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Resumen:

La medicina actual ha avanzado de forma rapida por lo que se han desarrollado tratamientos
efectivos contra diferentes enfermedades causadas por microorganismos, sin embargo, el uso
indiscriminado de antibidticos, asi como la interrupcion de los tratamientos ha causado un
problema bastante conocido que es la resistencia bacteriana, siendo ésta una de las principales
causas de muerte por infecciones bacterianas. Afortunadamente la medicina tradicional sigue
estando vigente hasta nuestros dias fungiendo un papel alternativo a los antibioticos actuales,
siendo la miel uno de los productos naturales que mas se utiliza debido a su versatilidad y
cualidades.

En este trabajo se realizo el estudio bromatoldgico, fisicoquimico y antibacteriano de dos
mieles producidas por la especie Apis mellifera, siendo una de un panal silvestre proveniente
del estado de Guanajuato y otra miel de floracion de durazno-ciruela proveniente del estado de
Veracruz.

En cuanto a los resultados obtenidos, en cuestion de la bromatologia la miel de floracion de
durazno-ciruela tuvo los valores mas altos en la concentracion de carbohidratos reductores,
fenoles y acido ascorbico, influyendo asi en la capacidad antioxidante media (CA so) teniendo
un porcentaje de reduccion del 40% a 20 ppm mientras que para la miel de panal silvestre se
obtuvieron valores mayores en flavonoides y &cidos organicos, teniendo una capacidad
antioxidante del 38% a 400 ppm.

En cuanto a la actividad antibacteriana la miel de floracion de durazno-ciruela fue la que
presentd mayor actividad inhibiendo el crecimiento de 4 cepas (S. aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa y E. coli) por el otro lado la miel de panal silvestre sélo inhibi6 el crecimiento de 2
cepas bacterianas (S. epidermidis y E. coli) ninguna de las dos mieles inhibio la cepa de E.
faecalis.

Con estos resultados, tomando en cuenta el lugar de origen, se puede concluir que las
propiedades Unicas de cada miel como color, sabor, consistencia, concentracion de metabolitos
secundarios, capacidad antioxidante y efecto antibacteriano de las mieles es multifactorial
influyendo factores como la madurez de la miel, la humedad, el contenido de peroxido de
hidrégeno, origen floral, concentracion de metabolitos secundarios, manejo y almacenamiento

entre muchos otros que le conceden las particularidades a la miel.



Introduccidn.

El uso inadecuado de antibidticos es la principal causa de un problema a nivel mundial
conocido como multirresistencia bacteriana que es bastante alarmante y podria empeorar al ser
una situacion de un punto irreversible y causar muertes por infecciones provocadas por
microorganismos patogenos; debido a esto es que en los ultimos afios se ha implementado el

uso de antibioticos mas fuertes debido a la resistencia de los microorganismos a éstos.

Virus, hongos y bacterias son grupos de organismos que han desarrollado estrategias de defensa
para evitar una accion nociva sobre ellos (1). Estas estrategias de defensa son bastante efectivas
ya que en la actualidad a pesar del desarrollo rapido de antibidticos nuevos y mas fuertes no se
asemeja a la rapida aparicion de nuevos organismos multirresistentes por lo que se asume que
en un futuro no muy lejano no habria agentes para combatir fuertes infecciones causadas por
microorganismos patdgenos (2).

Las bacterias son uno de los microorganismos que han desarrollado multirresistencia a gran
velocidad debido a diferentes mecanismos que les permiten inactivar la accién de los
antibioticos, esta resistencia puede darse de manera natural, por mutaciones o por transferencia
de genes. Algunos de los mecanismos que han desarrollado implican acciones como la
expulsion o excrecion de productos toxicos, modificaciones en sus membranas haciéndolas
menos permeables, produccion de enzimas inactivantes y modificacion de proteinas (3,4,5).
Afortunadamente la medicina tradicional sigue vigente hasta nuestros dias sirviendo como una
alternativa eficaz y con buenos resultados. La rama de la ciencia que se encarga de explicar los
mecanismos de accion de la medicina tradicional se conoce como Farmacognosia, siendo de
gran utilidad al estudiar los principios activos naturales de productos de origen vegetal como
extractos de hojas, cortezas , flores asi como de origen animal, como es el caso del propdleo y
miel productos derivados de las abejas (6), por mencionar algunos, siendo la miel uno de los
productos mas utilizados debido a diferentes propiedades que se le atribuyen (7)

La miel, sustancia natural producida por las abejas Apis mellifera L. proveniente del néctar de
las flores (8) o proveniente de diferentes sustancias extra florales (9) es un alimento que ha sido
aprovechado por el humano, por diferentes culturas y en diferentes ambitos dentro de los que
destaca su uso medicinal para el tratamiento de problemas gastrointestinales, tratar heridas y

quemaduras, como un agente antimicrobiano (10) por mencionar algunos.



La composicion de la miel es compleja y la calidad organoléptica son meramente dependientes
del tipo de origen floral; la miel esta compuesta mayormente de carbohidratos, como fructosa
y glucosa, vitaminas, minerales y trazas de aminoécidos (11). Las caracteristicas organolépticas
de las mieles en general dependen del contenido de azlcares totales, de su madurez y de la
presencia de isoprenoides, carotenos, alcaloides, flavonoides, acidos organicos, glicésidos,
aminoacidos, cumarinas, que otorgan propiedades a las mieles de abeja y que definen el sabor
de este producto (12).

Dentro del microbiota natural de la miel se conoce la presencia de bacterias y levaduras, pero
en una proporcion muy pequefia y estan asociadas a la flora bacteriana de las abejas (13)
ademas se debe considerar la forma de recolecta de la miel, asi como su almacenamiento ya
que de no contar con las medidas de calidad necesarias puede contaminar la miel (14).

El estudio de las propiedades fisicoquimicas de la miel, que principalmente dependen del tipo
de suelo, clima, condiciones ambientales y contribucion de la planta (15), es de gran utilidad
para la determinacion de la calidad y pureza de ésta (12), para esto se utilizan valores
previamente ya estandarizados en la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-004-SAG/GAN-
2018 (16). Dentro de los aspectos a evaluar para determinar la calidad de la miel se encuentra
la presencia de humedad, ya que al tener una alta cantidad de agua fermenta y, debido a que la
miel contiene una cantidad baja de acidos organicos, al fermentar, aumenta el contenido de
estos &cidos, facilitando el crecimiento de las levaduras y en esas condiciones ya no puede
comercializarse, por lo que el monitoreo de los pardmetros de calidad de la miel es importante
para su consumo otros aspectos a considerar son un pH &cido, concentraciones especificas de
glucosa y fructuosa entre otros. Aunado a los parametros de calidad previamente mencionados
se desprende un problema de adulteracion del producto, ya que en los ultimos afios se ha
empezado a utilizar “glucosa” que se vende en el comercio, esta sustancia azucarada se obtiene
generalmente por la hidrélisis del almidén de maiz, y contiene ademas de glucosa, dextrinas
gue no permite que la miel cristalice y sea de alguna manera mas sencilla de comercializar (17);
esto debido a la alta demanda de miel. Como consecuencia, la miel puede disminuir su calidad
y perder sus propiedades nutrimentales y medicinales. Es importante mencionar el problema
de adulteracion ya que al consumir la “miel” adulterada no se obtiene ningun valor nutricional
o algin beneficio a la salud ya que la miel es conocida por su alto aporte de nutrientes y de
contener azucares ajenos pierde esa cualidad ya que la miel de abeja es un alimento energético
de calidad y puede sustituir perfectamente al azlcar de cafia que se reconoce como agente

indirecto de caries dentales, problemas cardiovasculares, diabetes, hipertension, sobrepeso



(18). La miel aporta 307 kilocalorias por cada 100 g, el contenido de vitaminas y minerales en
miel es excelente fuente comparada con el aztcar refinado que no tiene ningln aporte (19).

En este estudio se evaluaran algunas propiedades quimicas y antibacterianas de una muestra de
miel de un panal silvestre y una muestra de miel de floracion de durazno-ciruela con el fin de

saber su pureza (sin contenido de edulcorantes), calidad y propiedades antibacterianas.

Antecedentes:

e Cabrera y colaboradores (20) evaluaron la actividad antibacteriana de miel de abejas
procedente de cuatro zonas apicolas del estado Zulia, Venezuela. Analizaron las
muestras por triplicado utilizando cepas patégenas indicadoras de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes y Proteus mirabilis en concentraciones de 1x10° UFC/mL y utilizando
la técnica de difusion en agar. Los resultados obtenidos revelaron que la miel de abejas
procedente de las cuatro zonas del estado Zulia, mostraron actividad antibacteriana del

tipo bacteriostatico contra las cepas bacterianas analizadas.

e Al-Mamary y colaboradores (21) evaluaron la actividad antioxidante y el contenido
fenodlico total de cinco tipos diferentes de miel yemen (Acacia ehrenbergina (Salam-
Tehamah), Acacia edgeworhi (Somar-Hadramout), Ziziphus spina-christi L. (Sidr-
Hadramout), Ziziphus spina-christi L. (Sidr-Taiz), Flor tropical (MarbaiHadramout), y
cuatro tipos de origenes importados (una flor tropical americana (Nueva Orleans), una
origen americano-naranja (Florida), flor suiza, y una flor irani-tropical).Cuatro de las
cinco muestras de miel yemeni presentaron un contenido fendlico total
significativamente mayor que el de las mieles importadas. La actividad antioxidante
total de las muestras diluidas vario entre el 6.48% (actividad prooxidante) y el 65.44%
de inhibicion.

e Estrada y colaboradores (22) evaluaron la actividad antimicrobiana de 25 muestras de
miel de abeja, comercializadas en Costa Rica, contra S. aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa, E. coli, S. enteritidis, L. monocytogenes y A. niger, asi como su carga
microbioldgica. Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de la miel, realizaron
el método de difusion en agar Miller-Hinton, realizando diluciones de la miel (100, 75,

50, 25, 12.5y 6.25% v/v) y como resultado obtuvieron que solamente dos de las mieles
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evaluadas (8%) no produjeron ningun tipo de inhibicién en el crecimiento de las
bacterias utilizadas en el estudio; el resto de las muestras inhibio el crecimiento de al
menos una de las bacterias al emplear una concentracion de 100% v/v de miel.
Staphylococcus aureus fue el microorganismo cuyo crecimiento se vio mayormente
afectado por la miel, obteniéndose halos de inhibicién ain con concentraciones de 50%
vivy de 25% viv.

Majtan y colaboradores (23) investigaron el impacto de la vitamina C (Vit C) en la
actividad antibacteriana de las mieles naturales contra patdgenos bacterianos
planctonicos e incorporados en biopeliculas. Resultando que la vitamina C aumento
significativamente la actividad antibacteriana de las mieles probadas contra
Pseudomonas aeruginosa en cultivos planctonicos, fue ineficaz contra Staphylococcus
aureus. Por otro lado, cuando se implement6é 100% miel de melaza con vitamina C (100
mg/g de miel) se observé la erradicacion completa de casi todos los aislados
bacterianos, incluido S. aureus. Ademas, una mezcla de miel y vitamina C fue
parcialmente eficaz contra Enterococcus faecalis, mientras que la miel sola no mostré
actividad antibacteriana contra esta bacteria.

Romero (24) analiz6 metabolitos secundarios en las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de mieles florales mexicanas, 14 mieles del centro y sur de México y
en concreto utilizé miel de Campanilla, Cactaceas y Naranjo. Analiz6 el contenido de
prolina, peréxido de hidrégeno y el perfil de compuestos fendlicos y azlcares mediante
HPLC. Se investigd el perfil de metabolitos secundarios y la actividad antioxidante
antes y después de un proceso de digestion in vitro. La evaluacion de la actividad
antimicrobiana se realizO con seis microorganismos patdgenos. Identificd 13
compuestos fenolicos, destacando: catequina, rutina, acido siringico y feralico. Los
azucares mayoritarios fueron la fructosa y glucosa. El contenido de perdxido de
hidrogeno fue de 88.33-111.83 ppm hasta 609.68-965.97 ppm. El contenido de prolina
fue de 333.88-575.93 mg/kg. La miel de Naranjo presento los mejores resultados para
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante in vitro. La miel de Campanilla
demostrd el mejor indice de bioaccesibilidad y actividad antioxidante después del
proceso de digestién in vitro. Todas las muestras evaluadas inhibieron el desarrollo de
Bacillus cereus. Concluyendo que las mieles mexicanas evaluadas poseen actividad
antioxidante y antimicrobiana.

Con base a lo antes mencionado, el problema y la hip6tesis de esta investigacion

son los siguientes:



Problema: ¢Las mieles, silvestre y de floracion de durazno-ciruela, presentaran propiedades

particulares que las caractericen como una mejor opcion alimenticia y medicinal?

Hipotesis: Se tiene documentado que diversos tipos de miel presentan propiedades alimenticias

y medicinales, entonces las mieles, silvestre y ciruela durazno, muy probablemente presenten

caracteristicas que demuestren su calidad como alimento y como una alternativa medicinal.

Objetivos:

+ Objetivo general: Evaluar las propiedades fisicoquimicas y antibacterianas de dos

mieles, una de panal silvestre y otra de ciruela-durazno.

+ Objetivos particulares:

De la muestra de miel.

1.
2.

+

+ + + + 4+

-+

-+

Determinar sus propiedades organolépticas.

Determinar sus propiedades fisicoguimicas

Color.

Densidad.

Porcentaje de humedad.

Grados Brix.

Concentracion de fructosa.

Angulo de rotacion.

pH.

Concentracion de acidos organicos.
Concentracion de carbohidratos reductores.
Concentracion de proteinas.

Concentracion de fenoles, flavonoides, alcaloides.
Capacidad antioxidante.

Concentracion de &cido ascorbico (vitamina C)

Evaluar su actividad antibacteriana.




Materiales y métodos:

+ Obtencion de la muestra de miel:
Miel de panal silvestre:
Se obtuvo de un panal silvestre del estado de Guanajuato, localizado a 20.41° N y 100.98° W,
dentro de la comunidad de las Galeras, ubicada en el municipio de Cortazar (Figura 1) a una
altitud de 1730 m.s.n.m. Este municipio se encuentra en el sur-centro del estado, limita al norte
con los municipios de Villagran y Celaya, al suroeste con Tarimoro, al sur con Salvatierra, al
suroeste con Jaral de Progreso y al oeste con Salamanca. Se sabe que la vegetacion que rodea
a este panal silvestre principalmente es de mezquite Prosopis laevigata. (Humb. & Bonpl. ex
Willd.) M.C.Johnst.

e
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Figura 1: Vista satelital del Municipio de Cortazar en el estado de Guanajuato. Recuperado
de Google Maps.
Miel floracion ciruela-durazno:
Se obtuvo del estado de Veracruz, en el municipio de Altotonga (Figura 2) localizado a
19°45'58"N 97°14'44"0 a una altitud de 2500 m.s.n.m.
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Figura 2: Vista satelital del Municipio de Altotonga en el estado de Veracruz. Recuperado

de Google maps.

Propiedades organolépticas:
Las propiedades organolépticas, como su hombre lo indica, estan basadas en lo que se puede
observar y percibir a simple vista, si bien puede ser bastante subjetivo, se ha considerado los
criterios con base en la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-004-SAG/GAN-2018.
- Color: propio caracteristico derivado de la vegetacion de origen, variable de: blanco
agua, extra blanco, blanco, ambar extra claro, &mbar claro, ambar y oscuro.
- Olor: Propio caracteristico derivado de la vegetacion de origen.
- Sabor: Propio caracteristico derivado de la vegetacion de origen.
- Consistencia: Fluida, viscosa, total o parcialmente cristalizada.
Estas cuatro caracteristicas se realizaron con el consenso de 7 personas, donde cada una probd
las mieles y mencion0 las caracteristicas percibidas.
+ Densidad: se determind el peso de un volumen determinado de miel y se calculd su
densidad con la formula
0 =w/v
Donde 6: es la densidad expresada en g/ml
w: es el peso de la muestra de miel (g)
v: es el volumen de la muestra de miel (ml).

+ Porcentaje de humedad y grados Brix



El contenido de agua (%) y solidos disueltos (grados Brix) se determiné con el equipo RePo-4
marca ATAGO. Donde se calibré con agua destilada y posteriormente se procedié a colocar
una poca cantidad (3 mL aproximadamente) de cada miel en el &rea de muestreo y se realizé la
lectura de datos.

+ Concentracion de fructosa y angulo de rotacion.
Se determinaron con el equipo RePo-4 marca ATAGO. Se realizé el mismo procedimiento
antes mencionado para porcentaje de humedad y color.

+ pH.

Para determinar el valor del potencial de hidrogeno (pH) se realiz6 mediante la lectura directa
de un potenciémetro marca HANNA modelo H198103. Se disolvieron 10 gramos de miel en
75 mL de agua destilada y se midi6 el pH.

+ Prueba de dextrina.
En esta técnica se tomo alrededor 50 g de miel fluida, se disolvié en 10 mL de agua destilada
y se agregé 3 mL de alcohol al 96%. La dextrina al ser un edulcorante artificial deberia
reaccionar al alcohol y formar una espuma o una mancha blanca.

+ Concentracion de acidos organicos.
Se determind por medio de una titulacion (Apéndice I) con NaOH 0.01 N. Se disolvieron 10
g de miel en 75 mL de agua destilada y se agregaron 5 gotas de fenolftaleina para la solucion
problema. En una bureta se colocaron NaOH 0.01 N y se dejé gotear sobre la solucion problema
hasta que tuvo un viraje que se mantuvo aproximadamente por un minuto. Los mililitros
utilizados para el viraje se registraron para hacer los calculos correspondientes. La
determinacion se hizo por triplicado (25).

+ Concentracion de carbohidratos reductores.
Se aplicé el método modificado de Nelson-Somogyi (Apéndice 11), empleando el reactivo de
arsenomolibdato de cobre. Se realiz6 una extraccion de 10 mg de la muestra de miel y se
mezclé con 2 mL de etanol al 80%, se colocd en hielo por 15 minutos posteriormente
centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos, decantar y evaporar al vacio obteniendo asi los
carbohidratos en el fondo de los tubos (25)
Posteriormente para su cuantificacién se agreg6 agua destilada, se colocaron los tubos en bafio
maria por 20 minutos y se enfriaron con agua corriente, se agreg6 100 ul de arsenomolibdato,
750 pl de agua destilada y se pasaron a una placa ELISA y se leyeron a 540 nm en el

espectrofotometro y se realizo por triplicado. El estandar para la curva patron fue la glucosa.

+ Concentracion de proteinas.



La determinacion de proteinas se realizo por el método de Bradford (1976) (Apéndice I11), por
espectrofotometria (595 nm). Se peso 1g de miel y se disolvié en 4 mL de una solucion fria
12:5:3 de metanol-cloroformo-agua (MCA). Se centrifugd a 4500 rpm por 10 minutos y se
recolectd el sobrenadante y se agregaron 2 mL mas de la mezcla de MCA vy se volvi6 a
centrifugar por 10 minutos y se junto el nuevo sobrenadante con el previamente recuperado.
Se agregd 1 mL de cloroformo y 1.5 de agua, se volvid a centrifugar para obtener la parte
acuosa de la cloroférmica, se recuperd la fase acuosa, ya que ahi se encuentran las proteinas a
cuantificar por el método de Bradford, utilizando una curva patrén de albimina 100 pg/mL. Se
leyé en una placa ELISA a 595 nm. La determinacion se hizo por triplicado y se utilizé
albimina para la curva patron (26).

+ Pruebas cualitativas
Previo a la extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos y alcaloides se realizaron las
pruebas cualitativas para ambas mieles.
Se utilizaron 5 g de miel y se disolvieron en 10 mL de agua y se distribuyeron en 5 tubos de
ensaye (2 mL). Para la prueba de fenoles se utiliz6 cloruro férrico como reactivo, flavonoides
se utiliz6 cloruro de aluminio y para alcaloides primero se tuvo que acidular con HCI 1 N y
como reactivos se utilizaron Dragendorff y Mayer.
Se agregaron entre 4 y 5 gotas de cada reactivo en un tubo respectivamente segun lo que se

buscaba analizar.

+ Fenoles, flavonoides, alcaloides.
La determinacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 utilizando el reactivo de Folin
Ciocalteau (Apéndice V). Se construy6 una curva patron con acido galico (2 mg/ 1 mL) como
estandar de referencia, el ensayo se leyd a 725 nm (27).
Se disolvieron 300 mg de miel en 500 uL de agua y se aforé a 1 mL en una probeta, de esa

preparacion se tomaron alicuotas de 20,50 y 100uL.

El contenido de flavonoides se determind espectrofotométricamente mediante la reaccion de
estos con tricloruro de aluminio (Apéndice V). Se construy6 una curva patron con quercetina
como estandar de referencia, el ensayo se leyé a 415 nm.

Se pesaron 600 miligramos de miel y se disolvieron en 3 mL de metanol, de este stock se
tomaron diferentes volumenes para formar un abanico de concentraciones que se pusieron en
contacto con AICI3. Finalmente, después de 30 minutos de reaccion el ensayo se ley6 a 415 nm
(28).



El contenido de alcaloides se determiné utilizando verde de bromocresol (Apéndice VI). Se
diluy6 1 g de miel en 5 mL de agua, se agregd un buffer, se agrego el verde de bromocresol,
neutralizados los alcaloides se agregd cloroformo. Se pasé a una placa ELISA y se ley6 a 470
nm

Se construyd una curva patrén con atropina como estandar de referencia, el ensayo se leyé a
470 nm (29).

+ Capacidad antioxidante.
Basado en la reduccion del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil (Apéndice VI1) (DPPH) por
parte de la miel para calcular la capacidad antioxidante de ésta al 50% (CA 50).
Se pesaron 10 mg de miel y se disolvieron en 5 mL de metanol grado HPLC siendo el primer
stock y se prepar6 un segundo stock donde se tomaron 20 microlitros del stock 1y se agregaron
180 uL de metanol grado HPLC y se realizo una curva de 1- 1000 ppm llevando a 1 mL los
tubos. Se pasaron alicuotas a una caja de ELISA fondo plano, se colocaron 50 puL de cada
concentracion y se agregaron 150 uL. de DPPH, se incubaron por media hora y se leyeron en
espectrofotometro a 540 nm (30).

+ Acido ascorbico

A un gramo de miel se le agregaron 4 mL de acido tricloroacético al 10% Yy se procedio a
homogenizar y se dejo reposar en hielo por 5 minutos y pasado el tiempo se centrifugd a 3000
rpm durante 5 minutos (Apéndice VIII).
Se tomaron alicuotas y se afor6 a 200 puL con agua y Folin,Ciocalteau se dejaron reposar por
10 minutos se ley6 a 760 nm. Los datos de la absorbancia se interpolaron en una curva patron
de &cido ascorbico (31).

+ Actividad antimicrobiana.
Se realizé a través del método modificado de difusion en agar Kirby-Bater (32), utilizando
como control positivo sensidiscos impregnados con 25 mg de Cloranfenicol. Para evaluar la
actividad antimicrobiana de la miel, se cavaron pozos en el agar con la boquilla de pipetas
Pasteur (Figura 3), que se llenaron directamente con miel hasta llenar el pozo (Figura 4). La
miel, al difundir por el agar, interacciona con las bacterias en cada ensayo. El efecto se hizo
evidente con la aparicion de halos de inhibicion y reduccién del crecimiento, que fueron
medidos y cuyos resultados se expresan en milimetros. Se evalué sobre bacterias Gram
positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Entero faecalis) y Gram
negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli). Se cultivaron las bacterias tanto en
caldo como en agar Miieller Hinton (1.5 x 108 UFC/mI). Se realizaron diluciones de 200 uL,

10



del caldo original de bacterias, sobre 10 ml de caldo Mueller Hinton. Las cajas se incubaron a
35 °C durante 24 horas, se observaron y midieron los halos de inhibicion al dia siguiente
(Apéndice IX).

Figura 4: Llenado de pozos con las muestras de miel
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Resultados:

Propiedades organolépticas.

Se llegd a un consenso entre 7 personas, las caracteristicas percibidas se catalogaron segun la
NOM 004 y se reportan en el cuadro 1

Cuadro 1: Caracteristicas organolépticas de ambas muestras de miel.

Propiedad Miel de Guanajuato Miel floracion Durazno-
ciruela

Olor Propio Dulce

Sabor Dulce Propio de la vegetacion

Consistencia Viscosa Liquida

En el cuadro 2 se reportan las caracteristicas fisicoquimicas donde se registré un pH acido para
ambas mieles siendo un factor importante que influye en la actividad antibacteriana, también
se reportan porcentajes de humedad por debajo del 20% siendo un criterio de calidad
importante para la produccion y comercio de miel. Los demas valores entran en los parametros
de calidad de acuerdo con la NOM-004.

Cuadro 2: Caracteristicas fisicogquimicas de ambas mieles

Propiedad Miel Guanajuato Miel floracion durazno- ciruela
Color mm Pfund 86° (ambar claro) 140 (dmbar oscuro)

Angulo de rotacion -3.29 -0.08
Concentracion de fructosa 59.6 % 53.7%

pH 3.8 4.4

Densidad (g/mL) 1.02 g/mL 1.06g/mL
Porcentaje de humedad (%0) 15.2 % 18.2 %

Grados Brix 79.2 80.1
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Propiedades bioquimicas de las muestras de miel.

Prueba presencia de dextrina.

En ambas mieles, de Guanajuato y floracion Ciruela durazno, no se observé espuma ni mancha
blanca (Figura 5) lo que indica que ambas son puras y no contienen dextrina o algin

edulcorante.

Figura 5: Prueba de dextrina sobre miel. A) se afiadié aproximadamente 3 mL de alcohol al

96%. B) muestra de miel posterior al alcohol, no se observé espuma.

+ Cuantificacion de acidos organicos.
Basado en una reaccion de neutralizacion entre la muestra de miel y sus acidos organicos,
llegando al viraje de color rosa palido (Figura 6). Obteniendo como resultado 1.7 meq de
Ac.0./ Kg de miel esto para la miel de Guanajuato mientras que la miel de Ciruela Durazno se

obtuvo como resultado 5.3 meq de Ac.O/Kg de miel.
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Figura 6: Cuantificacion de acidos organicos. A) muestra de miel antes de afiadir la solucion

neutralizante, B) muestra de miel posterior a afiadir la solucion y con el vire a color rosa

palido.

+ Concentracion de carbohidratos reductores:

Se realizaron los calculos y se obtuvo como resultado para la miel de Guanajuato de 58.5% y

72.5% para la miel de floracion de durazno-ciruela de carbohidratos reductores. Estos valores

se interpolaron en una curva patron de glucosa (Figura 7).

Carbohidratos

1.25 +

1.00

0.75

0.50 ~

0.25 4

Absorbancia a 540 nm

0.00 4

S5.98E-03*x + 0.0146 R2 = 0.9955

| | | |

50 100 150 200

Concentracion de glucosa (ug/mL)

Figura 7: Curva patron de glucosa y absorbancias interpoladas de la miel de panal silvestre

(azul) y miel de floracion de durazno ciruela (naranja).
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+ Concentracion de proteinas:
Se realiz6 por el método de Bradford. Se realizé la curva patrén con albimina interpolando los
valores de ambas mieles y se obtuvo como resultado que la miel de floracion de durazno tuvo

0.38 % de proteinas y 0.48 % de proteinas en la miel de Guanajuato (Figura 8).

Proteinas

@® Absorbancia 0.0202*x + 9.38E-03 R2 = 0.992
0.25 +

0.20 + b
0.15 + o
0.10 4

0.05 L L

Absorbancia a 595nm

0.00 -4 I I I I I

Concentracién de albumina (pug/mL)

Figura 8: Curva patron de albumina y absorbancias interpoladas de la miel de panal silvestre
(azul) y miel de floracién de durazno ciruela (naranja). La concentracion de albdmina en
ug/mL.

+ Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y
alcaloides)

Posterior a la administracion de los reactivos a las muestras de miel se aprecié un cambio en la
coloracion, precipitacion y/o consistencia (Figura 9) de éstas obteniendo como resultado que,
en el caso de la determinacion de fenoles se observé un ligero vire de color muy tenue en la
parte superior de la muestra al agregar FeCls, interpretandose como presuntamente negativo la
presencia de dichos compuestos. Para flavonoides no hubo cambio alguno al agregar AIClz por
lo que se asume como poca presencia o ausencia de estos compuestos. En el caso de alcaloides,
con Dragendorff se observo un ligero precipitado de color negro, tomando como presuntamente

negativo, por el otro lado con el compuesto de Mayer no hubo reaccién alguna. Debido a que

15



estas pruebas son un poco imprecisas se opté por realizar las pruebas cuantitativas pertinentes

para cada metabolito secundario.

L4 =

Figura 9: Pruebas cualitativas en muestras de miel de panal silvestre. A) testigo, B) fenoles,
C) flavonoides, D) alcaloides con reactivo Dragendorff y E) alcaloides con reactivo Mayer.

+ Cuantificacion de fenoles totales.
Se realizaron los calculos correspondientes y se obtuvo como resultado 72 mg eAG/ 100 g de
miel y 84 mg eAG/100 g miel, en la miel de Guanajuato y Ciruela Durazno respectivamente.
Los valores se interpolaron en una curva patron de acido galico (Figura 10).

Fenoles totales

Absorbancia a 760 nm

Concentracién de acido gédlico mg/mL

Figura 10: Curva patron de acido galico y absorbancias interpoladas de la miel de panal
silvestre (azul) y miel de floracidn de durazno ciruela (naranja).
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+ Cuantificacion de flavonoides
Se determino que los flavonoides estan a una concentracion de 3.0 mg/ 100 g en la miel de
Guanajuato y 2.8mg/100 g ciruela-durazno. Los valores se interpolaron en una curva patrén de

quercetina (Figura 11).

Flavonoides totales

3 =
() 0.0346*x + -0.0148 R2 = 0.993

Absorbancia a 450 nm

(e T T T T

0 20 40 60 80

Concentracién de quercetina (ug/mL)

Figura 11: Curva patron de quercetina y absorbancias interpoladas de la miel de panal silvestre

(azul) y miel de floracion de durazno ciruela (naranja).

+ Cuantificacion de alcaloides.
No hubo presencia de alcaloides en ninguna de las mieles. Se realizé la curva patron de

atropina, pero al no presentar alcaloides no se interpolaron valores de las mieles (Figura 12).
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Alcaloides
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Figura 12: Curva patrén de atropina.

+ Evaluacion de la actividad antioxidante por el método de reduccion del radical de
DPPH (CA 50).

A través de una reaccion colorimétrica entre el radical DPPH y la miel, se puede determinar la
capacidad antioxidante de ésta, resultados que en 400 ppm se obtuvo un 38 % de reduccion
siendo este el porcentaje mas alto para la miel de panal silvestre (Figura 13) y una
concentracion de 20 ppm se obtuvo el 40% de reduccion para la miel de floracién de durazno-
ciruela (Figura 14).
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Capacidad antioxidante miel de panal silvestre.
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Figura 13: Curva de reduccion de DPPH de la miel de panal silvestre, sefialando el mayor

porcentaje de reduccion en color azul.

Capacidad antioxidante de miel de floracion de durazno ciruela
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Figura 14: Curva de reduccién de DPPH de la miel de floracion de durazno ciruela, sefialando

el mayor porcentaje de reduccién en color anaranjado
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+ Vitamina C:

De la extraccion y respectiva cuantificacion del acido ascorbico se obteniendo como valores

62.4 mg Vit C/ 100 g para la miel de Guanajuato y 151 mg Vit C/100 g para la miel de floracion

de durazno ciruela. Los valores obtenidos se interpolaron en una curva patréon de acido

ascorbico (Figura 15).
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Figura 15: Curva patron de &cido ascorbico y absorbancias interpoladas de la miel de panal

silvestre (azul) y miel de floracion de durazno ciruela (naranja).

De los valores obtenidos para las pruebas bioquimicas se observo la diferencia entre las mieles

donde se observa una mayor cantidad de fenoles, mayor capacidad antioxidante, aungue con

muy poca diferencia y una mayor cantidad de acido ascérbico para la miel de floracién de

durazno ciruela mientras que para la miel de panal silvestre se obtuvieron valores mayores para

proteinas y flavonoides (Cuadro 3).

Cuadro 3: Valores de pruebas bioguimicas de ambas mieles.

Miel/ analisis A. Organicos/ CHOOS. Proteinas/ | Fenoles/ | Flavonoides | Alcaloides CA Vit C/
Kg Reductores 100 g 100g /100g /100 g 100 ¢
Panal silvestre 1.7 meq Ac.O 58.5 % 0.48 % 72 mg 3.0 mg 38%a 62.4
eAG 400 ppm | mg Vit
C
Durazno- ciruela. 5.3 meq Ac.O 725 % 0.38 % 84 mg 2.8mg 40%a | 151 mg
eAG 20 ppm Vit C
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+ Actividad antimicrobiana:

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las mieles se realizaron diluciones de 200
uL, del caldo original de bacterias, sobre 10 ml de caldo Mueller Hinton (1 x 108 UFC/mL) y

se utilizé como control positivo Cloranfenicol.
Se realizo el llenado de los pozos con las mieles. Los resultados y analisis estadistico de las

medidas de los halos de inhibicion (Figura 16) se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4: Efectos de las muestras de miel sobre el crecimiento de bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

Bacteria Miel Guanajuato | Miel Durazno | Cloranfenicol
S. aureus (CDBB-1044) 0.0 14.3 +2.33b 21.7+0.6
S. aureus ( caso clinico) 0.0 13.0 £ 1.02b 30.3+£0.6
S. epidermidis (ATCC 12228) 8.3+0.6 11.7 £ 0.6° 10.3+15
E. faecalis (CDBB-B1533) 0.02 0.02 20.3+15
P. aeruginosa( CDBB-B99) 0.0 10.7 £ 0.62P 183+1.2
E coli 8.0 +1.62 10.0 £ 0.02b 243 £0.6

a: diferencias significativas con respecto al grupo cloranfenicol; b: diferencias significativas
entre las dos mieles.

Se realiz6 el analisis estadistico (ANOVA de una via), con respecto a las cepas bacterianas S.
aureus CDBB-1044 (P<0.0015), S. aureus caso clinico (P<0.0001) y P. aeruginosa (P<0.0001)
unicamente la miel de panal silvestre fue la que mostré halos de inhibicion que fueron de menor
diametro y mostraron diferencias significativas con el grupo control positivo (cloranfenicol).
Con respecto a la actividad sobre S. epidermidis, ambas mieles mostraron halos de inhibicion
y no hubo diferencia significativa con el control positivo (P<0.05); cabe destacar que la miel
de durazno mostro halos de mayor didmetro que la de Guanajuato y que si hubo diferencias
significativas entre la actividad antibacteriana (P<0.015). En cuanto a la actividad sobre E. coli,
ambas mieles mostraron halos de inhibicion de menor diametro y fueron significativamente
diferentes que el control positivo (P<0.0001), de nuevo la miel de durazno mostré halos de
mayor diametro que la de Guanajuato y significativamente fueron diferentes (P<0.02).
Finalmente, ninguna de las mieles presento actividad sobre E. faecalis (Figuras 16 y 17).
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Figura 16: Actividad antibacteriana de la miel de panal silvestre y la de floracién de durazno
donde se aprecia la diferencia entre ambas mieles y el grupo control. Los datos representan el
promedio de cada grupo. Se realiz6 ANOVA de una via y la prueba de Tukey para determinar
diferencias significativas entre los grupos. a: diferencias significativas con respecto al grupo
cloranfenicol; b: diferencias significativas entre las dos mieles.
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Figura 17: Halos de inhibicion de las mieles de panal silvestre (G) y de floracién de durazno
ciruela (4). Cepas: B1(S. aureus CDBB-1044), B2 (S. aureus caso clinico), B5 (S.
epidermidis), B6 (E. faecalis), B8 (P. aeruginosa) y B 19 (E. coli).

Discusion:

La miel es la sustancia dulce producida por las abejas, ya sea por Apis mellifera o Meliponas,
a partir del néctar de las flores o de secreciones extra florales. Las abejas la producen a partir
de la combinacién y transformacion de sustancias para posteriormente almacenar y madurar la
miel en sus panales (33)

Su uso dentro de la medicina tradicional e incluso actual no es desconocido destacando sus
cualidades antigripales y bucofaringeas en preparados, su accion cicatrizante, laxante, sedativa,
antibidtica, antidiarreica, para tratar gastritis, Ulceras y afecciones oftalmoldgicas (34)
volviéndola asi uno de los productos naturales con mayor relevancia y demanda alrededor del
mundo debido a que es un alimento versatil y nutritivo; sin embargo la alta demanda provoca
la escasez del producto recurriendo asi a la utilizacion de edulcorantes y/o imitaciones por lo
que la importancia del estudio de mieles es vital para la correcta produccion, comercializacion
y en este caso contar con las propiedades adecuadas descritas en la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-004-SAG/GAN-2018 para asi asegurar sus calidad y pureza.

En este trabajo se analizaron dos mieles, una de panal silvestre proveniente del estado de
Guanajuato y una de floracién de durazno ciruela proveniente del estado de Veracruz, se buscé
analizar sus propiedades organolépticas, fisicoquimicas, capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana.

Como resultado, se obtuvo que la miel de panal silvestre como tiene un color &mbar claro (86°)
sabor dulce, olor propio de la vegetacion y consistencia viscosa, mientras que la miel de
floracion de durazno-ciruela fueron color &mbar oscuro (140°), sabor propio de la vegetacion,
olor dulce y consistencia liquida. Las caracteristicas organolépticas de las mieles en general,
dependen del contenido de azlcares totales, de su madurez y de la presencia de isoprenoides,
carotenos, alcaloides, flavonoides, acidos organicos, glicosidos, aminoacidos, cumarinas entre
otros (35), que otorgan propiedades a las mieles de abeja y que definen el sabor y olor de este
producto; también el origen floral juega un papel importante en el color del producto (36). La
consistencia de las mieles se ve relacionada con la capacidad de cristalizar (37). Con estos
resultados se puede observar que ambas mieles presentan propiedades diferentes;
caracteristicas de una miel que proviene fundamentalmente de la region de produccién, de la
flora utilizada por las abejas y del manejo por el que pasa. El color, sabor, olor y consistencia
juegan un papel muy importante en cuanto a la maduracion, limpieza de los procesos, humedad
entre otros factores (38). El color si bien es un factor importante para la comercializacion no
es un factor que determine la calidad lo que quiere decir que, aunque una miel sea de un color
mas oscuro no significa que sea de calidad inferior; cuanto mas oscura es la miel, mas rica es
en fosfato de calcio y en hierro. Las mieles de color claro son mas rica en vitamina A y las
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oscuras en vitaminas B y C (39), por lo que esto podria explicar el porqué la miel de panal
silvestre es color &ambar claro y la miel de floracion de durazno es color ambar oscuro (Cuadro
1).

Los resultados obtenidos de ambas mieles fueron clasificados, cumpliendo con los parametros,
segun la NOM-004.

Para los pardmetros fisicoquimicos se obtuvieron valores dentro del rango de la NOM-004;
empezando con el pH. Teniendo un pH &cido para ambas mieles, siendo la miel de panal
silvestre méas acida con un pH de 3.8 y un pH de 4.4 para la miel de floracion de durazno ciruela
(Cuadro 2). La acidez, que se debe a la presencia de &cidos organicos y que determina un pH
bajo, es un factor importante para la actividad antimicrobiana (40) ya que se algunos patdgenos
necesitan un pH minimo para desarrollarse como E. coli (4.3) o P. aeruginosa (4.4) por
mencionar unos de los patdgenos comunes, de lo contrario no se podran desarrollar (41). Los
valores obtenidos de pH obtenido para ambas mieles son valores que estan dentro de los valores
mas comunes con un rango entre 3.7 a 4.5 incluso hasta con valores de 5, este rango de valores
se reporta para diferentes mieles provenientes de diversas partes del mundo incluyendo paises
como Argentina, Egipto, Colombia y México (42) esta variabilidad de pH indica que el origen
geografico de donde se obtiene la miel, entre otros factores son los que influyen en los
parametros fisicoquimicos. La densidad tiene una estrecha relacion con la consistencia de la
miel y densidad e influye en el grado de conservacion y madurez de la miel (43). Para ambas
mieles estudiadas se obtuvieron porcentajes de humedad que entran en el valor maximo (20%)
siendo éste un porcentaje estandar para miles de todo el mundo (44), para las mieles analizadas
la miel de panal silvestre tuvo una densidad de 1.02g/ml y un porcentaje de humedad de 15.2%
mientras que la miel de floracion de durazno ciruela tuvo una densidad 1.06g/ml y un
porcentaje de humedad de 18.2 % (Cuadro 2), ambas mieles poseen valores menores al
estandar, lo cual es positivo, pues de sobrepasar este valor la miel es susceptible al crecimiento
microbiano como levaduras y mohos desencadenando el proceso de fermentacion.

Las abejas tienen la capacidad de transformar azucares complejos a aztcares mas sencillos,
esto es posible gracias a la utilizacion de enzimas presentes en la saliva de las abejas realizando
un proceso llamado hidrolisis, convirtiendo asi la sacarosa un disacarido, a fructosa y glucosa
monosacaridos facilitando su absorcion con rapidez en la mucosa intestinal y proporcionan
energia inmediata (45). En cuanto a la concentracion de fructosa se obtuvieron valores de 59.6
% para la miel de panal silvestre y 53.7% para la miel de floracion de durazno ciruela,
cumpliendo ambas con la NOM-004 siendo un valor minimo de 60% conjuntando glucosa y
fructosa siendo estos los azcares que, en su mayoria, componen a la miel. Para los grados Brix
0 sélidos disueltos se reportaron 79.2% y 80.1% (Cuadro 2) para la miel de panal silvestre y
la miel de floracion de durazno ciruela respectivamente, si bien no existe un estandar para estos
valores se han reportado valores similares para miles de Apis mellifera provenientes de México
reportando valores como 76.7% como minimo y 89.5% como maximo (46).

En cuanto a los acidos organicos ambas mieles cumplen con los parametros establecidos,
siendo 50 meq Ac.O/kg el valor maximo segun la NOM 004, ambas mieles cumplen con el
valor estandar, teniendo un valor reportado de 5.3 meq de Ac. O/ kg para la miel de floracion

24



de durazno ciruela mientras que la miel de panal silvestre se report6 un valor de 1.7 meq Ac.
O/ kg.

Los carbohidratos reductores reportados para ambas mieles son valores que son considerados
como apropiados segun otros autores, si bien la miel de panal silvestre tiene un valor menor al
estandar, siendo el valor obtenido para ésta de 58.5%/ 100 g , no se considera de fuera del
estandar ya que es muy poca la diferencia; mientras tanto la miel de floracion de durazno ciruela
con un valor reportado de 72.5 % /100 g si cumple con este estandar que es de valores >
60%/100 g esto de acuerdo a la NOM 004.

La concentracion de proteinas es baja en ambas mieles, obteniendo como resultado para la miel
de floracion de durazno ciruela tuvo 0.388% de proteinas y 0.488 % de proteinas en la miel
de panal silvestre concordando con otras mieles de diferentes partes del mundo que han sido
estudiadas, siendo un valor estandar que puede oscilar entre 0.1% a 0.5% de proteinas las que
en su mayoria enzimas son proporcionadas por las abejas al momento de convertir el néctar y
también es un valor sujeto al origen floral asi como otros factores como la especie de abeja,
polen (47).

Los valores de fenoles, flavonoides y alcaloides estan sujetos a factores como origen botanico,
origen geografico, condiciones biofisicas de la region, fuente floral, temperatura, clima, especie
de abeja y temporada de cosecha (48,49). Es importante el estudio de estos compuestos ya que
se les atribuyen propiedades positivas como la capacidad antioxidante.

Los radicales libres son los responsables de la oxidacion de lipidos, proteinas y acidos nucléicos
lo cual esté& estrechamente relacionado a afecciones a la salud como cancer, envejecimiento y
mutaciones (50).

La capacidad antioxidante es la capacidad de poder retardar o inhibir la oxidacion relacionada
con los radicales libres y la neutralizacion de éstos esta relacionada a moléculas biolédgicas o
fitoquimicos que contribuyen a una mejoria en la salud como los flavonoides, alcaloides,
fenoles y acido ascérbico (51), aunque no se restringe solamente a la accién de estos, siendo
su concentracion relacionados al origen floral entre otros factores (52). Las mieles analizadas
reportaron presencia de 3 fitoquimicos. En cuanto a los fenoles la miel de floracién de durazno
tuvo mayor concentracion que la miel de panal silvestre, 72 mg eAG/ 100 g de miel y 84 mg
eAG/100 g miel , en la miel de panal silvestre y ciruela durazno respectivamente siendo valores
similares reportados en mieles de México, provenientes del estado de Guerrero reportando
valores de entre 101.5 mg eAG/100y 68 mg eAG/100 para miles de color &mbar oscuro, ambar
y @mbar claro (53) asi confirmando que esta relacionado el color de las mieles asi como con
la capacidad antioxidante a la cantidad de fenoles, siendo que las mieles méas oscuras tienen
mayor concentracion de fenoles y una mayor capacidad antioxidante (21). Para flavonoides los
valores obtenidos fueron de 3.0 mg Q/ 100 g y 2.8 mg Q/ 100 g para la miel de panal silvestre
y miel de floracion de durazno ciruela (cuadro 3) respectivamente siendo valores que
concuerdan con datos previamente reportados que oscilan entre 1.42 y 17.75 mg /100 g (11).
La presencia de alcaloides pirrolizidinicos en la miel, que son los responsables de afectar la
salud tanto de las abejas como del ser humano, ha sido documentada en estudios que se han
desarrollado en varios paises y reportan diferentes niveles de concentracion y origenes
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vegetales de éstos siendo valores muy pequefios que pueden ir desde 0.0017mg/100 g hasta 3.9
mg/100 g (54,55). No se report6 presencia de alcaloides para ambas mieles indicando una
buena sefial ya que de lo contrario la miel seria un producto téxico para el consumo humano
ya que son compuestos mutagenicos, carcinogénicos y hepatotoxicos si se consumen en
grandes cantidades (6). Si bien esta informacion suena alarmante cabe mencionar que no se
han reportado casos de intoxicacion por alcaloides presentes en miel y esto debido a la
seleccion floral que tienen las abejas, ademés del procesamiento que sufre el néctar
disminuyendo asi las probabilidades de presencia de trazas de alcaloides (56). Conjuntando los
metabolitos secundarios se da la capacidad antioxidante donde se obtuvo que la miel de
floracion de durazno ciruela tuvo una mayor capacidad antioxidante siendo de 40% a 20 ppm
(figura 12) que la miel de panal silvestre tuvo una capacidad maxima de 38% a 400 ppm
(figura 11) concordando con lo anteriormente mencionado donde las mieles oscuras contienen
mayor cantidad de fenoles proporcionando una mayor capacidad antioxidante. Del mismo
modo estos rangos de capacidad antioxidante concuerdan con valores obtenidos de mieles
provenientes de diferentes partes de México obteniendo porcentajes de reduccion de 74%, 27
% y 18.3 % para mieles de Naranjo, Cactaceas y Campanilla (24).

La Vitamina C o &cido ascérbico, perteneciente al grupo de las vitaminas hidrosolubles por lo
que no se almacena en el cuerpo por un largo periodo de tiempo; ademas, no siendo sintetizada
por el ser humano, ésta debe ser consumida por medio de una dieta (57) se han encontrado
diversas concentraciones de vitamina C en varias muestras de miel, en las que la concentracion
de vitamina C oscila entre 0,34 y 75,9 mg/100 g de miel (58). Si bien la miel de floracion de
durazno ciruela sobrepasa de los valores mencionados anteriormente, esto no afecta en su
consumo o en alguna otra propiedad de hecho se reporta que la Vitamina C promueve la
actividad antimicrobiana en algunas bacterias (17). La concentracion de acido ascorbico en
ambas mieles entra en los rangos que se han descrito en otras mieles siendo el valor obtenido
de 151.2 mg Vit C/ 100 g y 62.4 mg Vit C/100 g para las mieles de floracion de durazno ciruela
y panal silvestre respectivamente.

La miel al ser una solucion supersaturada de azucares, el 84 % una mezcla entre glucosa y
sacarosa, crea una fuerte interaccion entre las moléculas dejando muy pocas moléculas de agua
disponibles, impidiendo el crecimiento de casi cualquier microorganismo, la alta concentracion
azucar provoca la salida de liquidos de los tejidos creando un ambiente aséptico inhibiendo asi
el crecimiento de microorganismos patdgenos (59).

La actividad antimicrobiana en las mieles es multifactorial, siendo unos de los principales
factores la acidez, la presencia de peréxido de hidrégeno, asi como la presencia de ciertos
fitoquimicos que ayudan a la inhibicion de microorganismos, otros factores son la alta presién
osmotica, la baja actividad del agua, el bajo pH, el bajo contenido en proteinas, alto contenido
de azlcares reductores, una viscosidad que limita el oxigeno disuelto entre otros factores (60).
Dentro de todos los factores a los que se les atribuye el efecto antibacteriano de la miel se han
hecho estudios donde destacan que la presencia de la enzima glucosa-oxidasa que es
responsable de la produccion de perdxido de hidrogeno y por lo tanto, es la principal causa de
la actividad antimicrobiana (61) también los agentes quimicos-fitoquimicos o mejor conocidos
como metabolitos secundarios como los flavonoides, compuestos arométicos y los
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antioxidantes fendlicos son conocidos por inhibir un amplio rango de bacterias Gram positivas
y Gram negativas (62).

Se ha reportado la actividad antimicrobiana de diferentes mieles de diferentes partes del mundo
demostrando asi un listado de bacterias sensibles al efecto antimicrobiano de la miel entre las
que se menciona S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. faecalis, entre otras (38).

Esta propiedad fue evaluada en bacterias Gram positivas como S. aureus, S. epidermidis y E.
faecalis y Gram negativas como P. aeruginosa y E coli; ambas mieles analizadas en este
estudio, presentaron efecto inhibitorio (Figura 14 y 15) sin embargo la miel de floracion de
durazno ciruela fue la que tuvo un mayor efecto, actuando en 5 de las 6 cepas utilizadas (S.
aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa y E.coli), mientras que la miel de panal silvestre
solamente tuvo efecto en 2 bacterias ( S. epidermidis y E coli). Cabe destacar que ninguna de
las dos mieles tuvo efecto en las cepas de E. faecalis

En un estudio realizado en Costa Rica donde evaluaron la actividad antimicrobiana de 25
mieles contra S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli, S. enteritidis, L. monocytogenes
y A. niger , utilizando diluciones de (100, 75, 50, 25, 12.5y 6.25% v/v) teniendo efecto en 4 de
los microorganismos donde concluyeron que se obtuvo un mejor efecto inhibitorio sin
disoluciones (100 % v/v) teniendo un mayor efecto en las cepas de S. aureus, en las demas
cepas no hubo un efecto inhibitorio sefialando resistencia de cepas como S. epidermidisy L.
monocytogenes. Ninguna de las mieles presento efecto sobre A. niger (22).

Por otro lado, un estudio en Espafia estudio el efecto antibacteriano de 31 muestras de miel
sobre diez cepas bacterianas patégenas: Escherichia coli O157:H7; Salmonella enterica ser.
Typhimurium; Shigella sonnei; Pseudomonas aeruginosa; Bacillus cereus; Listeria
monocytogenes; Staphylococcus aureus 9144 y MRSA,; Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis, mediante la técnica de difusion en placa. Todas las bacterias Gram negativas excepto
P. aeruginosa fueron sensibles a todas las muestras de miel (63)

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los de otros estudios previamente
mencionados donde se destaca la sensibilidad de ciertas cepas como S. aureus, P. aeruginosa
y E.coli.

El hecho de que ambas mieles no tuvieran el mismo efecto se debe a las particularidades de
cada una de las mieles, asi como a la resistencia bacteriana que pueden llegar a presentar las
bacterias, del mismo modo el manejo que se la da a las mieles para su cosecha influye mucho,
desde la colecta como el almacenaje, temperatura, humedad, etc. En este estudio se obtuvieron
valores mayores para la miel de floracion de durazno ciruela, como se mencioné el efecto
antimicrobiano de la miel es multifactorial, pero de este estudio destaca que la concentracion
de fenoles, carbohidratos reductores, Vitamina C son factores que influyeron en la actividad,
del mismo modo la madurez de las mieles es un factor que puede influir.
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Conclusiones.

e Las 2 muestras de miel son productos puros y cumplen con los parametros
fisicoquimicos descritos en la NOM-004.

e Cada miel tiene propiedades particulares, siendo estas propiedades sujetas al tipo de
suelo, floracion, clima. Las mieles fueron colectadas en diferentes zonas, a diferentes
altitudes también el tipo de manejo que se dio al momento de recolectarlas es un factor
que influye.

e Ambas mieles presentaron actividad antioxidante, las mieles son una buena fuente
nutritiva inclusive como un antioxidante natural.

e Ambas mieles presentaron propiedad antibacteriana, las mieles pueden ser utilizadas

como una alternativa y como un remedio natural antimicrobiano.
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Apéndices
Apéndice |

Cuantificacion de acidos organicos.
Esta técnica se basa en que las reacciones acido-base son reacciones de equilibrio homogéneo
(neutralizacion) entre un acido y una base produciendo una sal mas agua.

La normalidad es util porque se considera que un mol equivalente de &cido neutraliza un mol

equivalente de base.

Es por ello que se utiliza una solucion con normalidad 0.01 de NaOH y una solucién de
fenolftaleina al 1% en alcohol al 96% como indicador.

Procedimiento:

1. Pesar 1 g de miel y diluirlo en 10 mL de agua destilada, adicionar 5 gotas de la
solucion de fenolftaleina.

2. Montar en un soporte una bureta de 10 mL cargada con la solucion de NaOH 0.01 N.

3. Proceder a titular la muestra problema, registrar el primer vire estable durante un

minuto y anotar la cantidad de NaOH gastado.
Los resultados se interpretan de acuerdo a la siguiente formula:
CiV1i=Cy V>
Donde:
C1 = Concentracion del titulante de NaOH.
V1=Volumen de NaOH gastado.
C2= Concentracion de acidos organicos de la muestra problema.

V2= Volumen de la muestra problema.
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Apéndice 11
Determinacion de carbohidratos por el método de Nelson-Somogyi
Extraccién de carbohidratos de una muestra de miel.

Pesar 10 mg de miel y agregar 2 mL de etanol frio al 80%.
Enfriar en un bafio de hielo por 15 min para precipitar proteinas.
Centrifugar a 10000 rpm por 15 min.

Decantar y conservar el sobrenadante.

Evaporar el etanol del sobrenadante.

S o

Reconstituir con 5 mL de agua destilada.
Cuantificacion de carbohidratos

Los azucares reductores como la glucosa reaccionan con el reactivo de cobre (CuSOs -
5H,0) formando éxido cuproso de color rojo, debido a la donacién de electrones del azucar
al ion oxidante. El 6xido cuproso precipitado insoluble no puede valorarse fotométricamente,
por lo que se trata con el reactivo de arsenomolibdato que lo transforma en un ion verdoso

que se mide en el espectrofotdmetro.

El agente reductor actia como el factor limitante, por lo que la cantidad de Cu2O es
proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra. La sensibilidad es de 25 a 250

pg/mL.

Cuadro 5: Concentraciones para preparar curva patrén para la determinacion de

carbohidratos reductores

Tubo 1 2 3 4 5 6
Patron de glucosa - 0.25 0.50 0.75 1.0 -
Agua destilada 1.0 0.75 0.50 0.25 - -
Reactivo de cobre 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
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Apéndice 111

Cuantificacion de proteinas

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Esta técnica esta basada en la formacion de un complejo entre el colorante azul brillante de

Coomasie G-25y los residuos de Arg, Trp, Tyr, His y Phe de las proteinas, 1o que provoca un

cambio de color rojo a color azul, que tiene una absorbancia maxima a 595 nm.

Para la extraccion se pesan 1 g de miel y se homogeniza con 4 mL de una mezcla de

metanol-cloroformo-agua (12:5:3). Esto se realiza por duplicado, para tener dos tubos con la

misma mezcla. Se procede a centrifugar a 4500 rpm por 10 minutos.

La solucidn stock de albumina se prepara disolviendo 10 mg albdmina bovina sérica

en 1 mL de PBS, y posteriormente, se hace una dilucion (tomar 10 pL y agregar 990 pL de
PBS) para alcanzar una concentracion de 100 pg/mL que sera la solucion stock para tomar

los microlitros que se indican en el Cuadro 5.

Se recupera el sobrenadante para realizar la cuantificacion por el método de Bradford.

Cuadro 6: Concentraciones para preparar curva patrén para la determinacion de proteinas.

Bradford (uL)

Tubo 1 2 3 4 5 6 7
Albumina (ug) 10 8 6 4 2 1 -
Stock de 100 80 60 40 20 10

albimina (uL)

PBS (pL) 60 80 100 120 140 150 160
Reactivo de 40 40 40 40 40 40 40
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Apéndice IV

Meétodo para la determinacion de fenoles totales (Método modificado de Singleton).

Para la muestra problema se pesa 300 mg de miel y se disuelve en 500 uL de agua destilada y

se afora a 1 mL en una probeta.

Se construye una curva patron usando acido galico como solucion estandar con una

concentracion de 0.2 mg/mL de la cual se toman alicuotas seriadas de acuerdo con el cuadro

7 a las cuales se les agrega el volumen correspondiente de agua para obtener un volumen de

100 pL. Posteriormente a todos los tubos se les agregan 700 pL de agua, se mezclan

perfectamente. A continuacion, se adicionan 50 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau, se

mezclan perfectamente. Después de cinco minutos, se afiaden 150 uL de una solucion de
Na2COs3 (200 g/L) (Cuadro 7)

Cuadro 7: Concentraciones para preparar curva patrén para la determinacién de fenoles totales.

Tubo Acido Patrén agua agua reactivo de | Naz COs

galico acido destilada | destilada | Folin (L)

(mg/mL) [ galico (uL) (uL) Ciocalteau

(uL) (uL)

Blanco —— —— —— 700 50 150
1 0.00625 3.12 96.88 700 50 150
2 0.0125 6.25 93.75 700 50 150
3 0.0250 12.5 87.5 700 50 150
4 0.05 25.0 75.0 700 50 150
5 0.1 50.0 50.0 700 50 150
6 0.2 200.0 0 700 50 150
Problema —— 25.0 75.0 700 50 150
Problema —— 50.0 50.0 700 50 150
Problema - 100.0 0 700 50 150

Después de dos horas de reaccion a temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 760 nm.
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Apéndice V

Determinacion de flavonoides totales.

En las plantas, los flavonoides sirven como mecanismo de defensa, y son de interés

humano pues son usados para tratar enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios y

desordenes cardiovasculares. Pertenecen al grupo de los compuestos fenolicos y son

derivados del benzopirano. Poseen varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares,

Ce- C3- Cs, designadas como anillos A, B 'y C. Dependiendo del grado de oxidacion, pueden

dividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, flavanos, y antocianinas.

El contenido de flavonoides totales se determina usando una curva patrén de

quercetina (0-100 pg/L) de acuerdo con el cuadro 8.

Preparacion de la solucion STOCK

1 mg de quercetina-1 mL de MeOH

Considerando que el volumen total de solucion STOCK es 1785 pL, se emplearan 2 mg de

quercetina en 2 mL de MeOH.

Para las concentraciones 1 a 4 ppm, hacer lo siguiente:

Del stock de quercetina (2 mg/2 mL MeOH), tomar 20 pL que llevaran 20 pg,

después, agregar 180 mL de MeOH para conseguir un volumen final de 200 pL. De este

nuevo STOCK tomar los volimenes indicados solo para las concentraciones 1 a 4 ppm.

Los volumenes indicados de STOCK para las concentraciones 5 a 100 ppm se tomaran de la

primera solucion STOCK

Cuadro 8: Concentraciones para preparar curva patron para la determinacion de

flavonoides.
[1ppm pL STOCK pL MeOH (AICI3) al 2% mL
1 10 990 1
2 20 980 1
3 30 970 1
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4 40 960 1
S) ) 995 1
6 6 994 1
7 7 993 1
8 8 992 1
9 9 991 1
10 10 990 1
20 20 980 1
30 30 970 1
40 40 960 1
50 50 950 1
60 60 940 1
70 70 930 1
80 80 920 1
90 90 910 1
100 100 900 1
Problema 1mL 0 1

Preparacion del blanco para la muestra
3 mL de la muestra en solucién con 3 mL de metanol sin (AICI3).

En el caso de la miel se recomienda sustituir el metanol por agua destilada, pues con el

solvente se forma un precipitado al momento de hacer la disolucion.

Lectura: Después de 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente. Se determina la

absorbancia a 415 nm.

Los resultados se expresan como equivalentes de quercetina/g de muestra (eqQ/g)



Apéndice VI
Cuantificacion de alcaloides.

La extraccion se realizd con 1g de miel diluido en 5 mL de agua.
Basada en la capacidad de los alcaloides de poder disolverse en medio &cido (fosfato de sodio

pH 4.7) y para ser arrastrados por solventes de baja polaridad (cloroformo).
Los valores para realizar la curva patron de alcaloides basado en la técnica de Shamsa se

muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9: Concentraciones para preparar curva patron para la determinacion de alcaloides.

Tubo Atropina (mg) Buffer fosfato (mL) | Verde Bromocresol
(mL)
1 0.5 5 5
2 1.0 5 )
3 1.5 5 5
4 2.0 5 5
5 2.5 5 5
6 3.0 5 5
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Apéndice VII

Evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el método de reduccion del radical

DPPH

Pesar 20 mg de miel y disolver en 10 mL de MeOH HPLC para preparar la solucion STOCK.

Posteriormente se tomaron 20 uL de la primera preparacion y se agregan 180 uL. de MeOH,

siendo este el segundo stock 2 posteriormente realiza un gradiente de concentraciones para

ver si existe una relacion entre la concentracion y la actividad antioxidante, de acuerdo con el

cuadro 10.

Para las concentraciones

Del stock 2 tomar volimenes indicados solo para las concentraciones 2 a 8 ppm los

volimenes indicados de stock para las concentraciones 10 a 500 ppm se tomaron de la

primera solucion de stock.

Cuadro 10: Concentraciones estandar para determinar la actividad antioxidante de una
muestra de miel mediante la reduccién del radical DPPH.

[ Jopm (uL) stock (UL) Agua destilada
2 10 990
4 20 980
6 30 970
8 40 960
10 5 995
12 6 994
14 7 993
16 8 992
18 9 991
20 10 991
40 20 990
60 30 980
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80 40 970
100 50 960
120 60 950
140 70 940
160 80 930
180 90 920
200 100 910
300 150 900
400 200 850
500 250 800
600 300 700
800 400 600
1000 500 500

En una placa de ELISA se colocan por triplicado 50 uL de cada concentracion, posteriormente,

se afiade 150 pL de la solucién metandlica de DPPH cuya concentracion final es de 0.004

g/100mL. Se protege inmediatamente de la luz y se incuba por 30 minutos a una temperatura

de 37°C. Posteriormente se mide la absorbancia de las reacciones a 540 nm en un lector de

ELISA SLT Spectra. El blanco consistié en 200 pL de agua.

Calculo del porcentaje de reduccion

Los resultados se reportan en porcentaje de reduccion y se calculan con la siguiente formula:

% de reduccion = (C — E) + C = 100

En donde:
C=Absorbancia del DPPH
E=Absorbancia del experimento (Mezcla de DPPH+miel)

Célculo de la capacidad antioxidante (CA so)
Se grafica la concentracion contra el porcentaje de reduccion para después, hacer una

regresion lineal con la que se obtiene la ecuacion de la grafica que sera despejada para

obtener la concentracion de la muestra necesaria para reducir al DPPH en un 50%.
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Apéndice VIII

Cuantificacién de vitamina C (&cido ascorbico) con reactivo de Folin-Ciocalteau.

Extraccién del acido ascorbico de una muestra de miel.

1. Pesar 1 g de miel y afiadir 4 mL de TCA (acido tricloroacético) al 10%.

2. Agitar vigorosamente hasta alcanzar un homogenizado y colocar en bafio de hielo por
5 minutos.

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos y recuperar el sobrenadante.

Cuantificacion del acido ascorbico.

Se prepara la solucion problema utilizando alicuotas de 20, 30, 40 y 50 ml del

sobrenadante y se diluyen en 180,170, 160 y 150 pL de agua destilada en conjunto de 20 mL

del reactivo de Folin-Ciocalteau, agitando hasta homogeneizar. Para preparar una solucion

stock de &cido ascorbico se disuelven 1 mg de éste en 10 mL de agua, para posteriormente

construir la curva patron referida en el Cuadro 11.

Cuadro 11: Curva patrén para la cuantificacion de acido ascorbico con reactivo de Folin-

Ciocalteau
Tubo | Acido ascorbico (ug/ml) Acido ascorbico stock (L) Agua (ul) Folin Ciocalteu (uL)
1 0 0 1000 100
2 5 50 950 100
3 10 100 900 100
4 20 200 800 100
5 30 300 700 100
6 40 400 600 100
7 50 500 500 100
8 60 600 400 100
9 70 700 300 100

Una vez dispuestos los tubos de acuerdo con la curva, se leen a 760 nm en el
espectrofotometro. Con los datos de absorbancia que se obtengan, se realiza una interpolacion

para obtener la concentracion de acido ascorbico en la muestra.
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Apéndice IX

Método de difusion en agar

Método utilizado para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana.
Medio

Se utiliza caldo Mieller Hinton como medio de cultivo

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de los microorganismos a
ensayar se sumerge y se enjuaga el material en 10 mL de caldo Mueller Hinton EIl tubo con el
caldo inoculados se incuban a 37 °C durante 24 horas. Se ajusta el indculo para tener una
concentracion de 1 a 1.5 x 108 UFC/mL.

Posteriormente se inocula la superficie de la placa de agar, sembrando mediante estriado por

lo menos en tres direcciones, girando la placa en tres ocasiones a 60°.

Una vez seco el in6culo, se procede a colocar la muestra a la que se le evaluara la actividad

antimicrobiana y finalizado el procedimiento se incubaron las placas a 36° por 24 horas.
Aplicacion de la miel

Con la boquilla de una pipeta Pasteur se hacen perforaciones en el agar, buscando abarcar
toda la profundidad de la placa. Cada pozo realizado en la placa se llena en su totalidad con la
muestra de miel. Finalmente, la sensibilidad de las bacterias se evalUa utilizando sensidiscos

impregnados con 25 microgramos de Cloranfenicol como control positivo.
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