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RESUMEN

La miel es una sustancia elaborada por las abejas a partir del néctar de las flores.
Para que sea considerada de buena calidad, debe cumplir con ciertos parametros
fisicoquimicos y tener propiedades que coadyuven al combate de enfermedades, por lo
que puede considerarse un producto nutracéutico, mismo que se define como alimentos o
componentes nutricios de éstos, que proveen beneficios para la salud de los seres
humanos o para la prevencion y tratamiento de determinados padecimientos o malestares.
En la actualidad, el uso de la miel de abejas sin aguijon es principalmente medicinal, sin
embargo, a pesar de existir una gran variedad de especies, se han realizado pocos estudios
sobre la composicion de su miel y ningtn pais ha elaborado estandares para su control de
calidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades nutracéuticas de la miel
de Scaptotrigona mexicana, con la finalidad de aportar informacidon que contribuya al
establecimiento de un estdndar para sus diferentes caracteristicas. Para ello se caracterizo
una miel procedente de Papantla, Veracruz, evaluando sus propiedades organolépticas,
fisicas y quimicas, la capacidad antioxidante por reduccién del radical DPPH y la
actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar de Kirby-Baiier. Se encontro
que posee caracteristicas organolépticas propias; los valores obtenidos en los analisis
fisicos y quimicos fueron: densidad 1.423 g/mL, humedad 25.4 %, pH 3.78, carbohidratos
totales 73.1 %, proteinas 0.540 mg/g, acidos organicos 14.1 mg eqAO/Kg, acido
ascorbico 0.149 mg/g, fenoles totales 1.146 mg eAG/g y flavonoides totales 0.00856 mg
eQ/g; la capacidad antioxidante promedio fue 28.46 %. El perfil quimico realizado a la
miel después de someterla a una digestion quimica por hidrolisis acida mediante un
analisis HPLC-DAD, evidencié una composicion fenélica en su totalidad. La miel
present6 actividad antimicrobiana sobre bacterias de interés clinico tanto Gram positivas
como Gram negativas, siendo Staphylococcus epidermidis la cepa sobre la que tuvo
mayor actividad con los halos de disminucién (29.33+1.15) e inhibicidon de crecimiento
(15.33+£2.08) mas grandes; no obstante, no presentd actividad antifungica sobre hongos
levaduriformes. Dadas sus caracteristicas organolépticas y quimicas, asi como su
capacidad antioxidante y su actividad antimicrobiana, se concluye que la miel de

Scaptotrigona mexicana es un potencial producto nutracéutico.

Palabras clave: miel, Scaptotrigona mexicana, propiedades nutracetticas, actividad

antibacteriana.




INTRODUCCION

Existen aproximadamente 20,000 especies de abejas a nivel mundial,
pertenecientes al orden Hymenoptera en el cual se ubica la familia Apidae, que incluye
tribus de habitos altamente sociales, como son las abejas meliferas (Apini) y las abejas
sin aguijon (Meliponini), esta ultima caracterizada por tener el aguijon atrofiado

(Michener, 2007).

Los meliponinos se localizan en las regiones tropicales y subtropicales de
América, Africa, Asia y Australia (Sakagami, 1982), siendo el continente americano el
que presenta la mayor diversidad de éstos, con mas de 400 especies descritas desde el

norte de México hasta Argentina (Michener, 2013).

En México se tiene registro de 46 especies de abejas sin aguijon, distribuidas en
16 géneros, de las cuales Veracruz presenta 22, siendo uno de los estados con el mayor

namero de especies (Ayala,1999; Ayala et al., 2013; Arnold et al., 2018).

Las abejas son consideradas organismos de suma importancia ecoldgica y
econdémica debido a sus habitos alimenticios (Nates-Parra, 2005). Ademas de elaborar
productos como cera y miel, su alimentacion basada en el polen y néctar de las flores
conlleva a la transferencia de polen desde las anteras ubicadas en los estambres, hasta el
estigma de una flor en las plantas angiospermas, proceso conocido como polinizacion.
Estos insectos son los responsables de propiciar la fecundacion de alrededor del 80% de
las plantas con flor que existen en el planeta y mas del 75% de las plantas cultivadas
(Pantoja, 2014), dando como resultado la produccion de semillas, frutos y plantas,
garantizando asi la seguridad alimentaria y el equilibrio ecologico (Faegri y Van Der Pijl,

2013).

A su vez, las abejas sin aguijon son consideradas como los polinizadores mas
importantes en los tropicos, debiendo este estatus a las siguientes razones: son las abejas
nativas mas comunes y gracias al amplio rango de tamanos que poseen, comprendido
entre 1.8 a 13.5 mm (Michener,2007), polinizan también una amplia variedad de tamafos
y formas florales, tanto de flora silvestre como de cultivos de importancia econémica,
alimentaria y medicinal, como el café, tomate, aguacate, mango, fresa, calabaza, cebolla,
chile habanero, entre otros (Giannini et al., 2015; Heard,1999). Tienen una alta capacidad

de reclutamiento de individuos de la colmena para el forrajeo, ademas de ser constantes




en las visitas florales que realizan (Slaa et al., 2003), logrando polinizar también plantas

de periodos cortos de floracion (Brosi, 2009).

En su interaccion con el ser humano, las abejas sin aguijon pueden considerarse
un recurso de gran importancia, ya que ademas de su participacion en el proceso de
polinizacion, son proveedoras de productos basicos insustituibles en la medida que la miel
y la cera de estos insectos tuvieron, y alin tienen multiples aplicaciones en la vida
doméstica y econdmica de las sociedades humanas que conservan su cultura (Gonzalez-

Acereto, 2012).

En la época prehispanica del continente americano, la crianza de abejas sin
aguijon o meliponinos, practica conocida como meliponicultura, fue apreciada por la
docilidad y abundancia de estos insectos, ademas de ser la Unica fuente de miel y cera
antes de la introduccién de Apis mellifera por parte de los europeos (Zepeda y Arnold,
2018). Mesoamérica es el lugar donde esta practica tuvo mayor arraigo y desarrollo, en
donde la relacién entre los meliponinos y la gente ha tenido un valor importante en

ambitos sociales, econdmicos y religiosos (Kent,1984).

En el México contemporaneo la meliponicultura se trabaja con aproximadamente
19 de las 46 especies de meliponinos que existen en el pais (Zepeda y Arnold, 2018). La
crianza de estas abejas en las diferentes comunidades esta enfocada principalmente a la
obtencion de miel, y secundariamente de cerumen, propoleos y polen, productos a partir
de los que se obtienen beneficios medicinales, econdmicos, religiosos y nutricionales

(Guzman et al., 2011).

La miel es una sustancia elaborada por las abejas a partir del néctar de las flores.
Su transformacion de néctar a miel ocurre principalmente en el estdmago de las abejas,
donde enzimas rompen los azlicares del néctar y las abejas regurgitan y pasan el néctar a
otras obreras de manera repetitiva para evaporar el agua que se encuentra en ¢l y asi
obtener una miel madura, que es depositada y almacenada en cantaros hechos de cerumen,
en los que se da la fermentacion natural de la miel y que son sellados por las abejas

(Zepeda, 2018).

La composicion de la miel es bastante variable y depende principalmente de su
fuente floral; sin embargo, ciertos factores externos como los estacionales, ambientales y

el procesamiento, también desempefian un papel importante (Alvarez-Suarez et al., 2010).
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Sus principales componentes son: agua; diferentes azlcares representados por
monosacaridos como glucosa y fructosa predominantemente, seguidos de disacaridos
como sacarosa y maltosa; sustancias nitrogenadas como proteinas y aminoacidos, entre
los que destaca la prolina, seguido por acido glutamico, alanina, fenilalanina, tirosina,
leucina e isoleucina, entre otros; enzimas, principalmente diastasa, invertasa, catalasa y
glucosa oxidasa; compuestos fenolicos, como 4cidos fendlicos y flavonoides; acidos
organicos, incluyendo acido aspartico, butirico, citrico, acético, férmico, fumarico, entre
otros, siendo el acido gluconico el predominante; compuestos volatiles tales como
monoterpenos, sesquiterpenos y derivados de benceno; vitaminas que incluyen tiamina
(B1), riboflavina (B2), acido nicotinico (B3), acido pantoténico (BS) , piridoxina (B6),
biotina (B8 o H) y acido foélico (B9), asi como vitamina C; minerales como potasio,
magnesio, calcio, hierro, fosforo, sodio, manganeso, yodo y zinc; carotenoides; entre

otros (da Silva et al., 2016; Baltrusaityté et al., 2007; Cauich-Kumul et al., 2015).

Para que este alimento sea considerado de buena calidad, debe cumplir con ciertos
parametros fisicoquimicos y tener propiedades que coadyuven al combate de
enfermedades o malestares. Es por esto por lo que la miel puede considerarse un producto
nutraceutico, definido como alimentos o componentes nutricios de €stos, que proveen
beneficios para la salud de los seres humanos o para la prevencion y tratamiento de los
enfermos afectados por determinados padecimientos o malestares (Biruete-Guzman et al.,

2009).

En la actualidad, el uso de la miel de abejas sin aguijon es principalmente
medicinal. La miel posee efectos inhibitorios sobre bacterias y levaduras (Dardon y
Enriquez, 2008), propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas. Se ha
registrado asi su aplicacion en el tratamiento de cataratas oculares, fatiga, gastritis,
ulceras, debilidad pulmonar, tos, heridas, moretones; su uso como laxante, potenciador

de fertilidad y complemento nutricional (Vit et al., 2004).

Dentro de las abejas sin aguijon, el género Scaptotrigona es bien apreciado para
la meliponicultura. En Veracruz, la especie Scaptotrigona mexicana es la més abundante
y la que produce mas miel, siendo privilegiada por su importancia polinizadora regional
(Patlan-Martinez y Kaifietas-Ortega, 2018). Se aprovecha para meliponicultura,
polinizacion y produccion de cerumen y miel (Ayala et al., 2013); la miel de esta especie

es muy apreciada por su calidad, teniendo una gran demanda en los mercados de
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alimentos organicos debido a las propiedades curativas que se le han atribuido (Arzaluz
et al., 2002). Entre los nahuas, la miel y propdleo de S. mexicana han sido remedio y/o
ingrediente en la farmacopea tradicional de Cuetzalan desde tiempos ancestrales, en
donde permanece la idea de que la miel es curativa debido a que dentro del pecoreo de
las abejas se incluyen algunas plantas medicinales. Esta se ingiere o aplica directamente
para tratar padecimientos como dolor y enfriamiento de estomago, fuego labial, tos,
enfriamiento de garganta, carnosidad de los ojos, ulceras estomacales, heridas, llagas en

la piel, infertilidad en la mujer y cancer (Padilla-Vargas et al., 2014).

Esta especie es facilmente reconocible por ser la unica en México con el
integumento completamente negro, su longitud corporal va de 5.0 a 5.3 mm y la longitud
del ala anterior de 5.1 a 5.4 mm (Ayala, 1999). Su distribucion abarca desde Chiapas y
por la costa del Golfo de México hasta Tamaulipas, tanto por tierras bajas con Bosque
Tropical Perennifolio como en las laderas de las montafas en Bosques de Pino y Bosque
Mesofilo de Montaiia, a una altitud que oscila alrededor de los 1000 msnm. Se presenta
también en forma discontinua al sur del Estado de México, en los alrededores de Ixtapan
de la Sal y las montafas cercanas a Zihuatanejo en el extremo mas oeste de la Sierra

Madre del Sur en Guerrero (Ayala, 1999).

Generalmente, las abejas de esta especie construyen sus nidos en los huecos de
troncos o ramas, mismos que se caracterizan por tener una entrada de cera en forma de
trompeta (Padilla-Vargas et al., 2014). Dicha anidaciéon permite su reproduccion de
manera natural, de modo que el realizarla es crucial para su supervivencia. Estas
caracteristicas resultan en una alta vulnerabilidad por parte de estos organismos ante la
deforestacion y la fragmentacion del hébitat, fendmenos consecuentes de actividades
antropogénicas como el cambio de uso de suelo, trayendo consigo la disminucion de sitios
de anidamiento y con ello, amenazando el tamafio de sus poblaciones (Garcia-Flores et

al. 2013).




ANTECEDENTES

Souza et al. 2006, evaluaron estudios realizados desde 1964 sobre la composicion
de 152 mieles de abejas sin aguijon (tribu Meliponini), a fin de proponer requisitos de
calidad para este producto. Los pardmetros de las mieles oscilaron entre los siguientes
valores: humedad (19.9-41.9 g/100g), pH (3.15-4.66), acidez libre (5.9-109.0 meq/Kg),
cenizas (0.01- 1.18 g/100g), actividad de la diastasa (0.9-23.0 DN), conductividad
eléctrica (0.49-8.77 mS/cm), HMF (0.9-78.4 mg/Kg), actividad de la invertasa (19.8-90.1
IU), nitrégeno (14.34-144.00 mg/100g), azucares reductores (58.0-75.7 g/100g) y
sacarosa (1.1-4.8 g/100g). Concluyen que las directrices ofrecidas pueden ayudar a la
expansion consistente de la base de datos fisicoquimicos de miel de abejas sin aguijon,

para establecer sus requisitos de calidad en un futuro.

Dardon y Enriquez 2008, efectuaron una caracterizacion fisicoquimica y
antibacteriana de la miel producida en Guatemala de nueve especies de meliponinos, entre
las que se encuentra Scaptotrigona mexicana. Reportan un pH de 4.04; acidez libre de
12.68 meq/Kg; humedad de 18.74 %; 57.22 % de azucares reductores y un 57.28 % de
azucares totales para esta miel. La actividad antibacteriana de dicha miel fue probada ante
los microorganismos: Bacillus subtilis, Candida albicans, Criptococcus neoformans,
Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas aeuroginosa, Salmonella
typhi 'y Staphylococcus aureus, mostrando inhibicion del crecimiento ante todas las cepas

probadas a una concentracion de 5 % (v/v).

Catzin-Ventura et al. 2009, realizaron un anélisis palinoldgico de mieles de
Yucatan producidas por Apis mellifera, Melipona beecheii y Scaptotrigona pectoralis, de
las cuales se evalud la actividad inhibitoria sobre cuatro bacterias patogenas (. aureus,
Streptococcus agalactiae, E. coliy P. aeruginosa). S. aureus fue inhibida por las 3 mieles,
mientras que E. coli fue la bacteria que mostré mayor resistencia. Los resultados indican
que las mieles provenientes de las dos especies de abejas nativas presentaron una mayor

actividad inhibitoria, en comparacion con la registrada para A. mellifera.

Garcia-Guerra et al. 2009, reportan la evaluacion microbioldgica de miel
producida por Scaptotrigona mexicana en Puebla. Se determind la higiene de dicha miel,
a partir de la deteccion de microorganismos indicadores y se analizd el efecto
antimicrobiano de la misma, sobre cepas de bacterias causantes de infecciones. Dichos

analisis fueron aplicados a miel con distintos tiempos de almacenamiento, encontrando
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que la miel mas afiejada posee un mayor efecto antimicrobiano, con amplia actividad

sobre Staphylococcus aureus y Salmonella typhi.

Fuenmayor et al. 2013, analizaron diversas muestras de miel de diferentes géneros
de abejas sin aguijon nativas de Colombia, entre los cuales se encuentran Scaptotrigona
limae y Scaptotrigona sp. Los valores obtenidos en los analisis fisicoquimicos para estas
especies respectivamente fueron: humedad 25.8 y 26.9 g/100g; glucosa 28.7 y 23.9
g/100g; fructosa 39.0 y 31.8 g/100g; color 54 y 70 mm Pfund; pH 4.5 y 4.2; acidez libre
57.83 y 44.3 meq/Kg. Concluyen que es necesario continuar el proceso de caracterizacion
ya que conduce a un mejor conocimiento de este valioso producto, y al establecimiento

de leyes que regulen la falsificacion y adulteracion.

Jimenez et al. 2016, evaluaron las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de
miel de Scaptotrigona mexicana y si existen diferencias respecto al tiempo de almacenaje,
concluyendo que puede ser almacenada durante al menos tres afios sin ser afectada de
manera significativa en sus propiedades. Mencionan también que la miel presenta
actividad antibacteriana contra bacterias Gram (+) y Gram (-), pero no presenta actividad

antifungica contra la levadura y moho probados.

Nweze et al. 2017, compararon propiedades fisicas, bioquimicas y antioxidantes
de miel de Melipona sp. e Hypotrigona sp., abejas sin aguijon de Nigeria, con la miel de
Apis mellifera utilizando procedimientos analiticos estandar. Las muestras de miel de
Hypotrigona sp. en comparacion con las otras mieles, tuvieron la media més alta de los
siguientes parametros: acidez total (35,57 + 0,42 meq/kg); contenido de proteina (16,58
+ 0,37 g/kg); contenido de fenol (527,41 £ 3,60 mg/kg) y acido ascorbico (161,69 + 6,70
mg/kg). Sugieren que la miel de Hypotrigona sp. es una buena fuente de antioxidantes

comparable a la miel de A. mellifera.

Grajales-Conesa et al. 2018, analizaron mieles de abejas sin aguijon de diferentes
especies y recolectadas en diferentes afios en el sur de Chiapas, México; entre las que se
encontraba la miel de Scaptotrigona mexicana, colectada en el afio 2008. Los parametros
fisicoquimicos de interés para este estudio determinados en la miel de esta especie
tuvieron los siguientes valores: humedad 23.1 %; pH 3.65; acidez libre 90.33 meq/kg. Asi
mismo, esta miel fue probada ante las bacterias Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus,

presentando ante esta segunda, el mayor efecto bactericida de todas las mieles evaluadas.




Monter 2018, evaluo algunas propiedades nutracéuticas de miel de Melipona
procedente de Mérida, Yucatan, reportando que rebasa el limite de humedad reportado
para Apis mellifera y el aziicar encontrado en mayor cantidad fue la fructosa. Concluye
que posee capacidad antioxidante y actividad antibacteriana ante bacterias de interés
clinico, principalmente Staphylococcus epidermidis. Sin embargo, su actividad

antifingica fue baja para hongos filamentosos y nula en hongos levaduriformes.

JUSTIFICACION

La meliponicultura es una practica ancestral en México que sufri6 un gran declive
después de la introduccion de abejas meliferas, sin embargo, en los Gltimos afnos en varios
estados del pais existe una tendencia hacia la recuperacion y fortalecimiento del legado
cultural y los conocimientos tradicionales de la crianza de las abejas sin aguijon y de las

propiedades que sus productos poseen.

Aunque existe una gran variedad de especies de abejas sin aguijon, se han
realizado pocos estudios sobre la composicion de su miel y ninglin pais ha elaborado
estandares para su control de calidad, a diferencia de las mieles producidas por Apis
mellifera, para la cual existe ya una norma oficial de calidad en México (NOM-004-

SAG/GAN-2018).

Bajo este contexto, el presente estudio pretende evaluar las propiedades
nutracéuticas de la miel de la abeja sin aguijon Scaptotrigona mexicana, con la finalidad
de aportar informacion que contribuya al establecimiento de un estandar para sus
diferentes caracteristicas y asi poder garantizar su calidad y autenticidad en el mercado.
Asi mismo, se busca confirmar y ampliar el saber local de los pueblos sobre los posibles
usos y las capacidades curativas de la miel de abejas nativas, estimulando a su vez la

practica de la meliponicultura en México.




PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cuales son las propiedades nutracéuticas de la miel de Scaptotrigona mexicana
colectada en un meliponario de Papantla, Veracruz y si esta miel tendra efecto sobre

bacterias y hongos de interés clinico?

HIPOTESIS

Se sabe que el origen botdnico y geografico de la miel, asi como la especie
productora, tienen gran influencia sobre la composicion y, por tanto, las propiedades de
esta. Ademads, se tiene registro del uso de miel de abejas sin aguijon ante diversos
padecimientos. Por lo que se espera que la miel de Scaptotrigona mexicana tenga
propiedades nutracéuticas Unicas y actividad antibacteriana y antifungica ante

microorganismos de interés clinico.

OBJETIVOS

General

Evaluar las propiedades nutracéuticas de una miel de la tribu Meliponini.
Particulares

De la miel de Scaptotrigona mexicana:

e Identificar las propiedades organolépticas: color, sabor, olor y consistencia.

e Determinar las propiedades fisicas y quimicas: pH, densidad, humedad, acidos
organicos, carbohidratos, proteinas y acido ascorbico.

e Determinar la capacidad antioxidante por la reduccion del radical DPPH, asi como
la concentracion de fenoles y flavonoides totales.

e Determinar la composicion quimica del extracto de flavonoides mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Arreglo de Diodos
(HPLC-DAD).

e Valorar de manera cualitativa la actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas.

e Valorar de manera cualitativa la actividad antifingica sobre hongos

levaduriformes.




MATERIAL Y METODOS

Obtencion de la muestra

La miel virgen de Scaptotrigona ygRACRUZ REGION TOTONACA

mexicana fue proporcionada por el
meliponicultor Antonio N, y producida en un

meliponario localizado a 20.40°N y 97.39°W

~ 4
l";

:

dentro del pueblo Gilardo Mufioz, ubicado
en Papantla. Este municipio se encuentra en
la zona norte del estado de Veracruz, en la
sierra Papanteca, a una altura de 180 :
m.s.n.m. Limita al norte con Cazones de A
Herrera; al este con Tecolutla y Gutiérrez
Figura 1. Mapa del municipio Papantla en
Zamora; al sureste con Martinez de la Torre; el estado de Veracruz (INAFED,2010).
al sur con el Estado de Puebla y al oeste con Espinal, Coatzintla y Poza Rica. El tipo de
vegetacion presente es bosque subtropical perennifolio, con especies de arboles como

jonote, laurel, palo mula, cedro, ceiba y algunas variedades de la familia Fabaceae

(INAFED,2010).
Propiedades organolépticas y fisicas
Color, sabor, olor y consistencia

El color se determind con la ayuda de un colorimetro HANNA, colocando la
muestra directamente en el lente y registrando el valor en mm escala Pfund. El sabor, olor

y consistencia se determinaron con base en la NOM-004-SAG/GAN-2018.
Densidad y humedad

Para determinar la densidad de la muestra se midieron la masa y volumen de esta

y posteriormente se aplico la formula p=m/v.

El contenido de humedad se calculd con un refractometro ATAGO PAL-225.
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Determinacion de pH

El pH fue medido con un potenciometro pHTestr 30, el cual se introdujo

directamente en la muestra.

Propiedades quimicas
Cuantificacion de acidos organicos

Los 4cidos orgénicos fueron cuantificados mediante una titulacion de NaOH al
0.1 N, la cual consiste en una reaccion acido-base o neutralizacion. Se disolvié 1g de miel
en 10 mL de agua destilada y se agregaron 5 gotas de fenolftaleina. Finalmente se realiz6
la titulacion cargando una bureta con 15 mL de la solucidn titulante hasta que se observo
un cambio de coloracidon con duracion mayor a un minuto (Chang, 2002), con lo cual se
registraron los mL de NaOH gastados para conocer la cantidad de acidos organicos

presentes en la muestra mediante la siguiente formula:
CiVi=C: V2

Doénde:
C;= Concentracion del titulante de NaOH
Vi= Volumen de NaOH gastado
C>,=Concentracion de acidos orgénicos en la muestra
V>= Volumen de la muestra

Cuantificacion de carbohidratos

Para la cuantificacion de azucares totales se determinaron los Grados Brix

colocando 3 mL de la miel en un refractometro ATAGO RePo-4.

Los azuicares reductores se cuantificaron por medio de la técnica de Nelson-
Somogyi, en la que la glucosa como agente reductor, reacciona con reactivo de cobre
(CuSO04-5H20) produciendo la formacion de 6xido cuproso (CuxO) de color rojo, debido
a la donacién de electrones del aztcar al ion oxidante. EI CuxO precipitado no puede

valorarse de manera fotométrica, por lo que se trata con reactivo de arsenomolibdato

e
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transformandolo en un complejo azul que se mide en el espectrofotdmetro. El agente
reductor actia como el factor limitante, por lo que la cantidad de CuxO es proporcional a

la cantidad de glucosa presente en la muestra (Nelson, 1944).

Se realiz6 una extraccion de carbohidratos diluyendo 100 mg de muestra en 2 mL
de etanol al 80%, se centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos, se decantd el sobrenadante
y se evapord en vacio a sequedad. Una vez obtenido el extracto, se reconstituyd en 5 mL
de agua destilada y se utilizo 1 mL de esta muestra problema para interpolar en una curva
patrén de glucosa [200 pg/mL]. La absorbancia fue leida a 565 nm (Gonzalez y Penalosa,

2000).

Finalmente, se determind el porcentaje de fructosa y glucosa en 3 mL de la

muestra con un refractometro ATAGO RePo-4.
Cuantificacion de proteinas

La determinacién de proteinas se realiz6 mediante el método de Bradford, el cual
se basa en que el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 existe en dos formas de color
diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte a la forma azul al unirse el colorante a
la proteina. El complejo proteina-colorante tiene un alto coeficiente de extincion, lo que

conduce a una gran sensibilidad en la medicion de la proteina (Bradford, 1976).

Se extrajeron las proteinas presentes en 100 mg de miel utilizando 2 mL de
solucion de metanol-cloroformo-agua (12:5:3) homogeneizado en bafio de hielo. Se
centrifugé a 14000 rpm durante 5 minutos, se recuperd el sobrenadante, al que se le
agregd 1 mL de cloroformo y 1.5 mL de agua destilada, llevandolo a centrifugar por

segunda vez con la finalidad de eliminar posibles lipidos presentes.

Con la fase acuosa resultante se procedio a la cuantificacion utilizando una curva
patron de albiumina bovina sérica [100 pg/mL]. Finalmente se leyé a 595 nm en una placa

ELISA (Gonzélez y Pefialosa, 2000).
Cuantificacion de acido ascorbico

La determinacion de acido ascorbico representa la cantidad de vitamina C en la
muestra. Se mezclaron 100 mg de la muestra de miel con 900 pL de acido tricloroacético
(TCA) al 10% y se homogeneizaron por 5 minutos. Posteriormente, la muestra fue

enfriada en un bafio de hielo para proceder a su centrifugacion a 3000 rpm durante 5
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minutos. Se recuper6 el sobrenadante, del cual se tomo una alicuota de 0.5 mL y se le
agregaron 4.3 mL de agua destilada y 200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau. Finalmente
se realizd una curva patréon con acido ascorbico como solucion stock [1 pg/mL] y se leyo

a una absorbancia de 760 nm (Jagota y Dani, 1982).
Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Para la determinacion cualitativa de fenoles, flavonoides y alcaloides, se
disolvieron 0.5 g de miel en 5 mL de agua y se separ6 en tres partes iguales para su

evaluacion.

Se agregaron de 3 a 5 gotas de FeCls para la determinacion de fenoles, de AICI3
para flavonoides y para alcaloides primero se agregaron 2 gotas de HCIl para
posteriormente agregar solucion Dragendorff y Mayer y observar la reaccion

(Dominguez, 1973).

Capacidad antioxidante
Cuantificacion de fenoles totales

Para determinar fenoles totales se utilizd el método modificado de Singleton et
al., 1999. Se midié por espectrofotometria con base en una reaccion colorimétrica de
oxido-reduccion, utilizando reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante. Para ello,
se construy6 una curva patron de acido galico [0.2 mg/mL], la muestra problema se
preparo6 con una concentracion de 300 mg/mL, de la cual se tom6 una alicuota de 250 pL,
para luego completar a I mL con agua destilada y se adicionaron 7 mL mas de agua, 0.5
mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1.5 mL de NaxCOs. Después de 2 horas de reaccion
a temperatura ambiente, se ley6 la absorbancia a 760 nm (Oropeza, 2012). Los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de acido gélico por gramo de miel (mg

eAG/g).
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Extraccion de flavonoides

Se realizé la extraccion de flavonoides mediante una hidrélisis acida. Se
disolvieron 5 g de miel en 6 mL de HCl 2 M y se dejo en bafio maria durante una hora

para posteriormente neutralizar con NaOH 2 M.

Finalmente se agregd diclorometano grado HPLC y se recuperaron ambas fases,
de las cuales se utiliz6 la fase de diclorometano. Una vez evaporado el solvente, se peso

la cantidad resultante para obtener el rendimiento (Vidal, 1977).
Cuantificacion de flavonoides totales

Con la extraccion de flavonoides obtenida, se cuantificaron los flavonoides totales
por el método de Dowd (Ramamoorthy y Bono, 2007). Para este ensayo se utilizd
tricloruro de aluminio (AICl3). El fundamento de esta metodologia estd basado en la
reaccion de los iones de aluminio con los flavonoides, la cual vira a color amarillo por la
formacion de complejos estables acidos con el grupo ceto en C-4 o el grupo hidroxilo C-
3 0 C-5 de flavonas y flavonoles, ademas de la formacion de complejos labiles dcidos con
los grupos hidroxil en el anillo A o B de los flavonoides (Kalita et al., 2013). Finalmente,
con un stock de quercetina [I mg/mL] se construyé6 una curva patrén con las
concentraciones de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ppm y
se les agregd 1 mL de AICI; al 2%, también fue preparado un stock con 3 mg del extracto
en 1 mL de MeOH, del cual se tomaron 600 pL y se agregaron 600 pL AlICl; al 2%,
después de 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente, se leyo la absorbancia a 450
nm y se interpolaron los resultados en la curva, finalmente reportados en miligramos

equivalentes de quercetina por gramo de miel (mg eQ/g).
Capacidad antioxidante por reduccion del radical DPPH

Para el ensayo de capacidad antioxidante se utilizd también el extracto de
flavonoides. Se midi6 por la reduccion del radical DPPH (Okusa et al., 2007), el cual
mide la capacidad de los antioxidantes de atrapar el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(Meda et al., 2005; Bertoncelj et al., 2007). La estabilidad relativa de este radical (2,2-
difenil-1-picrilhidracil) se atribuye la deslocalizacion del electron desapareado, esta
deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta caracterizada por una banda de

absorcion, en disolucion etandlica, a 540 nm. Cuando una disolucion de DPPH esta en
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contacto con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie
radical (R) se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-R, con el consecuente cambio

de color de violeta a amarillo, coloracion dada por el grupo picril (Molyneux, 2004).

Para esto, se prepard una solucion stock donde se diluyeron 3 mg del extracto en
3 mL de MeOH grado HPLC y se cre un gradiente de concentraciones (1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ppm) para observar la relacioén de éstas
con la actividad antioxidante. En una placa de ELISA de 96 pozos, se agregaron 50 puL
de la solucion problema a las diferentes concentraciones (1-100 ppm) por triplicado, a los
que posteriormente se adicionaron 150 pL de la solucion metandlica de DPPH.
Inmediatamente se protegid de la luz envolviéndola con papel aluminio y se incub6 en
agitacion constante durante 30 minutos a 37°C. Finalizada la incubacion, se determino la
absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA SLT Spectra. Los resultados se expresaron
como porcentaje de reduccion promedio (Okusa et al., 2007) aplicando la siguiente

formula:

% de reduccion de DPPH= (C-E/C)*100
Doénde:
C= Absorbancia control (DPPH disuelto en MeOH)

E= Absorbancia experimental (Mezcla DPPH (150 pL) + compuesto problema (50 uL)).

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Arreglo de

Diodos (HPLC-DAD)

Por tltimo, se llevo a cabo la caracterizacion quimica del extracto de flavonoides
mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Arreglo de Diodos
(HPLC-DAD). Para este analisis se empled un cromatografo de liquidos de alta
resolucion modelo Hewlett-Packard HP serie 1100 (Hewlett-Packard, Wilmington DE,
USA), equipado con el software Agilent ChemStation for LC and LC/MS systems.
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Las condiciones establecidas fueron las siguientes:

e Columna Discovery C-18 de 250 x 4.6 mm con un tamafio de pelicula de 5 um.
e Fase movil: metanol-acetonitrilo-agua (25:25:50).

e Flujo: I mL/min.

e Detector de arreglo de diodos (DAD).

e Longitud de onda de 280 nm, realizando un barrido completo de 200-400 nm.

Pruebas biologicas
Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

Para determinar el efecto antibacteriano se empled el método de difusion en agar
de Kirby-Baiier (Vanden-Berghe y Vlietinck, 1991; CLSI, 2012), utilizando caldo y agar
Miiller-Hinton como medio de cultivo. Se usaron bacterias Gram (+) y Gram (-) de interés
clinico (Cuadro 1) y se colocaron discos de papel Whatman N° 5, de 5 mm de diametro
previamente esterilizados, impregnados con 25 pg de cloranfenicol como control

positivo.

Se hicieron pozos en el agar con la boquilla de pipetas Pasteur, en los que se
colocod la miel directamente hasta llenar el pozo, esto por triplicado. Las cajas se
incubaron 24 horas a 37 °C y finalmente los halos de inhibicion y la reduccioén del
crecimiento fueron medidos en mm, calculdndose el promedio para cada cepa probada.
Una vez obtenidos, los datos se analizaron por medio de un Analisis de Varianza factorial
(ANOVA) para verificar si existian diferencias significativas, en el que los factores

considerados fueron miel y cepas bacterianas.
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Cuadro 1. Bacterias de interés clinico evaluadas.

Gram Cepa Clave de catalogo

+ Staphylococcus aureus ATCC 33592, donada por el laboratorio de

Analisis Clinicos FES Iztacala

+ Staphylococcus epidermidis | ATTC 12228

- Escherichia coli Caso clinico 1, donada por el laboratorio de

Analisis Clinicos FES Iztacala

- Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-999

Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica

La actividad antifiingica se determiné con el método de difusion en agar (CLSI,
2012), utilizando agar PDA y caldo Sabouraud como medio de cultivo para la evaluacion
de hongos levaduriformes de interés clinico (Cuadro 2), asimismo se colocaron discos de
papel Whatman N° 5, de 5 mm de diametro previamente esterilizados, impregnados con

25 ng de nistatina para el control positivo.

Se hicieron pozos en el agar con la boquilla de pipetas Pasteur, en los que se
colocod la miel directamente hasta llenar el pozo, esto por triplicado. Las cajas se
incubaron 24 horas a 36 °C y finalmente los halos de inhibicion y la reduccioén del

crecimiento fueron medidos en mm, calculandose el promedio para cada cepa probada.

Cuadro 2. Hongos levaduriformes de interés clinico evaluados.

Tipo de hongo Cepa Clave de catalogo

Levaduriforme Candida albicans Caso clinico, donada por
el laboratorio de Andlisis

Clinicos FES Iztacala

Levaduriforme Candida albicans ATCC10231 sensible

Levaduriforme Candida tropicalis Donada por el hospital
Los Angeles

Levaduriforme Candida tropicalis Donada por el hospital
Los Angeles
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RESULTADOS

Obtencion de la muestra

La miel fue colectada recién cosechada en un meliponario del pueblo Gilardo

Muiioz, ubicado en Papantla, Veracruz, en el mes de septiembre del afio 2019.
Propiedades organolépticas y fisicas
Color, sabor, olor y consistencia

Las propiedades organolépticas, es decir, caracteristicas fisicas perceptibles a
través de los sentidos, tales como color, sabor, olor y consistencia, se muestran reportadas
segun los criterios determinados en la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SAG/GAN-
2018 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracterizacion organoléptica de la miel de Scaptotrigona mexicana.

Propiedades organolépticas de la miel evaluada
Color 150 mm escala Pfund, Ambar oscuro
Sabor Agridulce
Olor Citrico
Consistencia Fluida

El valor asignado por el colorimetro HANNA fue de 150 mm escala Pfund,
correspondiente a un color &mbar oscuro, por su parte el sabor, olor y consistencia se
determinaron de manera sensorial con base en la norma antes mencionada, por medio de
la percepcion de la investigadora y dos personas mas a las que se les solicito olieran y

probaran la miel para consensuar el dato.
Densidad, humedad y determinacion de pH

Asimismo, se presentan algunas de las propiedades fisicas y quimicas de la miel

evaluada (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Caracterizacion fisicoquimica de la miel de Scaptotrigona mexicana.

Propiedades fisicoquimicas de la miel evaluada
Densidad 1.423 g/mL
Humedad 25.4 %
pH 3.78

Propiedades quimicas

Cuantificacion de acidos organicos

La titulacion de los 4cidos organicos presentes en la miel realizada con NaOH al

0.1 N, por medio de la reaccion de neutralizacion permitié determinar una cantidad de

14.1 meq AO/Kg (miliequivalentes de acidos organicos en un kilogramo de miel).

Cuantificacion de carbohidratos

Con la ayuda del refractometro ATAGO RePo-4, se determind un contenido de

azucares totales de 73.1 %, correspondiendo un 47.3 % a fructosa y 25.8 % a glucosa.

Los azlcares reductores se cuantificaron gracias a que la cantidad de Cu,O
formada en la técnica de Nelson-Somogyi es proporcional a la cantidad de glucosa

presente en la muestra. Tras interpolar en una curva patrén de glucosa (Figura 2), se

determind una cantidad de 35.84 % azucares reductores en la miel evaluada.
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Carbohidratos reductores
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Figura 2. Curva patrén de glucosa [200 pg/mL], leida a 565 nm.

Cuantificacion de proteinas

El complejo proteina-colorante de color azul formado en el método de Bradford,
fue leido en un espectrofotometro e interpolado en una curva patrén de albimina bovina
sérica (Figura 3), reflejando un contenido de proteinas de 0.540 mg/g (miligramos de

proteina en un gramo de miel), representando un 0.054 % en la composicion de la miel

evaluada.
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Figura 3. Curva patrén de albimina bovina sérica [100 pg/mL], leida a 595 nm.
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Cuantificacion de acido ascorbico

El reactivo de Folin-Ciocalteau permiti6 evaluar por espectrofotometria la
cantidad de acido ascorbico presente en la muestra, interpolando en una curva patron de
acido ascorbico (Figura 4), se determind un contenido de 0.149 mg/g (miligramos de
acido ascorbico por gramo de miel), representando un 0.0149 % en la composicion de la

miel evaluada.
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Figura 4. Curva patrén de 4cido ascorbico [1 pg/mL], leida a 760 nm.

Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Después de tratar la miel con FeCls para la determinacién de fenoles, no se
observd ninglin cambio de coloracioén, por lo que se determin6 como negativa la presencia
de dichos compuestos en la muestra. En el caso del tratamiento con AlCl3 para determinar
la presencia de flavonoides y HCI y solucion Dragendorff y Mayer para alcaloides, del
mismo modo no se observd ninguna reaccidon, por lo que la presencia de los tres
metabolitos secundarios en la muestra se tom6 como negativa. No obstante, debido a que
esta determinacion es cualitativa y en la literatura se reporta la presencia de fenoles dentro
de la composicion de la miel, se optd por realizar una prueba cuantitativa que al tener una
mayor sensibilidad permitiera determinar con certeza en qué cantidad se encontraban

presentes.
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Capacidad antioxidante
Cuantificacion de fenoles totales

Gracias a la reaccion colorimétrica de ¢xido-reduccion dada por el reactivo de
Folin-Ciocalteu, la muestra fue evaluada por espectrofotometria e interpolando en una
curva patron de acido gélico (Figura 5), se determin6 un contenido de 1.146 mg eAG/g

(miligramos equivalentes de 4cido gélico en un gramo de miel).

Fenoles totales
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Figura 5. Curva patrén de 4cido galico [1 mg/mL], leida a 450 nm.

Extraccion de flavonoides

La extraccion de flavonoides por hidrdlisis acida tuvo un rendimiento de 8 mg/g

(miligramos de flavonoides por gramo de miel).
Cuantificacion de flavonoides totales

La formacién de complejos estables acidos que dan una coloracion amarilla por
la reaccion del AICIz con los flavonoides, fue medida en el espectrofotometro e

interpolada en una curva patron de quercetina, obteniendo un contenido de 0.00856 mg
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eQ/g (miligramos equivalentes de quercetina en un gramo de miel). Esta medicion fue

realizada directamente con el extracto de flavonoides obtenido por hidrélisis 4cida.
Capacidad antioxidante por reduccion del radical DPPH

El ensayo de capacidad antioxidante fue realizado también con el extracto de
flavonoides. Para ello se midio la reduccion del radical DPPH con el consecuente cambio

de color de violeta a amarillo, encontrando una capacidad antioxidante promedio de

28.46%.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Arreglo de
Diodos (HPLC-DAD)

Se analizé la composicién quimica del extracto de flavonoides mediante una
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Detector de Arreglo de Diodos (HPLC-
DAD). El cromatograma obtenido (Figura 6) y los grupos identificados (Cuadro 5) se

presentan a continuacion.

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (D:\CHEM32\1\DATA\FARMA2019\DRA ANA FARMA-003.D)
mAU o

800
600
400
200
© [«
3 3
0 - i
e —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 nr

Figura 6. Comatograma del analisis HPLC-DAD para la identificacién de compuestos
presentes en el extracto de flavonoides recuperado de la miel de Scaptotrigona mexicana.

El eje de las abscisas presenta el Tiempo de Retencion (TR) en minutos, es decir,
el tiempo transcurrido desde la inyeccion de la muestra en la columna cromatografica y
la llegada a un pico de analito al detector. El eje de las ordenadas presenta las Micro

Unidades de Absorbancia (mAU).
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Debido a que no hubo coincidencias con la base de datos del equipo empleado, la
determinacion de los compuestos presentes en el extracto sélo fue posible a nivel de grupo
quimico, mediante la comparacion de los espectros y picos maximos de absorcion UV

obtenidos (Cuadro 5) y los espectros UV descritos por Harborne, 1998.
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Cuadro 5. Espectros y picos maximos de absorcion UV a 280 nm del extracto de

flavonoides recuperado de la miel de Scaptotrigona mexicana.

Tiempo Uv A Espectro Tipo de
de . compuesto
max
retencion
(nm)
(min)
DAD1, 2.719 (251 mAU, Apx) of DRA ANA FARMA-003.D
2.719 228,282 | | wu Fenol
200
150
100
50 1
o
200 360 460 560 660 760 nm
DAD1, 2.986 (1036 mAU, - ) of DRA ANA FARMA-003.D
2.986 228,282 | | wo Fenol
1000 —
800
600 —
400 —
200
ol
200 360 460 560 660 760 nm
DAD1, 3.312 (444 mAU, -) of DRA ANA FARMA-003.D
3.312 228, 282 | | wu Fenol
400 4
350
300
250
200
150 4
100
50
o]
200 360 460 500 660 760 nm
DAD1, 3.699 (253 mAU, - ) of DRA ANA FARMA-003.D
3.699 228,282 | | w4 Fenol
200
150
100
50
o]
200 360 460 560 660 760 nm
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Pruebas biologicas
Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana fue evaluada de manera cualitativa, colocando la miel
directamente en los pozos del agar. Tuvo actividad sobre todas las bacterias evaluadas,
presentando dos tipos de efectos. El primero fue la disminucion del crecimiento, la cual
se refleja como la zona en que la densidad bacteriana es menor, y, por tanto, la turbidez
de la placa en esta zona es mas tenue que la presente en las zonas en que la miel no tuvo
alcance; el segundo efecto fue la inhibicion del crecimiento, observable como la zona en

que no se presenta turbidez alguna ya que no hay crecimiento de bacterias (Figura 7).

Los efectos que la miel tuvo sobre las diferentes cepas de bacterias Gram positivas
y Gram negativas estan reportados como el promedio de los halos formados en las 3

repeticiones realizadas por cada cepa y su desviacion estandar asociada (Cuadro 6).

BS. Staphylococcus aureus
ATCC 33592 +)

B9Y. Staphylococcus
epidermidis ATTC 12228 +)

B19. Escherichia coli caso
clinico 1, donada por el
laboratorio de Analisis
Clinicos FES Iztacala (,

B13. Pseudomonas
aeruginosa CDBB-B-999 (,

) Gram positivo

(» Gram negativo

Figura 7. Halos de inhibicion de la miel de Scaptotrigona mexicana y de cloranfenicol
(sensidiscos blancos 25ug) sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas de interés
clinico.
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Cuadro 6. Efecto antibacteriano de la miel de Scaptotrigona mexicana sobre bacterias

Gram positivas y Gram negativas de interés clinico.

Cepa Miel DC Miel IC Cloranfenicol
Staphylococcus aureus ATCC SE 12.66+3.21 15.5+0.70
33592
Staphylococcus epidermidis 29.33£1.15 15.33+£2.08 6.5+0.70
ATTC 12228 (+
Escherichia coli caso clinico 1, 28.33+£2.51 12.66+1.52 9.0+1.41

donada por el laboratorio de
Andlisis Clinicos FES Iztacala ()
Pseudomonas aeruginosa 29.00+4.58 14.66+2.51 9.5+0.70
CDBB-B-999 (,

Longitud promedio de halos de inhibicion reportados en mm con su respectiva
desviacion estandar. (+) Gram positivo, (-) Gram negativo, SE Sin efecto, DC

Disminucion del crecimiento, IC Inhibicion del crecimiento.

Tras realizar un Andlisis de Varianza (ANOVA), se encontraron diferencias
significativas entre el efecto de la miel y el del cloranfenicol (control positivo) sobre las
bacterias para todas las cepas probadas (F=114.285, P<0.01), asi como entre las diferentes
cepas (F=13.428, P<0.01). Staphylococcus epidermidis fue la cepa sobre la que la miel
tuvo mayor actividad antibacteriana, con los halos de disminucion e inhibicion de
crecimiento mas grandes; a su vez, Staphylococcus aureus'y Escherichia coli presentaron
los halos de inhibiciéon mas pequefios; sin embargo, la cepa sobre la que la miel tuvo
menor actividad antibacteriana fue S. aureus, ya que fue la finica que no presentd
disminucién del crecimiento, ademas de que el cloranfenicol tuvo sobre ella un mayor

efecto antibacteriano que la miel.

No obstante, a excepcion de dicha bacteria, todas las cepas probadas tuvieron
tanto disminucioén como inhibicion del crecimiento, ademas de tener un halo de inhibicion
mayor que el presentado por el cloranfenicol, que en este caso fungié como control

positivo (Figura 8).
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Actividad antibacteriana de miel de Scaptotrigona

mexicana
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Staphylococcus aureus Staphylococcus Escherichia coli caso Pseudomonas
ATCC 33592(+) epidermidis ATTC clinico 1(-) aeruginosa CDBB-B-
12228(+) 999(-)

mMiel DC = Miel IC Cloranfenicol

Figura 8. Actividad antibacteriana de miel de Scaptotrigona mexicana sobre bacterias
Gram positivas(+) y Gram negativas(-) de interés clinico. DC Disminucion del
crecimiento, IC Inhibicion del crecimiento.

Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica

La actividad antifingica fue evaluada de manera cualitativa, colocando la miel
directamente en los pozos del agar. Presentd actividad sobre Candida albicans
ATCC10231, cepa en la que hubo inhibicion del crecimiento, cabe destacar que el halo
de inhibicién formado por la miel fue de mayor tamano que el formado por la nistatina,
que en este caso fungié como el control positivo. En la cepa de Candida tropicalis »,
donada por el hospital Los Angeles, el efecto que tuvo la miel fue la disminucion del

crecimiento, mas no presentd inhibicion de este (Figura 9).

Por su parte, Candida albicans caso clinico y Candida tropicalis ;, donada por el
hospital Los Angeles no presentaron ningiin efecto a causa de la miel de Scaptotrigona

mexicana.

Los efectos que la miel tuvo sobre las diferentes cepas de hongos levaduriformes
estan reportados como el promedio de los halos formados en las 3 repeticiones realizadas

por cada cepa y su desviacion estdndar asociada (Cuadro 7).
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C1. Candida albicans caso
clinico, donada por el laboratorio
de Analisis Clinicos FES Iztacala.

C11. Candida albicans
ATCC10231.

C6. Candida tropicalis 1, donada
por el hospital Los Angeles.

C9. Candida tropicalis >, donada
por el hospital Los Angeles.

Figura 9. Halos de inhibicién de la miel de Scaptotrigona mexicana y de nistatina
(sensidiscos blancos 25g) sobre hongos levaduriformes de interés clinico.

Cuadro 7. Efecto antifungico de la miel de Scaptotrigona mexicana sobre hongos

levaduriformes de interés clinico.

Cepa Miel DC Miel IC Nistatina

Candida albicans caso clinico, SE SE 8.0+0.0
donada por el laboratorio de

Analisis Clinicos FES Iztacala

Candida albicans ATCC10231 SE 12.0+0.0 8.0+0.0

Candida tropicalis 1, donada por SE SE 9.0+1.73
el hospital Los Angeles

Candida tropicalis >, donada por 14.0+0.0 SE 8.0+0.0
el hospital Los Angeles

Longitud promedio de halos de inhibicion reportados en mm con su respectiva desviacion
estandar. SE Sin efecto, DC Disminucion del crecimiento, IC Inhibicion del

crecimiento.
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DISCUSION

En la actualidad, el uso de la miel de abejas de la Tribu Meliponini es
principalmente medicinal (Dardon y Enriquez, 2008). Dentro de las abejas sin aguijon, la
miel de Scaptotrigona mexicana es bien apreciada por su calidad, teniendo gran demanda

en los mercados de alimentos organicos debido a las propiedades curativas que se le han

atribuido (Arzaluz et al., 2002).

Para que la miel sea considerada de buena calidad, debe cumplir con ciertos
parametros fisicoquimicos y tener propiedades que coadyuven al combate de
enfermedades o malestares, caracteristicas que a la vez la catalogan como un producto
nutracéutico. No obstante, se conoce que la composicion de la miel depende
principalmente de su fuente floral; ademads, también desempefian un papel importante
ciertos factores externos como los estacionales, ambientales y el procesamiento (Alvarez-
Sudrez et al., 2010). Todo esto se ve reflejado en una gama de variabilidad en la
composicion de las mieles, aun perteneciendo a la misma especie. Por lo tanto, en el
presente estudio se evaluaron las propiedades nutracéuticas de una miel producida por

Scaptotrigona mexicana, procedente de Papantla, Veracruz.

Entre las caracteristicas organolépticas evaluadas, el color es especialmente
importante desde el punto de vista comercial, ya que a nivel internacional las mieles son
comerciadas segtn su color, teniendo un valor diferente en cada mercado. En Europa se
privilegian las mieles mas oscuras, con sabores mas fuertes y tonos dmbar desde el claro
hasta el oscuro (Delmoro et al., 2010). La miel evaluada posee esta caracteristica con un
color ambar oscuro (Cuadro 3) correspondiente a 150 mm Pfund, coincidiendo con el
color oscuro reportado en otro estudio de miel perteneciente a la misma especie (Jimenez
et al., 2016); no obstante, esta caracteristica es variable, ya que para las mieles de
Scaptotrigona limae 'y Scaptotrigona sp nativas de Colombia, se determinaron valores de
54 y 70 mm Pfund respectivamente (Fuenmayor et al., 2013), presentando coloraciones

mas claras.

Los pigmentos naturales presentes en la miel son fundamentalmente carotenos y
flavonoides (Ciappini et al., 2013), carotenoides, clorofila y xantofila (Suescun y Vit,
2008); el color de la miel es uno de los atributos de mayor variabilidad y depende de
varios factores, fundamentalmente estd relacionado con el origen botdnico y la

composicion del néctar y con el proceso de obtencion, la temperatura y el tiempo de
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almacenamiento (Salas et al., 1993), se asocia también al contenido de minerales, polen
y compuestos fenolicos (Ulloa et al., 2010). El color ambar de la miel es proporcionado
principalmente por compuestos fenolicos y productos de reaccion de Maillard (Belitz et
al., 2004), asi como una miel oscura generalmente tiene un mayor contenido de cenizas

(Alves et al., 2013).

Por su parte, el sabor y olor en la miel también son caracteristicas variables, pero
generalmente responden al recurso floral del que la abeja productora ha libado néctar
(Suescun y Vit, 2008; Bertoncelj et al., 2007). Se determind un sabor agridulce y un olor
citrico en la miel caracterizada (Cuadro 3). Entre los componentes volatiles comunes que
otorgan olor a la miel, destacan sobre todo compuestos carbonilicos; aldehidos como el
fenilacetaldehido, el benzaldehido, el hexanal y el octanal; cetonas como la acetona, la 2-
butanona, la 2,3-butanodiona y la 2- y 3-pentanona; alcoholes como el etanol y el alcohol
bencilico y ésteres, como los formiatos de metilo y etilo y el acetato de etilo (Soria et al.,

2002).

La humedad presente en la muestra de miel fue de 25.4% (Cuadro 4), coincidiendo
casi por completo con la humedad de 25.8% presente en la miel de Scaptotrigona limae
(Fuenmayor et al., 2013). Al mismo tiempo, este porcentaje de humedad es muy cercano
al 23.1% reportado para miel de Scaptotrigona mexicana procedente del sur de Chiapas
(Grajales-Conesa et al., 2018), asi como al encontrado por Jimenez et al. 2016, quienes
evaluaron las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de miel de esta misma especie,
cosechadas en diferentes afios, reportando que las mieles evaluadas poseen un rango de
humedad de 20.61 a 28.04%. Estos valores superan lo indicado en la Norma Oficial
Mexicana NOM-004-SAG/GAN-2018, que establece un contenido de humedad maximo
de 20% para la miel de 4. mellifera. Sin embargo, en una revision de literatura cientifica
realizada por Moo-Huchin et al. 2015, sobre la composicion quimica de la miel producida
por diferentes especies de abejas sin aguijon en diversos paises, encuentran que la
humedad presente en ellas siempre supera el valor maximo establecido, por lo que
sugieren un valor maximo de 30% para la miel de estas abejas. Asi mismo, en la
evaluacion realizada a estudios hechos desde 1964 sobre la composicion de 152 mieles
de abejas sin aguijon, Souza et al. 2006, reportan un rango de humedad de 19.9 a 41.9%
para la miel de esta tribu. De hecho, las mieles de abejas sin aguijon se pueden distinguir

de las mieles de Apis mellifera por su contenido de agua promedio siempre mas alto
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(Guerrini et al., 2009). Esta caracteristica puede deberse a que las especies de abejas sin
aguijon saquean tanto las flores como los frutos maduros, teniendo estos ultimos un

mayor contenido de agua (Guerrini et al., 2009; Vit et al., 1994).

El contenido de agua de las mieles depende de las condiciones climaticas, la
temporada de cosecha, la estacion, la humedad original del néctar y del grado de
maduracion alcanzado en la colmena (Alves et al., 2013). Un alto contenido de humedad
conlleva un alto riesgo de fermentacion y con ello, la posterior alteracion de factores
organolépticos, caracteristicas fisicoquimicas, quimicas y funcionales de la miel
(Guerrini et al., 2009), no obstante, la miel de abejas sin aguijon es bastante resistente a
sufrir fermentacion; esto se asocia a la presencia de compuestos polifendlicos derivados
de la flora pecoreada y a que las resinas en el cerumen utilizado para construir los potes
de almacenamiento podrian estar presentes en la miel, funcionando como agentes
biocidas, evitando la presencia de microorganismos que la produzcan (Guerrini et al.,

2009; Vit et al., 1994).

La humedad en la miel evaluada se encuentra directamente relacionada con la
consistencia encontrada, ya que el alto nivel de agua presente en la muestra confiere una
consistencia fluida a la miel, confirmado a la vez por la baja densidad, con un valor de
1.423 g/mL (Cuadro 4). Se reporta un rango de densidad de 1.10 a 1.32 g/mL en las mieles
de Scaptotrigona mexicana evaluadas por Jimenez et al. 2016, valores muy cercanos al

determinado en la miel evaluada en este estudio.

El pH es un pardmetro importante que evaluar durante la obtencién y
almacenamiento de los alimentos por su influencia sobre el desarrollo de
microorganismos y enzimas (Zandalema, 2008). La miel posee un pH bajo,
principalmente debido a la conversion de glucosa en peroxido de hidrogeno y acido
gluconico, acciodn realizada por la enzima glucosa oxidasa (Kwakman et al., 2010). El
caso de la miel evaluada en este estudio no es la excepcion, con un pH igual a 3.78
(Cuadro 4), cercano al pH de 4.04 reportado para la miel estudiada por Dardon y Enriquez
2008 en Guatemala, y atin mas aproximado a los valores de pH presentes en las mieles
evaluadas por Jimenez et al. 2016 en Veracruz, con un rango de 3.5 a 3.82, asi como el
de la miel caracterizada por Grajales-Conesa et al. 2018, en Chiapas, con un pH de 3.65,
todas producidas por Scaptotrigona mexicana, misma especie productora de la miel

estudiada en este trabajo.

32



Al mismo tiempo, el pH estd asociado a la presencia de acidos organicos, los
cuales se obtienen directamente del néctar, o bien, se derivan de azicares por efecto de
las enzimas secretadas por las abejas cuando transforman el néctar en miel (Cherchi et
al., 1994). Este es el caso del acido gluconico mencionado con anterioridad, quien
también tiene un origen bacteriano, ya que algunas bacterias del género Gluconobacter
alojadas en el intestino de las abejas y presentes en miel en proceso de maduracion, lo
producen en grandes cantidades bajo concentraciones elevadas de glucosa y ambientes
aerobios (Ruiz-Argiieso et al., 1973). A pesar de presentarse en pequefias cantidades
(<0.5%), los 4cidos orgédnicos contribuyen a las actividades antibacterianas y

antioxidantes de la miel (Mato et al., 20006).

La NOM-004-SAG/GAN-2018, establece un maximo de 50 mili-equivalentes de
acido/Kg. La cantidad de 4cidos orgéanicos presentes en la miel evaluada fue de 14.1 meq
AO/Kg, por lo cual cumple con este parametro de calidad. A pesar de ello, al parecer es
una cantidad baja si se compara con la miel mexicana de la misma especie, evaluada por
Jimenez et al. 2016, en la que la acidez total de la miel vari6 de 32.90 a 35.10 meq /Kg.
Por el contrario, en una miel producida también por Scaptotrigona mexicana en
Guatemala, la acidez libre es de 12.68 meq/Kg (Dardon y Enriquez, 2008), valor cercano

al encontrado en este estudio.

Los carbohidratos son el constituyente mayoritario de cualquier miel,
representando alrededor del 80% de su peso seco y por ello determinan en gran medida
muchas de sus caracteristicas, tales como como higroscopicidad, viscosidad y valor
energético (Sescun y Vit, 2008). En el caso de la miel evaluada, se encontré un 73.1%
de azlcares totales, valor determinado por medio de la medicion de grados Brix, mismo
método empleado por Roubik 1983, quien reporta un valor muy cercano al obtenido en
este estudio, con un rango de 55 a 75 grados Brix y, por ende, azucares totales para miel

de diversas especies del género Melipona originarias de Panama.

De los azucares totales, se determind un 47.3% correspondiente a fructosa y
25.8% a glucosa. En una evaluacion electroquimica de las caracteristicas de calidad en la
miel de la tribu Meliponini y Apis mellifera, Reyes-Salas et al. 2014, reportan un
contenido de 45.34% de fructosa para una de las mieles de la tribu evaluadas, valor muy
cercano al encontrado en este estudio; por otro lado, en una evaluacion de parametros

fisicoquimicos de miel del género Melipona en el Amazonas, Almeida-Muradian et al.

e
33



2007, determinaron un contenido de glucosa de 28.59 a 29.80%, valores del mismo modo

muy cercanos al de la miel evaluada en este estudio.

Finalmente, se determino un contenido de 35.84% azucares reductores en la miel
evaluada, lo cual resulta un porcentaje bajo respecto a otros estudios realizados en miel
de la misma especie. Entre las mieles de meliponinos producidas en Guatemala y
caracterizadas por Dardon y Enriquez 2008, la miel de Scaptotrigona mexicana tuvo un
57.22% de azucares reductores; por otra parte, las mieles de S. mexicana producidas en
México y caracterizadas por Jimenez et al. 2016, presentaron un rango de 52.57 a 59.16%.
Sin embargo, en la evaluacién de propiedades nutracéuticas de miel de Melipona
procedente de Mérida, Yucatan, Monter 2018, reporta un contenido de 22.77%, el cual es
mas proximo al contenido determinado en este estudio. Cabe mencionar que la NOM-
004-SAG/GAN-2018, establece un contenido minimo de 60% de aztcares reductores, por
lo que la miel evaluada no cumple con este criterio, sin embargo, esta norma ha sido
elaborada para miel de Apis mellifera, lo que destaca la importancia de elaborar una

norma adecuada a las caracteristicas de la miel de abejas meliponas.

Otro de los componentes que conforman la miel son las proteinas. Para la miel
evaluada se determin6 un contenido de 0.540 mg/g, representando el 0.054% de su
composicion. Al parecer la cantidad de proteinas en la miel de Scaptotrigona mexicana
evaluada en este estudio es alta, ya que en una caracterizacion de las propiedades de la
miel de diez especies peruanas de abejas sin aguijon realizada por Rodriguez-Malaver et
al. 2009, se determinod un contenido de 1.57 mg de proteinas en 100 gramos de miel, es
decir, 0.0157 mg/g para Scaptotrigona polystica; en otra evaluacion de la composicion
de miel de abejas sin aguijon en Venezuela, para un grupo de mieles entre las que se
encontraba Scaptotrigona aff depilis, Vit et al. 1994, reportan un contenido de 175.80 mg
de nitrogeno en 100 gramos de miel, es decir, 0.175 mg/g, equivalente al contenido de

proteinas.

El contenido de proteinas en la miel puede atribuirse a la presencia de aminoacidos
libres y enzimas, de las cuales algunas son adicionadas por las glandulas salivares o la
faringe de las abejas y otras derivan directamente del néctar; sin embargo, la principal
fuente de proteinas en la miel es el polen (Saxena et al., 2010; da Silva et al., 2016), por
lo que es de esperarse que el origen botanico de la misma sea un factor de gran influencia

en el contenido de estas biomoléculas.
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El aminoédcido mas abundante en la miel es la prolina, originado principalmente
por las secreciones salivares de las abejas durante el procesamiento del néctar para su
transformacion en miel (da Silva et al., 2016). Entre las enzimas de mayor importancia se
encuentran la diastasa e invertasa. La diastasa se presenta naturalmente en la miel y su
actividad tiende a reducirse con el paso del tiempo, por lo que es utilizada para determinar
la frescura de la misma (Nordin et al., 2018). Las diastasas a y B amilasa, hidrolizan las
cadenas de almidén produciendo dextrina y maltosa respectivamente (Sak-Bosnar y
Sakac, 2012). Por su parte, la invertasa hidroliza la sacarosa en el néctar para

transformarla en fructosa y glucosa (Vit y Pulcini, 1996).

La actividad antioxidante que posee la miel natural depende principalmente de su
origen botanico y es conferida debido a moléculas que forman parte de su composicion
quimica, como compuestos fenolicos, flavonoides, enzimas, 4acidos organicos,
aminoacidos, carotenoides y 4cido ascorbico (Meda et al., 2005). El 4cido ascorbico es el
antioxidante de fase acuosa mas eficaz en el plasma sanguineo humano y se sugiere que
es un antioxidante fisioldgico de gran importancia para la proteccion contra enfermedades
y procesos degenerativos causados por el estrés oxidativo (Frei et al., 1989); su presencia

se puede aumentar facilmente por medio de suplementos alimenticios.

En una evaluacién de las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de la miel de
dos abejas sin aguijon en Nigeria, realizada por Nweze et al. 2017, se encontr6 un
contenido de 162.01 a 169.27 mg/Kg de acido ascorbico para Hypotrigona sp. y de 144.31
a 151.62 mg/Kg para Melipona sp. Estos valores concuerdan con los determinados en la
miel de Scaptotrigona mexicana evaluada en este estudio, en la cual el 4cido ascorbico se
encuentra en una cantidad de 0.149 mg/g, lo que, expresado en los mismos términos
utilizados en el antecedente mencionado, equivale a 149 mg/Kg, teniendo una mayor
proximidad a los reportados para Melipona sp. No obstante, la miel evaluada tiene un
contenido bajo de acido ascorbico si se compara con el reportado por Jimenez et al. 2016
para mieles de la misma especie, que va de 280 a 390 mg/Kg. Estas diferencias pueden
ser atribuidas al recurso floral del que las mieles provienen. En la miel evaluada por
Jimenez et al., 2016, si bien no se especifica la regiéon geografica a la que pertenece,
mencionan que es una region productora de naranjas, por lo que muy probablemente

fueron una de las principales fuentes de néctar para las abejas, lo cual explicaria el alto
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contenido de 4cido ascoérbico presente en la miel, ya que se sabe que las especies botanicas

citricas son una fuente rica de fitoquimicos utiles como la vitamina C (Zou et al., 2016).

La composicion fendlica en la miel también depende principalmente de su origen
floral; los compuestos fendlicos son a menudo el producto del metabolismo secundario
de las plantas y se caracterizan por la presencia de multiples grupos fenolicos que estan
asociados con estructuras mas o menos complejas (Cianciosi et al., 2018). Estos
compuestos han sido reconocidos como los principales responsables de la actividad
antioxidante de la miel, asociada principalmente con la capacidad de eliminar radicales
libres, mediante la formacion de moléculas mas estables y menos toxicas. Los compuestos
fenolicos estabilizan los radicales libres cuando donan hidrégeno de uno de sus grupos
hidroxilo; el grado de actividad esté relacionado con el nimero de sus grupos hidroxilo

(Moniruzzaman et al., 2014).

En una caracterizacion de las propiedades de la miel de diez especies peruanas de
abejas sin aguijon realizada por Rodriguez-Malaver et al. 2009, se determindé un
contenido de 337 mg de fenoles en 100 gramos de miel, es decir, 3.37 mg/g para
Scaptotrigona polystica; cantidad aproximadamente tres veces mayor que el contenido
de fenoles presentes en la miel evaluada en este estudio el cual fue de 1.146 mg/g. Por
otra parte, en la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de mieles
de Scaptotrigona mexicana realizada en México por Jimenez et al. 2016, se reporta un
contenido mas bajo de estos compuestos, que va de 25.85 a 40.1 mg de fenoles en 100
gramos de miel, es decir, 0.258 a 0.401 mg eAG/g. El encontrar esta variabilidad aun
dentro de mieles pertenecientes al mismo género e incluso la misma especie de abeja
productora pone en evidencia la influencia de otros factores tales como el origen floral y

geografico de la miel.

Asi mismo, se realizé una Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector
de Arreglo de Diodos (HPLC-DAD) (Figura 6), a fin de conocer la composicion quimica
de la miel evaluada tras someterla a una digestion quimica por hidrdlisis &cida. Debido a
que no hubo coincidencias con la base de datos del equipo empleado, los compuestos
presentes s6lo pudieron ser determinados a nivel de grupo, encontrando fenoles en su
totalidad (Cuadro 5); sin embargo, existen estudios en los que se ha determinado la
composicion fendlica de diversas mieles producidas por abejas sin aguijon, en los que se

reportan acido salicilico, &cido p-cumadrico, naringina, taxifolina, 4cido protocatecuico,
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acido cafeico, acido rosmarinico, acido mandélico, 4cido clorogénico, acido gélico,
catecol, vainillina, entre otros(da Silva et al., 2013; Biluca et al., 2017; Biluca et al.,

2020).

Parte de los polifenoles presentes en la miel esta representada por los flavonoides,
estos son compuestos de bajo peso molecular, principalmente solubles en agua, que son
componentes vitales para el aroma y las propiedades antioxidantes de la miel (Khalil et
al.,2012). La actividad antioxidante de los flavonoides en la mayoria de los casos depende
del nimero y la posicion de los grupos hidroxilo y otros sustituyentes y la glucosilacion
de las moléculas flavonoides (da Silva et al., 2016). Estas moléculas se clasifican segun
el grado de oxidacion del anillo C, siendo las flavanonas, flavononas y flavonoles los mas
abundantes en la miel (Ciappini et al., 2013). En miel de abejas sin aguijon, se han

reportado flavonoides como luteolina, quercetina e isoramnetina (Guerrini et al., 2009).

Nweze et al. 2017, realizaron la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y
antioxidantes de la miel de dos abejas sin aguijon en Nigeria, en la que encontraron un
contenido de 28.19 a 52.52 mg/Kg de flavonoides para Hypotrigona sp. y de 82.78 a
92.60 mg/Kg para Melipona sp. Por su parte, la miel de Scaptorigona mexicana evaluada
en este estudio, tuvo un contenido de flavonoides de 0.00856 mg eQ/g, es decir, 8.56
mg/kg, el cual es contenido bastante bajo de estos compuestos. Se cree que los
flavonoides en la miel se derivan parcialmente de los flavonoides presentes en el polen
(Anklam, 1998), por lo que su origen botanico puede ser un factor determinante en el
contenido de estos compuestos. Aunado a ello, es importante considerar que las mieles
pertenecen a ubicaciones geograficas distintas, por lo que ademas de seguramente tener
un origen botanico diferente, las plantas que fueron recursos florales estuvieron sometidas
a diferentes presiones ambientales. Nigeria es un pais ubicado muy cerca del Ecuador,
por lo que la radiacion solar es mas directa e intensa que la incidente en México, lo cual
puede estar teniendo influencia en un mayor contenido de flavonoides, ya que a las
flavanonas y flavonoles que son de los flavonoides mas abundantes en la miel, se les han
atribuido funciones como la proteccion de las plantas contra la radiacion UV (McClure,

1975).

El estrés oxidativo puede definirse como un desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes a favor de los oxidantes, y puede afectar diversas funciones fisioldgicas.

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno son los principales agentes
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oxidantes en los sistemas celulares, y estan involucrados en el envejecimiento y en la
aparicion de muchos tipos de enfermedades, como procesos inflamatorios, diabetes,

cancer, trastornos cardiovasculares y neurodegenerativos (Rahal et al., 2014).

La ingesta de compuestos antioxidantes a través de la dieta puede contrarrestar el
efecto de moléculas oxidantes, reduciendo el estrés oxidativo; la capacidad antioxidante
se considera un indicador de la presencia de compuestos bioactivos en la miel (Cianciosi
et al., 2018), moléculas como las anteriormente mencionadas, que pueden donar un
electron a los radicales libres, neutralizando, disminuyendo o eliminando su capacidad de
dafar las células y las principales biomoléculas, como los 4cidos nucleicos, las proteinas

y los lipidos (Lobo et al., 2010).

La capacidad antioxidante de la miel evaluada en este estudio fue alta comparada
con lo encontrado para la misma especie en otros estudios. Para este ensayo se utilizo el
extracto de flavonoides obtenido de la miel mediante hidrolisis acida y se evalud su
capacidad antioxidante mediante la reduccion del radical DPPH, obteniendo un
porcentaje de reduccion promedio de 28.46%. Este mismo método fue utilizado por
Jimenez et al. 2016, en la caracterizacion fisicoquimica de mieles de Scaptotrigona

mexicana, en la cual reportan un porcentaje de reduccion con un rango de 15.00 a 19.04%.

El uso de la miel como un agente antibacteriano se conoce desde la antigiiedad y
fue una practica utilizada durante miles de afios, pero su uso se vio disminuido a causa de
su reemplazamiento por antibidticos. Sin embargo, en la actualidad comienza a retomar
fuerza debido a diversos factores, como la resistencia que algunas bacterias han
desarrollado ante diversos antibioticos empleados, lo cual lleva a la busqueda de

alternativas naturales, como lo es la miel (Molan et al., 1988).

La actividad antibacteriana de la miel se ha atribuido a un conjunto de propiedades
fisicoquimicas que la caracterizan, de las cuales varias se han tocado ya en este escrito.
Una de ellas es su alta osmolaridad, que ejerce efectos osmoticos sobre los
microorganismos, por lo cual el agua sale de ellos, reduciendo su capacidad de
supervivencia; por otra parte, su acidez, debido a sus bajos rangos de pH inhibe el
crecimiento de muchos patégenos, cuyo pH Optimo de crecimiento no es acido; ademas,

la presencia de perdxido de hidrogeno, ésta por accién de la glucosa oxidasa, una enzima
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producida por la glandula hipofaringea de las abejas y, finalmente, compuestos como

acidos organicos, fenoles y flavonoides (Molan, 2001; Garedew et al., 2003).

En este estudio la actividad antibacteriana se evalud ante las bacterias Gram
positivas Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis; y las bacterias Gram
negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus aureus es una
bacteria comensal y un patégeno humano. Aproximadamente el 30% de la poblacion
humana est4 colonizada por S. aureus; simultineamente, es una de las principales causas
de bacteriemia y endocarditis infecciosa, asi como de infecciones osteoarticulares,
cutaneas y de tejidos blandos, pleuropulmonares y asociadas con dispositivos (Tong et

al., 2015), compartiendo este tltimo tipo de infeccion con S. epidermidis.

S. epidermidis se encuentra de manera natural en la microbiota de la piel humana
y es la especie de estafilococo méds comun aislada de sitios cutdneos. La mayor parte de
las infecciones por S. epidermidis se adquieren en hospitales, siendo una causa habitual
de infecciones que implican dispositivos extrafios permanentes y de heridas quirargicas,
asi como de bacteriemia en pacientes inmunodeprimidos (Lowy et al., 1983; Blum y

Rodvold, 1987).

Por otra parte, Escherichia coli es el principal anaerobio facultativo presente en
la microbiota del intestino humano. Su presencia es inocua mientras permanece recluida
a la luz intestinal, no obstante, si el huésped se encuentra débil, inmunodeprimido, o si
logran traspasar las barreras gastrointestinales, incluso las cepas habituales pueden causar
infeccion. Ademas, algunas cepas han desarrollado la capacidad de causar enfermedades
del sistema nervioso central, urinario y gastrointestinal, representando en este ultimo caso

la causa mas comun de diarrea pediatrica a nivel mundial (Nataro y Kaper, 1998).

Finalmente, Pseudomonas aeruginosa es el principal patdégeno oportunista
causante de queratitis ulcerosa, otitis externa, infecciones en quemaduras y neumonias
tanto comunes como nosocomiales, afectando principalmente a personas
inmunodeprimidas, hospitalizadas o con fibrosis quistica. Ademas de ser comunes, las
infecciones ocasionadas por esta bacteria han sido asociadas con una alta morbilidad y
mortalidad en comparacion con otros patdogenos bacterianos (Driscoll et al., 2007; Yetkin

et al., 2006).
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La miel de Scaptotrigona mexicana fue efectiva ante todas las cepas probadas,
causando en tres de las cuatro cepas tanto disminucion como inhibicion del crecimiento,
siendo esta inhibicion mayor a la causada por cloranfenicol, antibidtico utilizado como
control positivo (Figura 7 y 8, Cuadro 6); este resultado es muy relevante, ya que el
cloranfenicol es un antibidtico de amplio espectro y cuya actividad ya estd probada
(Morales et al., 2007), por lo que resulta muy prometedor que la miel presente una

actividad antibacteriana mucho mayor que la de un compuesto purificado.

La mayor actividad se presentd en Staphylococcus epidermidis (Figura 8). La
excepcion fue Staphylococcus aureus, en la que s6lo se presentd inhibicion del
crecimiento (12.66+3.21) y esta inhibicién fue ligeramente menor a la ejercida por el
cloranfenicol (15.5+0.70), sin embargo, sigue siendo una actividad importante ya que casi

equipara el efecto de un compuesto puro.

En un estudio comparativo de la actividad antibacteriana de la miel de la abeja sin
aguijon Meliponula boncadei y la de antibidticos estandar utilizados, empleando la miel
pura directamente y el método de difusion en agar, tal como se realizé en este estudio,
Kwapong et al. 2013, encontraron que la miel tuvo una mayor actividad antibacteriana
que los ocho antibiodticos sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
Pseudomonas aeruginosa, coincidiendo con lo encontrado en este estudio para

Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa (Cuadro 6, Figura 8).

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana de miel de Apis mellifera,
Melipona beecheii y Scaptotrigona pectoralis, realizada por Catzin-Ventura et al. 2009,
sobre bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, las mieles de las dos abejas nativas tuvieron una mayor inhibicion que la miel
de A. mellifera, siendo Escherichia coli la bacteria sobre la que se tuvo menor efecto,

coincidiendo con el presente estudio (Figura 8).

En la evaluacion de la actividad antibacteriana de miel de Scaptotrigona
mexicana, realizada por Jimenez et al. 2016, se encontr6 actividad sobre Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, con una concentraciéon minima

inhibitoria menor para S. aureus que para P. aeruginosa y E. coli.

Por ultimo, la actividad antimicrobiana de miel de Scaptotrigona mexicana,

producida en la sierra nororiental de Puebla mostr6 actividad ante Staphylococcus aureus
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y Pseudomonas aeruginosa y una actividad minima ante Escherichia coli (Garcia-Guerra
et al., 2009), sin embargo, los halos de inhibicion reportados en dicho estudio son mucho
menores a los encontrados en la miel evaluada en este trabajo, a pesar de tratarse de miel
producida por la misma especie, pero en diferente region, perteneciendo ésta a Papantla,
Veracruz. Estas diferencias pueden deberse a que las caracteristicas fisicoquimicas de la
miel que le confieren dicha actividad antibacteriana, dependen de su origen botanico y

geografico.

La actividad antibacteriana presentada por la miel de S. mexicana evaluada en este
estudio, ademas de factores como la osmolaridad, el pH y la presencia de peroxido de
hidrégeno, puede atribuirse también a la presencia de fenoles dentro de su composicion
quimica. El ntimero y sitio de grupos hidroxilo que presentan determina su toxicidad,
siendo mayor entre mas hidroxilacion exista (Geissman, 1963), algunos autores reportan
que una mayor oxidacion resulta en mas inhibicion (Scalbert, 1991; Urs y Dunleavy,
1975). El mecanismo de toxicidad ante los microorganismos consiste en la inhibicion de

enzimas por accion de los compuestos oxidados (Mason y Wasserman, 1987).

Se ha registrado la actividad antibacteriana de acido galico ante Staphylococcus
aureus (Chanwitheesuk et al., 2007), Pseudomonas aeruginosa y E. coli, asi como su
potencial para inhibir la motilidad bacteriana y prevenir y controlar las biopeliculas de
estos patogenos (Borges et al., 2012). Del mismo modo, se ha reportado la capacidad del
acido caféico y el acido p-cumdrico para inhibir el crecimiento de bacterias como S.

aureus y E. coli (Campos et al., 2003).

Un posible mecanismo para explicar la acciéon antimicrobiana de los acidos
fendlicos es la hiperacidificacion en la interfaz de la membrana plasmatica como
consecuencia de su disociacion. Dicha hiperacidificacion provocaria alteraciones en el
potencial de membrana, haciéndola mas permeable, ademés de afectar la bomba de

ATPasa sodio-potasio implicada en la sintesis de ATP (Vattem et al., 2005).

Se ha demostrado también el efecto antibacteriano de la naringina, flavonoide
recurrentemente presente en miel de abejas sin aguijon, inhibiendo el crecimiento de S.
aureus y P. aeruginosa (Tsui et al., 2008), asi como la actividad antibacteriana de la
quercetina sobre S.aureus, S. epidermidis y moderada sobre E. coli y P. aeruginosa

(Rahua et al., 2000) .

41



Respecto a hongos levaduriformes, las levaduras del género Candida son las
encontradas con mayor frecuencia en el microbioma humano, localizdndose en las
mucosas de los tractos respiratorio superior, gastrico y genital femenino (Singh y Raksha,
2013); las especies de este género poseen caracteristicas que les permiten adaptarse a
diferentes entornos, por lo que act@ian como un patégeno oportunista, sobre todo en
pacientes inmunodeprimidos, ocasionando infecciones conocidas comunmente como
candidiasis (Cortés y Corrales, 2018). La candidiasis es la enfermedad fungica mas
frecuente en el ser humano y puede causar enfermedades sistémicas tanto superficiales
como graves, invadiendo drganos profundos y el torrente sanguineo (Singh y Raksha,

2013).

Es por ello que la miel evaluada en este estudio se probo ante las especies Candida
albicans y Candida tropicalis, en las cuales tuvo efecto inhibitorio s6lo sobre la cepa de
Candida albicans ATCC10231 (12.0+0.0), pero dicho efecto fue mayor que el provocado

por el control positivo, en este caso nistatina (8.040.0).

Entre las mieles de meliponinos producidas en Guatemala y caracterizadas por
Dardon y Enriquez 2008, 1a miel de Scaptotrigona mexicana tuvo efecto inhibitorio sobre
Candida albicans a una concentracion del 5%; por el contrario, en la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de miel de Scaptotrigona mexicana realizada en México por

Jimenez et al. 2016, no hubo efecto sobre C. albicans, reportaindola como resistente.

Se ha reportado la actividad anti-candida de compuestos fenolicos como el acido
caféico, acido clorogénico, acido galico (Ozgelik et al., 2011), 4cido salicilico y p-
cumarico (Faria et al., 2011), asi como de quercetina y naringina (Kursat et al., 2011; Tsui
et al., 2008); por lo que las diferencias de actividad de la miel sobre Candida podria estar
respondiendo a la presencia o la ausencia de dichos compuestos en las mieles, asi como

a una mayor o menor concentracion de los mismos.

Al tener efecto inhibitorio sélo sobre la cepa de Candida albicans y una
disminucioén del crecimiento sobre C. tropicalis, se sugiere que, si bien la miel evaluada
en este estudio no parece tener potencial para ser un tratamiento aplicable a infecciones

por hongos levaduriformes, se puede utilizar como un suplemento preventivo.

La marcada actividad antibacteriana y la poca actividad antifungica presentadas

por la miel de S. mexicana se pueden explicar a través de diferencias estructurales entre
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bacterias y levaduras. La bacteria S. epidermidis (Gram-positiva) sobre la que se tuvo el
mayor efecto carece de membrana externa, lo que facilita la difusion de los compuestos
fenolicos a través de la pared celular. S. aureus (Gram-positiva) sobre la que se presentd
el menor efecto antibacteriano a pesar de carecer de membrana externa, presenta diversos
mecanismos de defensa, destacando la formacion de bombas activas que bombean toxinas
fuera de la célula, la disminucion de la permeabilidad membranal después de la
exposicion a un compuesto toxico y la produccion de enzimas inactivantes (Iyobe, 1997,
Elliot, 1999). Finalmente, C. albicans tiene una pared celular que consta de glucanos,
quitina y proteinas (Chaffin, 2008), que proporcionan una barrera de mayor proteccion

contra la accion de dichos compuestos (Papadopoulou et al., 2005).

CONCLUSIONES

Dadas sus caracteristicas organolépticas y quimicas, asi como su capacidad antioxidante
y su actividad antimicrobiana, la miel de Scaptotrigona mexicana es un producto

nutracéutico.

La miel de Scaptotrigona mexicana presenta caracteristicas organolépticas y quimicas

propias.
La miel de Scaptotrigona mexicana posee capacidad antioxidante.

La miel de Scaptotrigona mexicana ejerce actividad antibacteriana sobre bacterias Gram

positivas y Gram negativas de interés clinico.

Se sugiere el uso de miel de Scaptotrigona mexicana como suplemento preventivo para

infecciones por hongos levaduriformes.
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