soélo difieren
en su composicion quimica, propiedades fisicas y sabor, sino también en su
actividad biologica. Por lo tanto, se espera que las propiedades de la miel varien
dependiendo de su origen geografico. Se sabe que los principales fitoquimicos
reportados en la miel son los compuestos fendlicos. El contenido total de
compuestos fendlicos dependiendo de la fuente botanica y de la region de la que
se colecta va de 46.0 ug/g a 753 pg/g y representa del 0.1% al 0.5% del total de
miel. En la actualidad cerca de 25 - 30 compuestos fendlicos (acidos fendlicos y
flavonoides) han sido caracterizados en diferentes mieles, muchas de ellas
uniflorales; se ha encontrado tricetina, quercetina y luteolina en miel de eucalipto,
hesperetina en miel de citricos, quercetina en miel de girasol y acido abscisico en

miel de brezo?®.

Tradicionalmente, el origen geografico de la miel se determina con
melisopalinologia, la cual se lleva a cabo analizando el polen. A pesar de que
arroja resultados satisfactorios no es un método confiable, ya que depende de la
habilidad y el juicio del experto. Por esta razén, en afios recientes, la identificacion
de compuestos fendlicos parece ser una de las técnicas mas prometedoras para la

determinacién del origen botanico y floral®.

2.7.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales en la miel son compuestos volatiles que juegan un rol
importante en el aroma y valor nutricional de la miel. Los compuestos volatiles en
la miel consisten principalmente de monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos,

terpenoides, acidos grasos, alcoholes, cetonas y aldehidos®.
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2.7.5 Acidos organicos

Los &cidos organicos se encuentran en una proporcion cercana al 0.5% (w/w) en
la miel y son los que le proporcionan acidez que contribuye al sabor, asi como
estabilidad ante microorganismos, como catalizadores de reacciones quimicas y
como antioxidantes. Los acidos organicos pueden funcionar como indicadores del
deterioro en almacenamiento y de envejecimiento o para medir pureza y
autenticidad. Ademas de &cidos fendlicos y aminoacidos libres, algunos cuantos
acidos organicos como el formico, oxalico, malico, maleico, succinico, citrico,
gluconico, glutarico, y fumarico han sido detectados en distintos tipos de miel a

diferentes concentraciones®.

2.7.6 Productos de reacciéon de Maillard

La miel también contiene una pequefia cantidad de HMF (hidroximetilfurfural),
furfural, melanoidinas y acrilamida. Estos productos surgen de la reaccién entre
los grupos amino de las proteinas y azlcares reductores y dependen del pH,
temperatura y actividad de agua en el medio. HMF es el producto mas comun de
la reaccion de Maillard en miel e indica su frescura y la exposicidén a tratamientos
con calor; en el Codex Alimentarius el limite de HMF es de 40 mg/Kg y su

contenido es mayor en mieles viejas que en nuevas®.

2.8 Actividad antimicrobiana de la miel

La miel ha sido reconocida por sus propiedades medicinales desde la antigiiedad.
Estudios describen la inhibicion del desarrollo de bacterias Gram positivas, Gram
negativas, aerobicas, anaerobicas e incluso esporas (Bacillus cereus) con gran
importancia clinica mediante el uso de la miel. Lo cual se debe principalmente a la
alta concentracién de azlcares reductores, bajo pH, alta viscosidad, baja actividad
de agua, y alta presion osmotica; asi como el principal factor antibacteriano, la
presencia de peroxido de hidrogeno, producido por la actividad de la glucosa-

27,28

oxidasa La glucosidasa de la miel es secretada por las glandulas

hipofaringeas de la abeja. Esta rompe los enlaces de la glucosa para formar acido
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glucédnico y peroxido de hidrégeno. La actividad de la enzima se anula por la baja
actividad de agua y el bajo pH, sin embargo al diluir la miel en agua, ésta se

reanuda®®.

Diversos compuestos quimicos han sido descritos como antibacterianos de tipo no
peréxido, los cuales se cree que son un grupo de fenoles y flavonoides. Estos
compuestos quimicos no pierden su estructura bajo altas temperaturas o luz ni son
alterados con diluciones. La evidencia més directa sobre la existencia de factores
antibacterianos en la miel se ha visto en reportes de actividad persistente en
mieles tratadas con catalasa, enzima que descompone el peroxido de hidrogeno
en oxigeno y agua. El método que determina la minima concentracién de miel en
la cual se observa clara inhibicion de desarrollo microbiano, es ampliamente

utilizado por su reproducibilidad y precisiéon®.

En su trabajo de investigacién, White y colaboradores encontraron que se necesita
una mayor cantidad de catalasa para desintegrar todo el peroxido de hidrégeno
que se llega a producir en la miel, también establecid que la catalasa no es
altamente efectiva para inactivar niveles fisiolégicos de peréxido de hidrégeno®.
La enzima catalasa, también se ha encontrado en la miel, pero a diferencia de la
glucosa oxidasa que proviene de la abeja, ésta proviene del polen de las flores. Se
ha encontrado alta actividad de catalasa en el polen pero baja actividad en el
néctar. Los niveles méas altos de peréxido en mieles se encontraron en las
muestras con ausencia de actividad de catalasa. Por lo tanto, es claro que el nivel
absoluto de peroxido de hidrogeno en cualquier miel es determinado por sus
respectivos niveles de glucosa oxidasa y catalasa. A mayor concentracion de
glucosa oxidasa, mayor concentracion de peroxido de hidrogeno y a menor
concentracion de catalasa, mayor concentracion de peroxido de hidrégeno.
Weston propuso que el Unico compuesto responsable de la actividad
antibacteriana de la miel es el peroxido de hidrégeno y la actividad de otras

sustancias como los compuestos fenélicos es insignificante en comparacion®.
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2.9 Actividad antioxidante

Los antioxidantes presentes en la miel incluyen compuestos enzimaticos: catalasa,
glucosa oxidasa, peroxidasa; y no enzimaticos: acidos organicos, carotenoides,
aminoacidos, proteinas, productos de la reaccion de Maillard y mas de 150
compuestos polifenolicos que incluyen flavonoides, flavonas, catequina, acido
cinamico y derivados. Un alto contenido en estos indicadores asegura una alta
actividad antioxidante en la miel®. A nivel sensorial, diferentes investigaciones
muestran una correlacion entre el color de la miel y su capacidad antioxidante, las
mieles mas oscuras demuestran concentraciones mayores de antioxidantes. A
pesar de que la miel no es una fuente predominante de antioxidantes en la dieta,
sus deseables caracteristicas organolépticas facilitan su consumo, a diferencia de

algunas fuentes vegetales de antioxidantes®.

Durante el calentamiento o incluso durante el almacenamiento puede ocurrir
oscurecimiento no enzimatico debido a la reaccion de Maillard que ocurre entre
azucares reductores y aminoacidos libres y provoca la formacion de pigmentos
marrdén. Se cree que estos pigmentos también actian como antioxidantes. Sin
embargo, en el calentamiento también se pierden antioxidantes naturales, por lo
qgue los MRP’s (productos de la reaccién de Maillard) podrian 0 no compensar

esta pérdida*”.

2.10 Calidad de la miel

A pesar de que la calidad de la miel puede ser subjetiva, generalmente se
considera de mayor calidad a la miel proveniente de panal. Para posicionarla en el
mercado llega a requerir de cierto procesamiento para estabilizarla contra
fermentacién, remover material extrafio y empacarla en su estado liquido o
semisolido. Este procesamiento frecuentemente requiere de exposicién a alguna
fuente de calor, aunado a esto las condiciones de almacenamiento en cualquier
punto de la cadena desde produccion hasta consumo pueden contribuir a la
pérdida de calidad. Gran parte de la evaluacion de la calidad esta sujeta a factores

organolépticos y estado fisico como viscosidad, textura, claridad, sabor, aroma y
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color. La parte cuantificable reside en la cantidad de 5-hidroximetilfurfuraldehido
(HMF) vy actividad diastdsica, ambas determinaciones establecidas en la
legislacion de calidad de la miel en los estandares del Codex Alimentarius. Para el
HMF se establece un limite de 40 mg/Kg, y en el caso de mieles originarias de
zonas tropicales con altas temperaturas es de 80 mg/Kg. La actividad diastasica,
por otra parte, no debe ser menor a 8 unidades en la escala de Schade para
mieles procesadas 0 mezcladas y no menor a 3 unidades Schade para mieles con

bajo contenido enzimatico®>°.

El HMF no es un probable constituyente de miel fresca pura que ha sido
inmediatamente almacenada por la abeja. Se conoce que se produce a partir de
azUucares simples, particularmente fructosa, en medio acido. La diastasa es el
nombre comun para la enzima alfa-amilasa. Su funcion es la digestion de almidon.
La medida de la diastasa en la miel se ha usado como indicador en su calidad.

Esto se fundamenta en la inactivacion de la enzima con el sobrecalentamiento®®.

Por otro lado, la evaluacion sensorial ha surgido como disciplina cientifica
mediante la caracterizacion y andlisis de aceptacion o rechazo de un alimento con
el fin de asegurar la calidad del producto final y por tanto la preferencia del
consumidor. Se ha desarrollado en la industria de alimentos tanto para la
optimizacidbn y mejora de productos existentes como para la elaboracién de

nuevos productos>®.

2.11 Anélisis melisopalinolégico

La melisopalinologia es una rama de la palinologia, cuyos dos objetivos mayores
son la ubicacion geografica de las mieles y la identificacion de los tipos, que se
basa en la presencia significativa de ciertos tipos de grano de polen. Se considera
de gran importancia para establecer la calidad de la miel. Hay gran cantidad de
granos de polen en la miel (provenientes principalmente de las especies vegetales
de las que se recolectd el néctar), y elementos provenientes de la mielada (cera,
algas y esporas fangicas) que en conjunto proveen una identidad precisa del

ambiente del cual proviene. Por lo tanto, el analisis del polen es una buena fuente
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de informacion del origen geogréfico y botanico de la miel, ademas del analisis
sensorial y fisico-quimico que también son necesarios para un diagnostico
correcto del origen botanico. Ademas el analisis del polen brinda informacion
sobre el método de extraccion, filtracion, fermentacion, algunos tipos de

adulteracién y contaminacion®’.

Un método de melisopalinologia fue elaborado y propuesto por la ICBB
(International Commission for Bee Botany) en 1978. A pesar de que otros métodos
han sido propuestos para mejorar la precision de resultados, el método propuesto
por la ICBB permanece siendo el método establecido en la mayoria de los
laboratorios Europeos que realizan analisis rutinarios de miel y cumple con el

proposito de tipificacién del origen botanico y geografico®’.
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3. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

3.1 Objetivo general

Determinar el potencial antioxidante y la actividad biolégica de mieles mexicanas

de diferente origen boténico, provenientes de abeja melifera europea y abeja

melipona, para asi otorgarles su valor comercial.

3.2 Objetivos particulares

1.

Realizar la recoleccion de las muestras de miel en apiarios de las zonas
meliferas del Altiplano, Golfo, Costa del Pacifico, Norte y Peninsula de
Yucatan.

2. Caracterizar a las mieles por sus propiedades organolépticas.

Determinar la capacidad antioxidante de las mieles y sus extractos
utiizando el método de blanqueamiento de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH).

4. Determinar el contenido de fenoles totales de cada miel.

5. Determinar la minima concentracidon inhibitoria de las mieles utilizando

como modelo bacterias de importancia en alimentos.

Determinar la concentracién total de perdxido de hidrégeno de cada
muestra de miel.

Correlacionar los valores obtenidos de antioxidantes y fenoles, asi como de

peréxido de hidrégeno y de minima concentracién inhibitoria.

3.3. Hipotesis de Trabajo

Las mieles de producidas por abejas meliponas y europeas de México tendran

diferente actividad antibacteriana y antioxidante dependiendo de la zona melifera

de recoleccion y de la especie de abeja.
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3.4. Justificacion

En México ha aumentado el consumo de miel per capita en un 85.9% desde la
década de los noventa a la actual, sin embargo, el valor de la produccion apicola
ha disminuido en los dltimos afios, este hecho se refleja en la disminucion de un
74% de este valor respecto al PIB nacional. Ademas, el éxito comercial de la venta
de miel tiene resultados positivos en México al aumentar la produccion de
ingresos, generar empleos, impulsar las economias locales y mejorar el bienestar
de pequefias comunidades?®. Por esta razén el garantizar la calidad y el exponer a
la miel como un alimento funcional, certifica su valor y la posicionaria como un

producto basico en México.

Por otro lado, se ha registrado un aumento en la resistencia a antibioticos, que se
puede definir como la habilidad que tiene un microorganismo, ya sea Vvirus,
bacteria, hongo o parasito, de sobrevivir a concentraciones de antibiéticos que
inhiben a células sensibles de la misma cepa. Las enfermedades
gastrointestinales poseen una alta tasa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
siendo la primera causa de mortalidad infantil en el mundo. Por esta razén, ha
incrementado la incertidumbre acerca de la resistencia que se ha observado en
bacterias entéricas, como Salmonella spp, aislada de alimentos, con resistencia a
quinolonas, o Salmonella entérica Typhimurium con una reducida sensibilidad a
ciprofloxacina. Asimismo se han reportado casos de cepas de Campylobacter spp.
resistentes a fluoroquinolonas y cepas de Escherichia coli, aislada de pollos y
cerdos, resistentes a quinolonas®. Los casos reportados de resistencia han
despertado la necesidad de encontrar alternativas que logren complementar a los
tratamientos antibiéticos que actualmente se utilizan para combatir diversas

enfermedades entéricas, y una posible alternativa son los productos naturales.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. Recoleccién.

Las muestras de miel se recolectaron en apiarios ubicados en diferentes zonas
meliferas de México por los investigadores Angel Lopez Ramirez y Adriana Correa
Benitez del Departamento de Medicina y Zootecnia de Abejas, Conejos y
Organismos Acuaticos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)
de la UNAM. Otras muestras fueron proporcionadas por Jaqueline Martinez
Gonzélez, Maria Fernanda Guerrero Pérez de la Facultad de Quimica de la UNAM

y por Jorge Jiménez Diaz de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

4.2. Evaluacion Sensorial.

Se us6 un método afectivo, que evalla la respuesta que provoca el producto
evaluado en el consumidor. Se reportaron las caracteristicas iniciales evaluadas
solo con la vista y las caracteristicas después de haber degustado cada muestra
de miel. Se reporté una evaluacion integral del aroma, sabor y textura de cada
una, enjuagando la boca entre cada muestra y en un lugar con condiciones
adecuadas para dicha evaluacidon: sin distracciones, tranquilo, temperatura
ambiente (18°C-22°C), iluminacion natural, ventilacion y paredes de color

claro®%,

4.3. Determinacion de la minima concentracion inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) se midi6 utilizando el método descrito
por Manyi-Loh y colaboradores (2010) con modificaciones. Las bacterias de
prueba utilizadas fueron Salmonella enterica Typhimurim (cepa ATCC 14028),
Bacillus cereus (cepa ATCC 11778), Listeria monocytogenes (clave CFQ 103
aislada de un alimento), Shigella dysenteriae (cepa 58a de atole agrio),
Escherichia coli ETEC (enterotoxigénica) (cepa 95238 de pozol), Escherichia coli
EPEC (enteropatdgena) (cepa 95222 de pozol) y Escherichia coli resistente a
ampicilina (cepa 108412 aislada de un caso de diarrea). Para la determinacion se

utilizaron microplacas estériles de 96 pozos y se realizaron diluciones seriadas
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para evaluar a las muestras de miel a distintas concentraciones (25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.56 0.78, 0.39, 0.195, 0.098 y 0.05%) en caldo BHI (Merck KGaA) como
medio de cultivo. Las bacterias se ajustaron a 0.5 (1 x 10° UFC/mL) en la escala
de Mc Farland y se inocularon todas las diluciones con 20 pyL de cultivo. Las
placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. La MIC se definio6 como aquella
concentracion a la cual no se observé crecimiento visible o estuvo limitado a una
absorbancia de 0.05 a 660 nm. Cada muestra de miel se probé por duplicado,
como control positivo se us6 una solucion de digluconato de clorhexidina al 20%
en H,O (Sigma- Aldrich) y como control negativo se inoculd la bacteria en el medio
BHI?®,

4.4. Determinacién de la capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante se determiné mediante el ensayo de aclaramiento del
radical DPPH. En este ensayo se mide la capacidad atrapadora del radical libre
DPPH. El radical libre color purpura reacciona con el agente neutralizante para

producir 1,1- difenil-2-picrilhidrazina como se puede ver en la Figura 6.
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Figura 6. Reaccion de aclaramiento de DPPH®.

Se utilizé el protocolo descrito por Thaipong y colaboradores. Como primer paso,

se realizd una curva de calibracién en un rango de concentracién de 0.0732 pug/mL
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a 100 pg/mL La curva se realizd utilizando como estdndar Trolox® (Sigma-
Aldrich), antioxidante andélogo hidrosoluble de alfa-tocoferol (Vitamina E). La
reaccion se realizé utilizando 100 pyL de una disolucién 0.208 mM de DPPH y 100
ML de la muestra diluida en agua (1:1). Se midi6 la absorbancia transcurridos 20
minutos de reaccion en un espectrofotdmetro Epoch (BioTek) UV-Vis para
microplacas a una longitud de onda de A= 517 nm. Las determinaciones de cada
muestra se expresaron como mg equivalentes de Trolox®mL de muestra y se

realizaron por triplicado.

4.5. Determinacion del contenido de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se determiné espectrofotométricamente mediante
el método de Folin-Ciocalteu siguiendo la metodologia descrita por Singleton y
colaboradores (1999) con modificaciones. Como primer paso se realizé una curva
de calibracion utilizando como estandar &acido galico (Sigma-Aldrich), en un
intervalo de concentraciéon de 0.117 pg/mL a 60 pg/mL. Los resultados del
contenido de fenoles totales se expresan en equivalentes de acido galico (ug de
equivalentes de acido galico/mL de muestra) y se obtuvieron interpolando cada
absorbancia en la curva de calibracién. La reaccién se realizé utilizando 150 uL de
agua desionizada, 20 pL de reactivo de Folin (fosfomolibdato y fosfotungstato) y
20 uL de la muestra diluida con H,O desionizada en proporcion (1:1) y se incubd
durante ocho minutos en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron 10 uL de una
solucion de Na,COj3 al 20% y la mezcla se mantuvo en la oscuridad por una hora.
Se midié la absorbancia transcurrida la hora de reaccién en un espectrofotometro
Epoch (BioTek) UV-Vis para microplacas a A= 760 nm. Las determinaciones de

cada muestra se realizaron por triplicado®.

4.6. Determinacion del contenido de peréxido de hidrégeno™.

Se cuantificd el contenido de perdxido de hidrogeno (H,O,) utilizando el kit de
Per6xido de hidrégeno/Peroxidasa, Amplex™ Red (ThermoFisher Scientific). El
reactivo Amplex® red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina) reacciona con H,O, en

una estequiometria 1:1 en presencia de peroxidasa para producir el producto rojo-
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fluorescente de oxidacion, resourfina (Figura 7). La resourfina tiene una longitud
de onda de excitacion y emisibn maxima aproximada de 571 nm y 585 nm,
respectivamente. Esta reaccion tiene una sensibilidad de deteccion de hasta 10
picomoles de H,O; en un volumen de 100 puL 0 1 x 10”° U/mL de HRP (peroxidasa

de rédbano picante).

Am plex® Red Resourfina
HO OH Peroxidasa

20008
202
CHZOH CHZOH
H

OH

Glucosa oxidasa

Figura 7. Reaccion entre reactivo Amplex® red y H,O, en presencia de

peroxidasa®.

La curva de calibraciéon se realizo utilizando como estandar una solucion al ~3%
H,O-, contenida en el kit (Amplex red hydrogen peroxide/peroxidase assay Kkit), se
realizaron diluciones a partir de una solucion stock a 20 mM y el rango de
concentraciones fue de 0.078 uM a 10 uM. Se colocaron 50 pL de cada una de las
concentraciones de muestra en una placa de 96 pozos y posteriormente se
adicionaron 50 pL de una solucion de trabajo que se realizé con 50 pL de reactivo
Amplex® Red 10 mM, 100 pL de HRP y 4.85 mL de buffer de fosfato de sodio
0.25 M, pH 7.4. Para determinar el contenido de peroxido en las muestras, primero
se realizé una dilucién de 1:2 con la cual se obtuvieron las muestras en estado
liquido y posteriormente de 1:100 para ajustar la cantidad de perdxido de
hidrégeno en las muestras a la curva de calibracion. Se colocaron 50 pL de las
muestras en dilucion en la placa de 96 pozos y se les adicion6é 50 pyL de la
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solucién de trabajo. Se incubd la placa a temperatura ambiente, durante 30
minutos y protegida de la luz. Se realizaron las determinaciones en un lector de
microplacas de fluorescencia (BioTek) a una longitud de onda de excitacion de A=
530 nm y a una longitud de onda de emision de fluorescencia de A= 590 nm, cada

muestra por triplicado.

4.7. Determinacion de la minima concentracidén inhibitoria posterior al

tratamiento de las mieles con catalasa.

Se midio la MIC de las muestras de miel tratadas con un exceso molar de catalasa
de higado de bovino, polvo liofilizado (2000-4000 U+(mg proteina)™, Sigma-Aldrich
C9322) para remover todo el peréxido de hidrégeno en ellas. La determinacion se
realizé siguiendo la metodologia descrita por Brudzynski y colaboradores (2006)
con modificaciones. Se realizaron diluciones 1:2 de miel con un buffer de fosfatos
50 mM de pH 7 y se incubdé cada muestra con 2000 UsmL de catalasa por cada
100 pL de miel al 50% por 2 horas®. Se utilizaron microplacas estériles de 96
pozos y se realizaron diluciones seriadas para evaluar las muestras de miel
tratadas a distintas concentraciones (25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78%) sobre el
desarrollo bacteriano de S. Typhimurim, B.cereus, L. monocytogenes, S.
dysenteriae, E. coli ETEC, E. coli EPEC y E.coli resistente a ampicilina, como
medio de cultivo se utilizé6 caldo BHI. Las bacterias se ajustaron a 0.5 (1 x 10°
UFC/mL) en la escala de Mc Farland y se inocularon todas las diluciones con 20
puL de cultivo. Se incubd la microplaca a 37°C durante 24 horas. El ensayo se
realizd con las muestras que se observaron activas previamente en el ensayo de
MIC (Mo, M1, M4, Mg, M7, Mg, M11, M14, M2, M21, Ma3, M4, Mys). La actividad se
probé cuando no se observd turbidez en el medio en al menos una de las

concentraciones probadas. Cada muestra de miel se prob6 por duplicado.
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En la Figura 8 se resume la metodologia que se llevé a cabo para la determinacion

de los resultados de todas las pruebas realizadas.

Recoleccion de muestras de
miel
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Figura 8. Diagrama de procedimiento experimental
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacién organoléptica.

En el Cuadro 2 se describe el rango de colores de las muestras de miel
recolectadas. Los colores variaron desde &mbar claro hasta café oscuro. Se
observé homogeneidad en el color de todas las muestras. Por otra parte, respecto
al aroma y al sabor de las muestras destacaron las de San Juan Ixtayopa (Mg) y
Veracruz (Mjo) con aromas de eucalipto y naranja, respectivamente, lo cual podria
indicar un origen monofloral, debido a que las mieles monoflorales tienen sabor y
aroma caracteristicos de su procedencia botanica. Otras muestras tuvieron notas
menos marcadas en olor y sabor a nuez (Ms), 0 papa dulce (Mg). No se
detectaron aromas o0 sabores extrafios en la mayor parte de las muestras; sin
embargo en la muestra M; se detectd un sabor metélico y en la muestra Ms un
aroma metalico, Sanchis Zapater y colaboradores lo describen en su articulo
acerca de mieles de espliego y de tomillo y lo atribuyen a la presencia de hexanol,
un compuesto volatil encontrado en miel de espliego**. Las mieles de abeja
Melipona (Mg, M3, M3), se caracterizaron por tener un ligero aroma y sabor de miel
en proceso de fermentacion (acido, avinagrado); por otra parte las mieles de abeja
S. mexicana (M4, M3s), Se caracterizaron por aromas y sabores citricos. Todas las
muestras de abejas de la tribu Meliponini tuvieron un menor poder edulcorante que

las muestras de abeja A. mellifera.

Las muestras también se clasificaron por su estado fisico, en muchas de las
muestras provenientes de A. mellifera se observé cristalizacién, lo cual es un
fendbmeno natural en la miel, ya que es una soluciéon sobresaturada de diferentes
azucares que alcanza el equilibrio cristalizando. En las muestras con viscosidad
media 0 alta no se present0 cristalizacion debido a que la migracion de los
cristales formados de glucosa es muy lenta®. Las muestras provenientes de abeja
Melipona, tienen una mayor fluidez, ya que su contenido de agua es alrededor del
24%™" mientras que la miel porveniente de A. mellifera esta por debajo de 18.5%,

por lo tanto la miel melipona no se encuentra cristalizada®.
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Cuadro 2. Caracterizacion organoléptica de las muestras de miel con diferente

procedencia de la Republica Mexicana.

ESTADO
MUESTRA ORIGEN* FISICO/APARIENCIA COLOR AROMA SABOR
: e
Mellpong ! Liguida, viscosidad Ambar Dulce, acido DU[CE.}' notas
MO Cuetzalan, ; . acidas,
sc baja claro acético e
Puebla fermentacion
. e
Melipona’/ Liquida. viscosidad Ambar Caracteristico | Dulce, notas
M1 \(;oatepecsé q media 0SCUIo con notas de metalicas,
eracruz humo fermentacion
M2 Veracruz®™ Solida por Blanco Caracteristico Dulcg .
cristalizacion caracteristico
. e
Mellpona / Liquida con sdlidos Ambar, Dulce con Dulce, &cido,
M3 Villahermosa, , e
Tabasco™ color café y negro traslicido | notas de nuez | notas de nuez
Melipona®/ <
M4 Villahermosa, Liquida, filtrada AT,b"?‘(; Dulcde con Dulce, &cido
Tabasco™ traslicido | notas de nuez
Melipona®/ Liquida, sin . Dulce con
M5 Villahermosa, | impurezas, calentada Am,bgr notas de Dulc?, .
sc . traslicido nuez, caracteristico
Tabasco a 60°C i
metalico
San Pablo .
M6 Oztotepec, Cd. Solld_a por Ambar Caracteristico Dulce, notas
de México™ cristalizacion de papa dulce
M7 Acuggcc()jg]atl, Liquida, viscosidad Ambar Caracteristico Dulce,
M éx.icosc alta oscuro herbal caracteristico
Chihuahua®/ Liquida, viscosidad Café Caracteristico Dulce,
M8 pm con notas P
Aguacate muy alta oscuro s caracteristico
acidas
San Juan
MO Ixtayopa_n, (S:Cd. Parualmenpe sp!lda Ambar Caracteristico Dulce, nqtas
de México™/ por cristalizacion de eucalipto
Eucalipto™"
SC . Jen
M10 Veracryzp m/ Parualmenpe sp!lda Ambar Caracteristico Dulce, notas
Naranja por cristalizacion de naranja
* especie= °

sitio de colecta= **
planta melifera principal= """
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Cuadro 2. Caracterizacion organoléptica de las muestras de miel con diferente

procedencia de la Republica Mexicana (continuacion).

ESTADO
MUESTRA ORIGEN* FISICO/APARIENCIA COLOR AROMA SABOR
Acuexcomatl Liguida, viscosidad
M11 Cd. de media, dqs fases Ambar Caracteristico Dulce, nptas
México™ (turbia y de anis
transparente)
Acuexcomatl, Solida por BI Dulce
M12 Cd. de __>oldap anco Caracteristico P
México™ cristalizacion, seco amarillento caracteristico
San Miguel Sélida por Ambar _ Dulce, Dulce
M13 Topilejo, Cd. S ligeramente | caracteristico,
L Tse cristalizacion claro
de México fermentado fermentado
M14 Coatepec, Parcialmente sélida Ambar Dulce, notas Dulce. 4cido
Veracruz®® por cristalizacion 0SsCcuro de maguey ’
M15 Zacatecas®™/ Liquida, viscosidad Ambar Dulce,notas Dulce,
Mezquite™™ media de leche fermentacion
M16 Hidalgo®™ quwd?ﬁ(\a/:jsi&clo&dad Ambar Caracteristico | Caracteristico
M17 Slerra E'ce Liquida, V'S.COS'dad Ambar Caracteristico | Caracteristico
S.L.P. media
M18 Mellpo_nae Liquida, viscosidad Ambar Fermentacion Caracteristico
comercial muy alta amargo
M19 Ciudad Vgl:les, Liquida, wspoydad Ambar Caracteristico | Caracteristico
S.L.P. media oscuro
. . sc I . . .
M20 M|choacar'1)m/ Liquida, viscosidad Café muy Caracteristico | Caracteristico
Aguacate alta 0oscuro
SC . s
M21 Veracryzpm/ Parualmenpe sp!lda Ambar Caracteristico | Dulce, citrico
Naranja por cristalizacion
* especie= °

sitio de colecta= **
planta melifera principal= ""
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Cuadro 2. Caracterizacion organoléptica de las muestras de miel con diferente

procedencia de la Republica Mexicana (continuacion).

ORIGEN* ESTADO
MUESTRA FiSICO/APARIENCIA COLOR AROMA SABOR
Chontalpa, )
M22 Tabasco®™ ng?ilrrirs]tee:;it;ai?grc\ia gg;g?(; Caracteristico | Caracteristico
Ciudad Valles, i Ali A
M23 S Lp® ng?ilrrigg;it;ai?gga Acrlr;lkr)sr Caracteristico | Caracteristico
Scaptotrigona
) e L . .
M24 mexicana / Liquida, V|sc_03|dad Ambar Citrico Citrico
Cuetzalan, muy baja
Puebla®™
Scaptotrigona .
mexicana®/ Liquida, viscosidad Ambar | Caracteristico -
M25 . . con notas Citrico
Cuetzalan, muy baja claro o
sc citricas
Puebla
* especie= °

sitio de colecta= *°
planta melifera principal= "™

De acuerdo con la norma mexicana NMX-F-036-981, el color de la miel para
comercializacion debe ser el caracteristico y variar s6lo en la tonalidad de ambar,
que es la coloracién aceptable. En el caso de las mieles de prueba, sélo las mieles
Mgy My salieron del rango de tonalidades caracteristicas, al ser muy oscuras. De
acuerdo a la Comision del Codex Alimentarius el color de la miel varia de casi sin
color a café oscuro, por lo que todas las muestras entran en esta especificacion.
En cuanto al aroma y sabor, la norma indica que deben ser caracteristicos sin
sabores ni olores extrafios o con indice de fermentacion; por lo que se rechazarian
las muestras Mgy M;3 que presentaron aroma y sabor que indican el comienzo del
proceso de fermentacién, la muestra Mig que presentd Unicamente aroma a
fermentacion y las muestras My y Mis que tuvieron un sabor a miel en proceso de
fermentacion™®. Las muestras de miel de abeja melipona son mas susceptibles a la

fermentacién y al cambio en sus propiedades sensoriales y fisicoquimicas debido
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a que su composicion contiene mayor porcentaje de agua, cambio favorecido por

condiciones inadecuadas de almacenamiento.

5.2. Determinaciéon del contenido de fenoles totales.

Los compuestos polifendlicos (flavonoides, acidos fendlicos) en la miel varian
dependiendo del origen floral y geogréfico, asi como caracteristicas climaticas del
lugar. Su interés radica en su gran capacidad antioxidante.

Para la determinacion de la concentracién de fenoles totales en las muestras, se
realizé una curva de calibracion mostrada en la Grafica 1. La curva final obtuvo un
coeficiente de determinacién (r) de 0.9988, lo cual indica una buena correlacién
en la curva y por lo tanto mayor exactitud en la interpolacion de la absorbancia

para obtener la concentracion de compuestos fendlicos totales en las muestras de

miel.
3 —
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Gréafica 1. Curva de calibracion de fenoles totales

Con los datos de la curva de calibracion fue posible determinar el rango de

concentraciones en las muestras. Se tuvo un rango entre 30.98 pg/mL y 657.82

pg/mL como se representa en la Grafica 2. La muestra My, presentd el mayor
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contenido fendlico con 657.82 pg/mL, seguida de las muestras Mas, Mooy M; con
557.76 pg/mL, 504.61 pg/mL y 473.26 pg/mL, respectivamente. Las muestras con
menor contenido de fenoles totales fueron las muestras Ms M; y Mis con un

contenido total de 30.98 pug/mL, 65.85 ug/mL y 66.46 pg/mL, respectivamente.
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Grafica 2. Resultados del ensayo para la cuantificacién de fenoles totales en las

muestras de miel

Derivado de lo anterior, se observa que las dos muestras que obtuvieron mayor
concentracion total de fenoles fueron M24y M2s ambas obtenidas de la especie sin
aguijon S. mexicana, de la region de Cuetzalan, Puebla. La tercera y la quinta
muestra con mayor concentracion de fenoles totales fueron My y Mg
respectivamente, es importante destacar que ambas muestras tienen
posiblemente el mismo origen botanico y que tienen una tonalidad mas oscura que
el resto de las muestras, propiedad caracteristica en mieles provenientes del

néctar de la flor de aguacate; sin embargo, la muestra My, presenta una coloracién

37



mucho mas oscura. De acuerdo a Afik O. y colaboradores (2006) en su articulo
sobre el andlisis del néctar de la flor de aguacate, un mayor contenido de
minerales y compuestos fendlicos en miel corresponden a tonalidades mas
oscuras en el espectro visible y ultravioleta, cabe mencionar que ambos espectros
son visibles para las abejas®®. La cuarta muestra con mayor contenido fenélico
(M) proviene de abeja del género Melipona spp. de la regién de Coatepec en

Veracruz.

Por otro lado, las muestras con menor contenido de compuestos fendlicos totales
fueron las muestras Ms y M4 provenientes de la misma miel de abeja Melipona
Spp. con un tratamiento previo de calentamiento y filtracion , respectivamente. De
acuerdo a Pyrzynska y colaboradores (2009), los compuestos fendlicos son
susceptibles a la degradacién térmica a temperaturas mayores a 40°C*’. Sin
embargo la visible disminuciéon de compuestos fendlicos entre la muestra My y M3
(miel sin tratamiento), no puede ser atribuida al proceso de filtracion comercial que
se hace a 100 um, ya que los compuestos fendlicos tienen un tamafio molecular
menor, pero si puede ser atribuida al proceso de separacion mecéanica de cera y
miel en centrifugas que de no tener un controlador de temperatura pueden

incrementar la temperatura de la miel y afectar su composicién™®.

Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides se comportan como
antioxidantes en diferentes maneras: al ser secuestrantes de especies reactivas
de oxigeno, inhibiendo enzimas, quelando metales de transicion involucrados en
formacion de radicales libres y en la prevencién del proceso de formacion de
perdxido al reducir los radicales alcoxil y peroxil. Su actividad recae en el nUmero y
posicion de grupos hidroxilo, sustituyentes adicionales, asi como de la glicosilacién

de las moléculas del flavonoide?®.
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5.3 Determinacion del contenido antioxidante.

Se realiz6 una curva de calibracién (Grafica 3) con el fin de interpolar la
absorbancia de cada muestra y asi obtener la concentracion total de antioxidantes
en las mieles. La curva de calibracién obtuvo un coeficiente de determinacion (r?)
de 0.992, lo cual indica una correlacion aceptable para interpolar las absorbancias
de las muestras y obtener resultados con exactitud. El rango de concentracion en
las muestras se ubic6 entre 65.43 pg/mL y 352.49 pg/mL.
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Gréfica 3. Curva de calibracidon de concentracion de antioxidantes

En el Grafica 4 se muestran los resultados de la concentracion de antioxidantes de
las mieles. La muestra con mayor contenido en antioxidantes fue la muestra M1,
con 352.49 pg/mL, seguida de la muestra My, con 349.77 pug/mL y la muestra Mas
con 332.88 pg/mL. No se obtuvo una medicion correcta de la absorbancia de la
muestra My debido a que su color tan oscuro causo interferencia. La muestra Mag,
seguida de la muestras M5 y Mg obtuvieron las menores concentraciones con

114.01 pg/mL, 115.52 pg/mL y 180.98 pg/mL respectivamente.
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Gréfica 4. Resultados del ensayo para la cuantificacion de antioxidantes totales en

las muestras miel

La muestra con mayor concentracion total de antioxidante, M, tiene un origen
botanico multifloral, y proviene del sur de la Ciudad de México, del centro
educativo “Acuexcomatl”. De acuerdo con Bertoncelj, Jasna y colaboradores
(2007) en su articulo sobre la evaluacion del contenido fendlico, actividad
antioxidante y color en muestras de miel de Eslovenia, el factor con mayor
influencia en la actividad antioxidante es el origen botanico®®. En la muestra My, se
observé la segunda mayor actividad antioxidante, esta miel proviene de Tabasco
de la subregion de Chontalpa, donde se ha caracterizado como flora melifera al
cocotero (Cocos nucifera), cuyo fruto es el coco, al palo mulato (Bursera
simaruba), arbol de caracteristicas xerofitas y al guayabo (Psidium guajava), esta
caracterizacion es un buen prondstico del perfil botanico del cual provino la miel, y
permite concluir que este perfil aporta un alto contenido en antioxidantes totales®.
En tercer lugar se posiciono la muestra Mys, cuyo origen geografico es la region de

Cuetzalan, Puebla. El perfil de la flora melifera de dicha region se caracteriza
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principalmente por las especies: Citrus sinensis (naranja), Coffea arabica (café),
Pimenta dioica (pimienta) y Citrus aurantifolia (limonero)*°. Se sabe que los citricos
contienen alto contenido en antioxidantes totales encontrados en la totalidad de la
planta, Hyang-Sook Choi y colaboradores (2000) establecen un contenido maximo
de 170 mg equivalentes de TroloxmL en C. aurantifolia®®. Es importante
mencionar que esta muestra proviene de la especie S. mexicana, abeja sin

aguijon.

Por otra parte, las muestras con menor contenido antioxidante M,4y M;s, indican
una baja actividad antioxidante del néctar de la flora de origen. Sin embargo, surge
una contradiccion en el hecho de que la muestra Mys, obtuvo una alta actividad
antioxidante siendo del mismo origen que la muestra My, esto puede ser
ocasionado por provenir de diferentes cosechas, debido a que factores
ambientales como la temperatura, la cantidad de luz solar y las lluvias modifican la
composicién de la flora melifera. La muestra M;s proviene del mezquite (arbol
caducifolio de leguminosas), se cree gque su actividad antioxidante no debe ser
muy alta debido a que no se ha reportado un alto contenido en antioxidantes

totales en la literatura®.

La miel representada por las muestras M3, My y Ms, mostré una concentracion de
antioxidantes ligeramente menor después del tratamiento de filtracion (My) lo cual
esta posiblemente relacionado a la disminucion en ciertos compuestos fendlicos
con actividad antioxidante. Por otro lado, la miel después del calentamiento a 60°C
(Mg) mostrd un ligero incremento en la concentracién de antioxidantes, esto se ha
fundamentado en la literatura en la generacion de ciertos compuestos derivados
de reacciones de oscurecimiento no enzimético, que forman pigmentos pardos con
potencial antioxidante y también en la formacion de compuestos con diferente
actividad antioxidante en varias etapas de la reaccién de Maillard dependientes de
las temperaturas a las que se someta la miel, conforme aumenta la temperatura

incrementa la formacién de estos compuestos®*.

Como se menciond anteriormente, existe cierta relacion entre la capacidad
antioxidante y el contenido total de compuestos fendlicos en la miel, esto se debe
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a que ciertos compuestos fendlicos, incluidos los flavonoides, tienen alto potencial
antioxidante. Sin embargo, en el ensayo se observé que las muestras con la
mayor concentracion de antioxidantes no fueron las mismas muestras con alto
contenido en compuestos fendlicos o flavonoides. Se ha reportado que los
compuestos fenolicos en mieles de colores oscuros tienen una mayor actividad
antioxidante que los compuestos fendlicos de las de colores claros. En el estudio
conducido por Chang y colaboradores (2011) la tendencia de mieles de color
oscuro a tener mayor potencial antioxidante se demuestra claramente en los
resultados obtenidos; sin embargo en el presente estudio las mieles mas oscuras,
representadas por las muestras M;, M; Mg M14. My, no demostraron esa misma
tendencia. Lo anterior se puede fundamentar en el potencial antioxidante de otras
sustancias encontradas en la miel, como &cidos organicos, productos de la
reaccion de Maillard, enzimas, péptidos entre otros componentes minoritarios que
posiblemente contribuyeron en el potencial de las muestras de colores claros con
alta actividad antioxidante como lo es la muestra M, muestra con la mayor

actividad antioxidante®.

Otawa y colaboradores (2001) reportan en su estudio acerca del potencial
antioxidante que existen ciertos compuestos fendlicos con mayor actividad que
otros, por ejemplo la quercetina, que es un excelente antioxidante a diferencia de
la isovitexina y saponarina, (pertenecientes al grupo de los flavonoides por ser
flavonas) que demostraron nula y poca actividad, respectivamente. Esta variacion
en la actividad antioxidante radica principalmente en la cantidad y posiciéon de los
grupos OH. Las principales caracteristicas estructurales que proporcionan
actividad antioxidante efectiva se resumen en una estrucura orto-dihidroxil en el
anillo B, un doble enlace en posicion 2,3 en conjugacién con un arreglo 4-oxo en el
anillo C y grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 para proporcionar enlaces de
hidrogeno. Por esta razon la quercetina, del grupo de los flavonoles, al tener un
grupo 3,5,7,3",4 - pentrahidroxilo tiene una fuerte actividad antioxidante®***. Por lo
tanto, se debe conocer la estructura y posicion de los grupos OH en los fenoles de
cada muestra de miel, para poder predecir su actividad antioxidante. En la Gréafica
5 se muestra la comparacion entre el contenido de fenoles y antioxidantes totales
42



de todas las muestras y se observa que la muestra My fue la que obtuvo mejor
correlacion entre las dos determinaciones y las muestras Ms, My Mo y Mg fueron
muestras con alto contenido en antioxidantes en comparaciéon con su contenido
fendlico lo cual puede deberse a una alta capacidad antioxidante de sus
compuestos fendlicos y/o de otros compuestos con alta actividad antioxidante.
Para la muestra Mo no se logré cuantificar concentracion de antioxidantes debido
a la probable interferencia de la absorbancia a las longitudes de onda de dichos
ensayos, a causa de su color tan oscuro. Por otra parte, las muestras M;, Mg, M4
y Mys obtuvieron altas concentraciones en fenoles totales y bajas en antioxidantes
totales, lo cual indica una baja capacidad antioxidante de sus compuestos
fendlicos.
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Gréfica 5. Comparacion entre el contenido de antioxidantes y fenoles totales en

las muestras de miel
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5.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de las mieles
sin tratar y tratadas con catalasa sobre el crecimiento de bacterias

patégenas.

Con el fin de evaluar la actividad antibacteriana se realizo la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria de cada muestra de miel en dilucién y tratada con
catalasa con el fin de remover el peroxido de hidrégeno. Este ensayo se determiné
utilizando siete cepas bacterianas. A continuacion se resumen los resultados para

las mieles sin tratar y tratadas con catalasa.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados de las mieles activas ante L.
monocytogenes, se observd actividad en nueve muestras en un rango de 6.25% a
25% de concentracion, la mayor actividad fue demostrada por las muestras Mg, M;
Y Mg,

Cuadro 3. Resultados de MIC de las muestras activas probadas sobre Listeria

monocytogenes (clave CFQ 103).

Muestra MIC (%) mieles sin MIC (%) mieles tratadas
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 6.25 N.A.
M, 6.25 N.A.
M 125 N.P.
M- 125 N.A.
Mg 6.25 N.A.
M1, 25 N.A.
M4 12.5 N.A.
My 12.5 N.A.
Mo, 12.5 N.A.

N.A.= No activa N.P.=No probada

44




En el Cuadro 4 se resumen los resultados de las mieles activas ante S.

Typhimurium, se observé actividad en un rango de concentracion de 12.5% a 25%

en seis mieles, la mayor actividad fue presentada por las muestras Mo, M1 y Ma1.

Cuadro 4. Resultados de MIC de las muestras activas probadas sobre Salmonella

enterica Typhimurium (cepa 14028).

MIC (%) mieles sin

MIC (%) mieles tratadas

Muestra
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 12.5 N.A.
M, 12.5 N.A.
M- 25 N.A.
Mg 25 N.A.
My 12.5 N.A.
My 25 N.A.

En el Cuadro 5 se muestra la MIC probada ante la bacteria B. cereus, se observo

actividad en ocho muestras en un rango de concentracién de 6.25% a 25% la

maéaxima actividad mostrada por la muestra M; a 6.25% y por las muestras Mo y M3

a 12.5%.
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Cuadro 5. Resultados de

cereus (cepa 11778).

MIC de las muestras activas probadas sobre Bacillus

MIC (%) mieles sin

MIC (%) mieles tratadas

Muestra _
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 12,5 N.A.
M; 6.25 N.A.
Ms 12,5 N.P.
M- 25 N.A.
Mg 25 N.A.
My 25 N.A.
My 25 N.A.
Maq 25 N.A.

En el Cuadro 6 se resume la actividad de las muestras ante E. coli EPEC en un
rango de concentracion de miel de 12.5% a 25%, cuatro muestras de mieles

presentaron alta actividad, siendo las mas activas las muestras My y M.

Cuadro 6. Resultados de MIC de las muestras activas probadas sobre Escherichia
coli EPEC (cepa 95222).

MIC (%) mieles sin MIC (%) mieles tratadas
Muestra )
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 125 N.A.
M, 125 N.A.
Mao 25 N.A.
Mas 25 N.A.
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En el Cuadro 7 se muestran los resultados de la actividad exhibida por las mieles

ante la bacteria E. coli ETEC, cinco muestras presentaron actividad en un rango

de concentracion de 12.5% a 25%, siendo las mas activas Mg y M.

Cuadro 7. Resultados de MIC de las muestras activas probadas sobre Escherichia

coli ETEC (cepa 95238).

MIC (%) mieles sin MIC (%) mieles tratadas
Muestra )
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 12.5 N.A.
M, 12.5 N.A.
M 25 N.A.
Mg 25 N.A.
Mao 25 N.A.

En el Cuadro 8 se observan los resultados obtenidos en el ensayo ante la bacteria

S. dysenteriae, tres muestras tuvieron actividad: Mg y M; a 12.5% de

concentracion y My a 25%.

Cuadro 8. Resultados de MIC de las muestras activas probadas sobre Shigella

dysenteriae (cepa 58a).

MIC (%) mieles sin MIC (%) mieles tratadas
Muestra )
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 125 N.A.
M, 12.5 N.A.
Mao 25 N.A.
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Por ultimo, en el Cuadro 9 se resumen los resultados de la actividad probada ante
E. coli resistente a ampicilina, seis mieles mostraron actividad en un rango de
concentracion de 6.25% a 25%. La mayor actividad fue mostrada por My a 6.25%
y por M; a 12.5%.

Cuadro 9. Resultados de MIC de las muestras activas probadas sobre Escherichia

coli resistente a ampicilina (cepa 108412).

Muestra MICT (%) mieles sin MIC (%) mieles tratadas
tratamiento con catalasa con catalasa
Mo 6.25 NLA.
M 12.5 NLA.
Mr 25 N.A.
Me 25 N.A.
Mt 25 N.A.
Mz 25 N.A.

Las mieles tratadas con catalasa no muestran actividad alguna en ausencia de
peréxido de hidroégeno. La miel M3 no se prob6é después del tratamiento con

catalasa por tener insuficiente cantidad de muestra.

En la Grafica 6 se muestran los resultados de la MIC de todas las muestras sin

tratamiento con catalasa, ya que al ser tratadas con catalasa la actividad ceso.
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Las mieles més activas fueron My y M; ya que ambas inhibieron todas las cepas
bacterianas a concentraciones menores a 25%, en casi todas las cepas su MIC
fue de 12.5%. En el ensayo con L. monocytogenes las dos muestras tuvieron una
MIC de 6.25%. En el ensayo sobre B.cereus la MIC de M; fue 6.25% y la MIC de
Mo fue de 12.5% y en el ensayo sobre E.coli resistente a ampicilina, la MIC de Mg
fue 6.25% y la de M; de 12.5%. Ambas muestras son de abeja Melipona spp. Su
actividad puede ser atribuida a su contenido de peroxido de hidrégeno porque al
ser tratadas con catalasa su actividad desaparecio. Sin embargo, un factor
importante a considerar fue la presencia de aromas y sabores que indicaban
fermentacién, lo cual impide el desarrollo de otros microorganismos, ya que en el
proceso fermentativo se desarrollan metabolitos que impiden el crecimiento de
bacteriano como etanol, CO, y posteriormente acido acético, ademas del cambio
en la composicion de la matriz de la miel como alimento, la falta de nutrientes
consumidos por el microorganismo fermentador y la competencia creada. El
principal microorganismo fermentador encontrado en la miel es la levadura
Saccharomyces spp, pero también se han encontrado otros géneros de levadura

como: Zygosaccharomyces, Torulopsis, Pichia, y Rhodotorula, entre otros.>>.

Asimismo, la muestra Mg inhibié el desarrollo de todas las bacterias a 25% de
concentracion, y a 12.5% de concentracion sobre L. monocytogenes, lo anterior se
fundamenta en que ésta es una bacteria Gram positiva y la composicién de su
pared celular tiene mayor vulnerabilidad que la pared celular de las bacterias
Gram negativas debido a que la membrana externa de las bacterias Gram
negativas actia como barrera que impide la entrada de varios agentes
antibacterianos®®. La actividad mostrada por esta miel también se inhibi6 al ser
tratada con catalasa, por lo tanto su actividad se supone responsable de la

concentracion de peroxido de hidrégeno.

La miel Mg comparte el perfil de flora melifera principal (flor de aguacate) y de
especie productora (A. mellifera) con la miel My, sin embargo en la miel Mg no se
observo la misma actividad antibacteriana. La miel Mg no logro inhibir a las

bacterias S. dysenteriae y E. coli EPEC. A pesar de esto tuvo una actividad mas
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fuerte ante L. monocytogenes al mostrar una MIC de 6.25% a diferencia de My
cuya MIC ante L. monocytogenes fue de 12.5%. Lo anterior esta probablemente
relacionado con el mayor contenido de compuestos fendlicos en la miel My,
debido a su probada actividad antimicrobiana®. La miel M; demostré una actividad
antibacteriana muy similar a la miel Mg, con la Unica diferencia observable en la

accion sobre L. monocytogenes que fue menor al presentar una MIC de 12.5%

Por otro lado, la muestra M,; se observé activa ante L. monocytogenes a 12.5% y

a 25% ante B.cereus, ambas bacterias son Gram positivas.

En la literatura se ha reportado a la miel como un potente agente inhibitorio del
crecimiento de bacterias patégenas provenientes de los alimentos. Taormina y
colaboradores probaron mieles monoflorales de trébol, aguacate, carcamo vy trigo
a una concentracion maxima de 25%; sobre Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, Shigella sonnei, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus,
encontrando inhibicién de todas las cepas por todas las mieles probadas a una
concentracién de 25% o menor’’. Por otro lado, Roberts y colaboradores
describen la influencia de la miel Manuka en la supresion de los genes asociados
a la presencia de flagelos bacterianos, en su articulo describe que la exposicion a
la miel impide la expresién de la proteina flagelina, responsable de la formacion de
flagelos en bacterias®. En la presente investigacion se trabajé con bacterias
peritricas (S. Typhimurium, E. coli, B. cereus, L. monocytogenes), y con S.
dysenteriae, que es no-movil. Y los resultados mostraron que la bacteria mas

resistente a la inhibicién fue ésta.
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5.5 Determinacion del contenido de peréxido de hidrégeno.

Se realiz6 una curva de calibracion presentada en la Gréfica 7 con el fin de
interpolar la unidad arbitraria de fluorescencia (UAF) de cada muestra de miel y
asi obtener la concentracion total de perdxido de hidrégeno. La curva de
calibracién obtuvo un coeficiente de determinacién (r?) de 0.9971, indicando una
buena correlacion para interpolar las absorbancias de las muestras y obtener

resultados con exactitud.
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Grafica 7. Curva de calibracion con estandar de H»,O, a ~3%.

En la Grafica 8 se muestran los resultados de la concentracion de peroxido de
hidrégeno de las mieles tras interpolar sus absorbancias determinadas por
triplicado en la curva de calibracion. El rango de concentracion se ubico entre
31.08 uM y 1598.81 uM. La muestra con mayor contenido de H,O, fue My con
1598.81 uM, seguida de la muestra M; con 1129.92 uM y la muestra Mys con
1117.85 puM. La muestra Ms, seguida de la muestra Mg y Mj obtuvieron las

menores concentraciones con 31.08 uM, 37.65 uM y 58.9 uM, respectivamente.
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Grafica 8. Concentracion de perdxido de hidrégeno en las muestras de miel

Segun el articulo de Weston y colaboradores (2000), la cantidad de H,O, depende
en gran medida de la catalasa que proviene de la flora melifera, de cuanto polen
obtienen las abejas y de la actividad de la catalasa. El nivel de peroxido de
hidrogeno en la miel esta esencialmente determinado por la cantidad de catalasa

originada en la fuente botanica®.

Las muestras My, M1, M5 y My4 obtuvieron altas concentraciones de peréxido de
hidrégeno, lo cual podria indicar que no habia tanta catalasa contenida en la flora
melifera de la cual provinieron las muestras, en comparacion con el resto de las
mieles. También, el contenido de glucosa oxidasa es responsable de la cantidad
de peroxido de hidrogeno en las mieles a pesar de tener menor impacto en
comparacion con la catalasa. La cantidad de glucosa oxidasa tiene menor
variacion por ser una enzima proveniente de la abeja, sin embargo puede ser un

factor determinante en el contenido final de peréxido de hidrégeno de las mieles®.
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Las muestras con menor concentracion de peroxido de hidrégeno fueron las
mieles Ms, Mg y My, la muestra Mg a pesar de que no mostrd particularidades
importantes de destacar obtuvo un casi nulo contenido de H,O, lo cual se podria
deber a una de las siguientes razones: alto contenido de catalasa proveniente del
polen de la flora melifera, la inactivacion de la enzima glucosa oxidasa a causa de
un proceso térmico involucrado o larga exposicion a la luz (provoca
descomposicién del H,0,)>°. En el caso de las muestras M4y Ms provenientes de
la misma miel, se sabe que la muestra Ms fue sometida a un proceso térmico que
pudo provocar la descomposicién del H,O, y se sospecha que la muestra M, al
haber recibido tratamiento de filtracion pudo haber estado expuesta a fuentes de

calor previas a éste.

Se ha reportado la relacion entre el contenido de perdxido de hidrogeno y la
actividad antibacteriana de la miel. Brudzynski y colaboradores obtuvieron su mas
alta actividad antibacteriana a una MIC de 6.25% de miel ante E. coli y una MIC de
12.5% ante B. subtilis, con una concentracion de peréxido de hidrégeno registrada
de 1181 uM. Se reportd una fuerte correlacion entre la cantidad de peroxido de
hidrégeno registrada y la actividad antibacteriana de las mieles®. En el presente
ensayo, la actividad antibacteriana mas alta se observo a una MIC de 6.25% de
miel sobre las bacterias L. monocytogenes y B.cereus y a 25% sobre el resto de
las bacterias probadas a una concentracion de peréxido de hidrogeno de 1129.9
uM (miel M;) y una MIC de 6.25% sobre L. monocytogenes y E.coli resistente
ampicilina y a 25% sobre el resto de las bacterias a una concentracién de perdxido
de hidrégeno de 1598.8 uM (miel Mp). Igualmente, se observa una alta correlacion
entre la concentracion de peroxido de hidrogeno y la actividad antibacteriana en
estas muestras (Mp y M;) en comparacion con el resto, exceptuando las muestras
Mos Yy Mys, las cuales tuvieron una alta concentracion de peroxido de hidrogeno,

pero una baja actividad antibacteriana.

El H,O; actia como un oxidante al producir radicales libres hidroxilo ((OH) que
atacan componentes celulares esenciales, incluyendo lipidos, proteinas y ADN. Se
ha propuesto que los grupos sulfhidrilo y los dobles enlaces son particularmente
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danados. En diversos estudios la actividad antibacteriana del H,O, ha demostrado
ser mas efectiva ante bacterias Gram positivas que Gram negativas, sin embargo
la presencia de catalasa o peroxidasa producidas por ciertas bacterias puede
incrementar su tolerancia en presencia de bajas concentraciones de H,0O,. Esto se
reflejé en los resultados obtenidos, ya que L. monocytogenes es Gram positiva y
fue inhibida al 12.5% de concentracién de cinco muestras y al 6.25% de
concentracion de las dos muestras mas activas (Mg y M3), por otro lado B. cereus
a pesar de ser Gram positiva demostré mayor resistencia al ser inhibida por solo
tres muestras, esto es probablemente debido a que es espordgenea. A pesar de
que S. Typhimurium es catalasa positiva fue inhibida por Mg, M1 y M;; al 12.5% lo
cual indica que su actividad de catalasa fue insuficiente ante los niveles de
peréxido de hidrogeno de dichas muestras y no protegié su desarrollo bajo las
condiciones dadas en el ensayo®. Asimismo las cepas de E. coli se sabe que son
catalasa postivas pero fueron inhibidas por 7 de las mieles por lo que su

produccion de catalasa tampoco fue suficiente para proteger su desarrollo.

Relacionando los resultados de la prueba de MIC con los indices de H,0;
encontrados en las mieles, se observd una tendencia a una mayor actividad ante
las bacterias Gram positivas probadas. La causa de la susceptibilidad de las
bacterias Gram positivas al H,O, se debe principalmente a su pared celular ya que
esta compuesta por una membrana citoplasmatica y peptidoglicano, capa
compuesta por dos derivados de azUcares: N-acetilglucosamina y &cido N-
acetilmuramico; mientras que las Gram negativas ademas de tener membrana
citoplasmica y peptidoglicano contienen una membrana externa compuesta por
lipopolisacaridos y proteina®. La causa del indice de inhibicion mayor en las
bacterias Gram positivas del ensayo de MIC se fundamenta en que la membrana
celular de las bacterias Gram negativas supone una barrera significativa ante la
penetracion de moléculas pequefias e hidrofilicas, como lo es el peroxido de
hidrogeno, esta barrera es uno de los factores que le proporcionan mayor
resistencia a las bacterias Gram negativas en comparacion con las Gram
positivas. En las mediciones del nivel de penetracién de polisacaridos se muestra
que el péptidoglicano y sus polimeros anidnicos asociados forman una red abierta
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y accesible para moléculas de pesos moleculares en el rango de 30000 a 57000
Da, lo cual vuelve vulnerable a las Gram positivas a una gran gama de agentes
antimicrobianos, incluido el H,O,. A pesar de que poseen mecanismos de defensa,

la exclusién de la pared celular no es uno de ellos®?

5.6 Comparacién entre contenido de fenoles, antioxidantes totales, peréxido
de hidrégeno y MIC de las muestras.

La inhibicién del desarrollo bacteriano de la muestra My se podria atribuir a su alta

concentracion de H,O, en relacién con las otras muestras.

La muestra M; también tuvo un alto indice de inhibicion al ser activa frente a todas
las cepas bacterianas probadas, lo cual se podria fundamentar en su alto
contenido de H,O, asi como de fenoles totales, que actian desordenando
estructuralmente la membrana citoplasmica de las bacterias, especificamente
activando irreversiblemente a las deshidrogenasas y oxidasas unidas a la

membrana®®.

Las muestras My y M; mostraron indicios de fermentacién en la caracterizacion
organoléptica, la fermentacién en miel se atribuye cominmente a géneros de
levaduras osmofilas como Saccharomyces spp® y contribuye en la inhibicién
bacteriana, por lo que su alta actividad antibacteriana también se fundamenta en
esto. Su concentracion de peroxido de hidrégeno (la mayor entre las mieles) y su
nivel de fermentacién son probablemente las principales causas de su actividad

antibacteriana.

En las muestras M3, M4 y Ms, provenientes de la misma miel, se observé como el
tratamiento de filtracion y calentamiento tuvo efecto en su composicion. En la
muestra Ms la exposicién al calor provocé la pérdida de actividad antibacteriana, y
la descomposicion de los compuestos fendlicos, sin embargo la actividad

antioxidante no se vio afectada debido a la posible generacion de otros
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compuestos antioxidantes. Igualmente, la muestra M, perdi6 actividad
antibacteriana y concentracion de compuestos fendlicos debido a un posible mal

manejo en su procesamiento anterior a la filtracion.

La muestra M; tuvo una relacion estrecha entre su contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante, por lo tanto sus compuestos fendlicos podrian
tener una buena actividad antioxidante. En cuanto a su actividad antibacteriana,
fue activa sobre cinco cepas bacterianas, no fue activa sobre S. dysenteriae y E.
coli EPEC. También se caracterizé por tener propiedades organolépticas

deseables.

Las muestras Mgy My obtuvieron una actividad antibacteriana destacable, siendo
Moo activa sobre todas las cepas bacterianas probadas y Mg sobre cinco de las
siete cepas probadas. Las dos muestras obtuvieron alto contenido en compuestos
fendlicos totales, siendo My, la tercera muestra con mayor concentracion de
fenoles totales y Mg la quinta, cabe mencionar que fueron las muestras mas
oscuras. Sin embargo, la actividad antioxidante no fue muy alta en Mg en
comparacién con el resto de las muestras por lo que se sospecha de compuestos
fendlicos con baja capacidad antioxidante, en el caso de My, no se logro
determinar su actividad debido a que su color causo interferencia en el espectro
de absorbancia. A pesar de que su actividad antibacteriana se interrumpié al ser
tratadas con catalasa, los niveles de perdxido de hidrogeno estan por debajo de la

maxima concentracion obtenida, lo cual indica menor actividad oxidante.

Las muestras Mjys Yy Mys obtuvieron altas concentraciones de peréxido de
hidrégeno, pero solo una muestra (Mzs) fue activa a 25% ante E. coli EPEC, esto
probablemente se debi6 a la falta de actividad en sus compuestos antibacterianos
naturales, ya que la cosecha se realizd entre los meses de agosto y octubre,
durante los cuales la flora melifera no tiene la misma disponibilidad que en los
meses de marzo a julio, también se sabe que no tuvo un manejo adecuado y que
se hizo una mezcla de cosechas, ademas del mal almacenamiento que tuvo al
estar expuesta a la luz solar y a altas temperaturas (Comunicacion personal: Jorge
Jiménez). Por otra parte, a pesar de que su alto contenido en peroxido de
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hidrogeno podria indicar alta actividad antibacteriana, su mayor contenido de
humedad y falta de indicios de fermentacion facilita el desarrollo de las cepas

bacterianas.
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6. CONCLUSIONES

Unicamente 17 mieles de 26 muestras probadas tienen la calidad necesaria en
sus propiedades organolépticas para ser comercializadas, las cuales son: My Mg
M7, Mg, Mg, M1, M11, M1z, M1g, M17, Mg Moo, M21, M2z, M2z M2,y Mas,

Por zona melifera de recoleccion, las mieles My, M1 y Myo de Cuetzalan, Puebla,
Coatepec, Veracruz y Michoacan, respectivamente, fueron las de mayor actividad
antibacteriana al ser activas sobre todas las cepas bacterianas probadas y las
mieles M1,, M2, ¥y Mys de Acuexcomatl, CDMX; Chontalpa, Tabasco y Cuetzalan,

Puebla respectivamente, fueron las de mayor actividad antioxidante.

Por especie de abeja, las mieles con mayor actividad antibacteriana, My y M;, son
provenientes de abeja del género Melipona y My, de abeja de la especie Apis
mellifera. Mientras que las mieles con la mayor actividad antioxidante, M2 y M2,

son provenientes de abeja Apis mellifera y Mys de abeja Scaptotrigona mexicana.

Los resultados presentados revelan que hubo una relacion directa entre el
contenido de fenoles y el color de las muestras, las mieles mas oscuras (M1 M7 Mg

Mg M2o y Myy) fueron seis de las ocho muestras con mayor contenido fendlico.

El mayor contenido de antioxidantes totales lo obtuvieron las muestras M1z, M2, y
Mzs con un rango de 332.88 a 352.49 ug/mL, cuyo potencial antioxidante se

atribuye a diferentes compuestos encontrados en la miel.

El potencial antibacteriano fue determinado principalmente por el perdoxido de
hidrogeno, ya que al ser descompuesto por la catalasa todas las muestras
perdieron su actividad. Entre las cepas bacterianas probadas, L. monocytogenes

fue la bacteria mas susceptible al H,O..

Las muestras de miel de la tribu Meliponini obtuvieron una alta actividad
antibacteriana y antioxidante, sin embargo sus caracteristicas organolépticas no

fueron deseables.
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Bajo una vision general, se identificé a las muestras M;, Mgy My como las
muestras con la mejor relacién obtenida en las pruebas y por lo tanto las muestras

con la mayor calidad.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizar la resonancia magnética nuclear a las muestras de miel para la

identificacion de compuestos activos.

- Medir la concentracion de peréxido de hidrogeno en las mieles después de
ser tratadas con catalasa para comprobar su ausencia o medir

concentracién remanente.

- Agregar pruebas de MIC con otras bacterias Gram positivas.

- Realizar pruebas de concentracion minima bactericida (MBC) con cada

bacteria probada, después de haber realizado las pruebas de MIC.

- Realizar andlisis estadistico para comprobar relacién entre contenido de
peréxido de hidrégeno y actividad antibacteriana, y entre contenido de

fenoles totales y actividad antioxidante.

- Ampliar andlisis fisicoquimico y realizar andlisis melisopalinoldgico de las

muestras de miel.
- Agregar mayor cantidad de muestras representativas de cada region
geografica incluida, para asi tener un perfil caracteristico de calidad de miel

de cada region.

- Considerar las mieles de la tribu Meliponini como blanco de estudio para la

resistencia desarrollada a antiobiéticos como E. coli resistente a ampicilina.
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9. ANEXOS

Tabla 1. Concentracion de antioxidante totales en las muestras (media £ DE)

Concentracion

Concentracion

Muestra (ng/mL) Muestra (ng/mL)

Mo 325.22 £ 0.02 M3 254.61 £ 0.01
M3 194.31 £ 0.02 Mis 282.80 £ 0.02
M, 210.37 £ 0.00 Mis 11552 +0.01
M3 269.03 £ 0.02 Mg 220.98 £ 0.01
\Y 262.49 £ 0.01 M7 321.58 £ 0.01
Ms 271.05 £ 0.03 Mg 244.01 £ 0.01
Me 207.04 £ 0.04 Mg 260.37 £ 0.02
M- 303.97 £ 0.03 Mao -

Mg 180.98 £ 0.01 Maz; 197.64 £ 0.01
Mo 286.43 £ 0.01 Ma2 349.77 £ 0.02
Mio 218.25 £ 0.05 Mas 279.77 £0.00
M1 315.52 £ 0.01 Mas 114.01 £ 0.01
M, 352.49 +0.01 M3s 332.88 £ 0.03
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Tabla 2. Concentracion de fenoles totales en las muestras (media + DE)

Muestra

Concentracion

Muestra

Concentracion

(Mg/mL) (Mg/mL)
Mo 133.15 + 0.05 M3 226.61 + 0.02
M. 473.26 +0.08 Mg 239.61 + 0.02
M, 73.04 + 0.03 Mis 66.46 + 0.03
Ms 167.21 + 0.04 M6 204.59 + 0.02
M, 65.85 + 0.06 M7 181.07 + 0.07
Ms 30.98 + 0.07 Mg 127.36 + 0.08
Ms 94.22 +0.08 Mo 454.18 + 0.03
My 305.79 + 0.01 Mao 504.61 + 0.06
Ms 463.43 +0.08 Mo, 129.27 +0.01
Mo 124.37 + 0.05 Mo, 267.36 +0.11
Mo 98.60 + 0.03 Mas 131.33 + 0.07
M1 169.44 + 0.04 Ma4 657.25 + 0.06
M1z 227.89 + 0.04 Mas 557.76 + 0.01

70



Tabla 3. Concentracion de peroxido de hidrégeno en las muestras (media £ DE)

Concentracion

Concentracion

Muestra (IJM) Muestra (HM)

Mo 1598.81 + 0.03 M3 89.43 £0.02

M; 1129.93 £ 0.05 M4 90.64 + 0.02

M; 315.19 £ 0.04 Mss 113.26 £ 0.02
M3 60.05 £ 0.01 Mis 441.74 £ 0.00
My 58.90 + 0.03 M7 468.47 +0.13
Ms 31.08 £ 0.02 Mis 245.85 + 0.03
Me 37.65 + 0.00 Mo 434.81 + 0.02
My 222.11 £0.02 M2o 187.75 £ 0.08
Mg 538.65 £ 0.02 Ma1 157.88 + 0.00
Mo 214.95 £ 0.00 M2z 225.44 £ 0.01
Mo 153.01 £ 0.02 Mas 69.15 + 0.02

M1y 241.35 £ 0.02 Ma4 1039.73 £ 0.00
M, 310.60 £ 0.11 Mas 1117.85 + 0.04
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