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1. Introduccién

La miel es utilizada por las abejas como fuente de energia. Su composicion quimica
promedio es de 82.4% de azUcares (principalmente fructuosa y glucosa), 17.1% de agua,
0.2% de minerales (principalmente potasio) y 0.3% de componentes minoritarios entre
los cuales estan: la enzima invertasa, la glucosa oxidasa, las sustancias fitoquimicas y el
hidroximetilfurfural (Crane, 1990). La composicién quimica de la miel es dependiente en
gran medida de los tipos de flores utilizadas por las abejas, asi como también, por las
condiciones regionales y climaticas.

Una amplia gama de constituyentes menores, esta presente en la miel, algunos de ellos
con propiedades antioxidantes y antimicrobianas. En los Gltimos afios, se han descrito una
serie creciente de compuestos que demuestran el caracter emergente del potencial de la
miel de abejas sin aguijon; entre éstos, los compuestos fenolicos.

La miel se ha reconocido principalmente como un alimento nutritivo de alto valor
energético que en algunos reportes y experiencias de productores y personal de la
medicina, la califican como un producto que posee propiedades curativas. Lo cual a
llevado a que se realicen ensayos para comprobar la accion antimicrobiana y antioxidante
de la miel de meliponinos. Debido a que en Costa Rica y en Latinoamérica esta miel es
reconocida popularmente por sus propiedades terapéuticas (Roubik, 1983), empleandose
para el tratamiento de diversas afecciones respiratorias, dermatoldgicas vy
gastrointestinales (Vit et al., 2004), lo que incrementa su valor frente a la miel de Apis
mellifera L. (Vit et al., 1998).

1.1 Actividad Antioxidante
La capacidad antioxidante es la habilidad que tienen algunas mieles para reducir la

cantidad de de reacciones oxidativas en el cuerpo, estas pueden producir efectos
perjudiciales en los alimentos y el organismo, como enfermedades cronicas.
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Dentro de los compuestos que contribuyen a la actividad antioxidante se tienen
flavonoides, acidos fenolicos, enzimas, acido ascorbico, etc. Sin embargo la capacidad
antioxidante varia de gran forma segun el origen boténico de la miel.

El contenido de antioxidantes en la miel es comparable al de frutas y verduras, lo que lo
convierte en una fuente de estos més aceptable para ciertos individuos.

Los radicales libres son atomos o moléculas extremadamente inestables, esta
caracteristica les confiere propiedades altamente reactivas las cuales, por medio de
procesos oxidativos y presentes en concentraciones significativas, pueden ocasionar la
destruccion de biomoléculas de la célula (&cidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y
proteinas), induciendo una disminucion en la resistencia al ambiente y un incremento en
la fragilidad celular del cuerpo humano (Velazquez et al, 2004).

El dafio oxidativo causado en estas biomoléculas, es un proceso que trae consigo el
surgimiento del envejecimiento y el desarrollo de enfermedades en todos los aparatos y
sistemas del organismo, como algunos tipos de cancer (en pulmén, estomago y piel), la
inflamacion y padecimientos inmunitarios que involucran al rifion (glomerulonefritis,
falla renal cronica), el higado (hepatitis), el pancreas (diabetes mellitus) y el sistema
nervioso (Alzheimer, Parkinson); alteraciones en los vasos el corazén y padecimientos
oftalmoldgicos (Velazquez et al, 2004).

Los radicales libres se forman por fuentes exdgenas o enddgenas; en las primeras los
radicales libres llegan al organismo por vias externas, ya sea por medio de la
contaminacion ambiental (ozono, 6xido nitroso, dioxido de nitrégeno, polvo), humo del
tabaco, consumo de alimentos ricos en grasas, exposicion a las radiaciones solares . Con
respecto a la fuentes enddgenas, los radicales libres son elaborados continuamente en el
interior del organismo como producto del metabolismo normal de la cada célula
(Rodriguez et al, 2001).

Los antioxidantes son sustancias que hallandose presentes en bajas concentraciones con
respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato,
evitando el dafio celular causado por los radicales libres (Halliwell y Gutterioge, 1989).

El antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electrén oxidandose y a su vez
transformandose en un radical libre débil no toxico. No todos los antioxidantes actian de
esta manera, los llamados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que
utilizan sustratos que a su vez reaccionan con los radicales libres (Rodriguez et al, 2001).
Los antioxidantes exdgenos, son todos aquellas que ingresan al cuerpo a través de la
cadena alimentaria, tales como la vitamina E, vitamina C, betacarotenos y polifenoles.
Todos se pueden encontrar en, los vegetales, las frutas y en algunas plantas medicinales.
Por otro lado, la incorporacion de los cofactores como el cobre, el zinc, el hierro y el
manganeso, es sumamente necesario; pues estos oligoelementos forman parte del nucleo
activo de las enzimas antioxidantes (Rodriguez et al, 2001).

En fin, los antioxidantes al ser capaces de inhibir la oxidacion de las biomoléculas, son
importantes porque con ello ayudan a prevenir las enfermedades causadas por la accion
de los radicales libres.

La actividad antioxidante de una determinada sustancia se define como, la capacidad que
esta tiene para capturar o neutralizar radicales libres, de modo tal que cuanto més efectiva
es la captacion del radical, mayor sera la capacidad antioxidante de dicha sustancia
(Gonzélez et al, 2001).



Una de las estrategias mas aplicadas en las mediciones de la capacidad antioxidante de un
compuesto, mezcla o alimento es la espectrofotometria, que consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias coloreadas de naturaleza radical, en la cual
se observa la pérdida de color del sistema y ocurre de forma proporcional con la
concentracion del antioxidante (Kuskoski et al., 2005).No obstante, las determinaciones
de la capacidad antioxidante realizadas in vitro proporcionan tan soélo una idea
aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo, ya que en las primeros se
tienen condiciones controladas y en las segundas muchos factores que intervienen en los
procesos (Kuskoski et al, 2005).

1.2 Actividad Antimicrobiana

Diversos componentes son los responsables de la actividad antimicrobiana de la miel,
entre ellos estan la osmolaridad, la acidez, el peroxido de hidrogeno, el origen boténico
de la miel, entre otros (Molan, 1992). Sin embargo, un componente importante son los
fitoquimicos, sustancias que provienen de la floracion visitada por la abeja para la colecta
del néctar. Dentro de éste grupo estan los flavonoides, que presentan propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, y son reconocidos por inhibir un amplio rango de
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Bogdanov, 1984).

Se han realizado estudios comprobando la actividad antimicrobiana de las mieles, en
especial para A. mellifera contra una diversidad significativa de patégenos (Molan 1992,
2002; Demera et al, 2003; Estrada, 2004), sin embargo, en mieles de abejas sin aguijon,
este tipo de investigaciones son reducidas. No obstante, algunos estudios han demostrado
su efectividad (Grajales et al, 2003; Demera, 2003). Por esta razdn, la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de mieles de abejas sin aguijon de interés comercial, en Costa
Rica, sobre diversos microorganismos asociados a infecciones de heridas y quemaduras
permitiria emitir criterios sobre su posible efectividad en el tratamiento de diversas
lesiones, especialmente como terapia alternativa en los casos donde los microorganismos
causantes son resistentes a los antibidticos.

Tal es el caso de la marcada resistencia a la penicilina, que presenta Staphylococcus
aureus y que lo distingue de otros patdgenos. Dicha resistencia se debe a que el
microorganismo produce una enzima que afecta a pacientes hospitalizados o
inmunocomprometidos, (Richardson et al; 2008). Por otra parte, Listeria
monocytogenes es un microorganismo que puede provocar abortos y meningitis
especialmente en neonatos, ancianos e inmunodeprimidos. Escherichia coli O157:H7 es
una causa emergente de enfermedad transmitida por los alimentos, la infeccion conduce a
menudo a diarrea y, ocasionalmente, a falla renal. Mientras que Pseudomonas
aeruginosa, es un patégeno oportunista de individuos immunocomprometidos, que
afecta el tracto pulmonar, el urinario, tejidos, heridas, y también causa otras infecciones
de sangre (Ryan et al., 2004, Rahme et al., 1995 y Walker et al., 2004)

2. Metodologia
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2.1 Actividad antioxidante

Se realizd un estudio por duplicado de 65 muestras de miel de abejas sin agujon de
diferentes especies para determinar su capacidad antioxidante = mediante
espectrofotometria, se determina la concentracion de miel que causa el 50% de pérdida de
la actividad del radical (ICsp), la cual se reporta en mg/ml de sélidos de miel.

2.2 Actividad antimicrobiana

Se trabajé con 35 muestras de miel de abejas sin aguijon pertenecientes a las especies:
Tetragonisca angustula, Tetragona perangulata y Melipona beecheii. Ademas, se
emple6 como referencia una muestra de miel de manuka (A. mellifera), aprobada para su
empleo en quemaduras y heridas.

2.2.1Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

Se determind la actividad antimicrobiana contra 6 bacterias: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Escherichia coli O157:h7, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes y Salmonella enteritidis; a través de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI).

2.2.2 Cromatografia

Mediante la técnica de cromatografia, el cual es un método de separacion que permite la
caracterizacion de sustancias, se determino la presencia de flavonoides (Kaemferol,
Quercetina, Leutolina y Naringenina) en las muestras de mieles de abejas sin aguijon.

2.2.3Determinacion del Origen Botanico

Se realizaron analisis melisopalinoldgicos de cada muestra, para la identificacion del
recurso floral utilizado por las abejas sin aguijon. Los granos de polen fueron
identificados taxondmicamente a nivel de familia, empleando imagenes digitales y claves
de granos de polen de Roubik y Moreno (1991); Palacios et al (1991) y Martinez et al
(1993).

Se contabilizo, aproximadamente, entre 200 a 300 granos de polen en la lamina (por
muestra), y se expresaron en porcentaje, estableciendo frecuencias fijas de clase, segun
Hodges (1984).

Polen predominante ........................>45%
Polen secundario et een e .. 16-45%
Polen menor secundario e 3-15%
Polenmenor .........ccoeevivii . <3%

3. Resultados y Discusion



3.1 Actividad antioxidante

La figura 1 presenta los resultados de actividad antioxidante (ICsp) en muestras de sesenta
y cinco mieles de abeja sin aguijon de distintas especies.
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Figura 1. Resultados de 1Cs obtenidos para las 65 muestras en estudio.

De la cantidad total de muestras que se estudiaron, la mayoria correspondieron a las
especies Tetragonisca angustula y Melipona beecheii, ya que estas se encuentran en
abundancia en Costa Rica y poseen una importancia superior a nivel comercial. De la
figura 3 se extrae que las muestras de la especie T. angustula poseen un ICsq inferior a
100, esto le confiere una mayor actividad antioxidante ya que se requiere una menor
cantidad de miel para inhibir el 50% del DPPH adicionado al inicio del analisis; a
diferencia de las muestras de M. beecheii que tienen un ICsy superior a 100 (Pérez et al,
2007).

Las muestras restantes poseen valores mas dispersos, para establecer un rango de
resultados especifico para estas seria necesario analizar una mayor cantidad de
ejemplares de la misma especie.

Las muestras de T. angustula presentaron un ICso promedio de 24,1 con una desviacion
estandar de 18. En el caso de la melipona beecheii el promedio fue de 1858 y la
desviacion de 37.

Como referencia se utiliza la miel de manuka, ésta es obtenida por las abejas a partir del
néctar de una flor en particular que crece solamente en Nueva Zelanda, esta miel posee
una fuerte actividad antioxidante con un ICsp= 13.3 % 4.6 similar a los valores obtenidos
para T. angustula (Vit et al., 2006).

3.2 Actividad antimicrobiana

Un 25% de las muestras no fueron capaces de inhibir todas las bacterias, lo hicieron con
al menos una 0 mas. El restante 75%, presentaron actividad antimicrobiana contra todas



las bacterias, incluyendo la unica muestra de miel de la especie T. perangulata, la cual
inhibio el crecimiento de todas las bacterias analizadas.

La mayoria de muestras de la especie M. beecheii (n = 12) fueron capaces de inhibir
todas las bacterias, incluyendo S. aureus, lo que coincide con lo reportado con Enriquez y
Dradon (2007), quienes en una evaluacion realizada de la actividad antibacteriana en la
miel de 9 especies de abejas nativas de Guatemala demostraron que S. aureus fue
inhibido por la miel de M. beecheii.

Ademas, la inhibicion de las mieles de las especies M. beecheii, T. perangulata y T.
angustula hacia esta bacteria es de gran importancia debido, a que es uno de los
microorganismos mas frecuentemente aislado de heridas infectadas y muchas cepas han
desarrollado resistencia a los antibi6ticos (Estrada et al, 2005).

En lo que respecta a las mieles de la especie T. angustula, la mayoria inhibieron el
crecimiento de todas las bacterias. Para la bacteria P. aeruginosa, todas las muestras (n =
22) fueron capaces de inhibirla. Mientras que para E. coli un 60.00% de las muestras
inhibieron su crecimiento, lo que coincide con lo reportado por Gamboa et al (2008),
quienes encontraron que la miel de T. angustula exhibe una mayor accion bactericida
contra la cepa bacteriana E. coli.

Un 99.71% de las muestras de miel de las abejas sin aguijon, inhibieron el crecimiento de
las bacterias analizadas a concentraciones menores que las registradas por la miel de
Manuka (Cuadro 1.).

Cuadro 1. Comparacion del efecto inhibitorio de las mieles de abejas sin aguijon con la
miel de Manuka (+16 UMF), segun las concentraciones utilizadas.

. Concentracion de miel (mg/ml)
Bacterias . —— —
analizadas Manuka Especies de abejas sin aguijon _
(+16 UMF) T. angustula T. perangulata M. beecheii
S. aureus 62.5mg/ml 62.5mg/ml 31.3 mg/ml 31.3 mg/ml
S. epidermidis 31.3mg/ml 62.5mg/ml 15.6 mg/ml 15.6 mg/ml
E. coli 125mg/ml 125mg/ml 62.5mg/mi 125mg/mi
P. aeruginosa 125mg/ml 62.5mg/ml 62.5mg/mi 62.5mg/ml
L. monocytogenes |  125mg/ml 62.5mg/ml 15.6 mg/ml 62.5mg/ml
S. enteritidis 125mg/ml 125mg/ml 31.3 mg/ml 62.5mg/ml

Un 34.29% de las muestras de miel de abejas sin aguijon inhibieron el crecimiento de la
bacteria S. aureus a una concentracién similar a la de A. mellifera, mientras que un 20% a
una concentracion inferior.  Para las bacterias S. epidermidis y L. monocytogenes un
8.57% y un 17.5% de las muestras respectivamente, inhibieron el crecimiento a una
concentracion menor que A. mellifera. Mientras que un 42.86% de las mieles lograron
inhibir el crecimiento de P. aeruginosa, a una concentracion inferior a la registrada para
la miel de Manuka (125mg/ml).

Los resultados, demuestran una marcada actividad antimicrobiana por parte de las mieles
de las abejas sin aguijon, cuyo efecto inhibitorio sobre S. aureus, S. epidermidis, E. coli



0157:h7, P. aeruginosa, L. monocytogenes y S. enteritidis evidencia la presencia de
factores responsables de sus propiedades antimicrobianas, entre ellos los flavonoides los
cuales son componentes derivados del recurso floral (Bogdanov, 1989).

2.2.2 Cromatografia

La miel contiene alrededor de 181 sustancias, entre ellos, los flavonoides los cuales son
pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo del dafio
producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental,
sustancias quimicas presentes en los alimentos, entre otros. Estan ampliamente
distribuidos en plantas, frutas, verduras, miel y en diversas bebidas y son importantes en
la prevencién y tratamiento contra el cancer, enfermedades cardiovasculares, alergias,
Ulceras géstricas e infecciones virales y bacteriales (Brovo, 1998).

La técnica de cromatografia, evidencio la presencia de diversos compuestos organicos, en
los extractos de miel de las especies: T. angustula, T. perangulata y M. beecheii, entre
ellos, los flavonoides empleados como referencia. La presencia de Quercetina,
Kaemferol, Naringenina y Leutolina, se determin6 en 20 muestras, correspondientes a las
especies de T. angustula 'y M. beecheii (Figura 2.).
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Figura 2. Flavonoides identificados presentes en la fase organica de miel de
las especies T. angustula y M. beecheii.

Es importante mencionar, que la Quercetina y el Kaempferol, los cuales se presentaron
con mayor frecuencia en los extractos de T. angustula, son importantes ya que inducen el
sistema antioxidante celular y contribuye asi a la prevencion de enfermedades (Myhrstad
et al., 2002).

3.2.1 Origen Botanico



Los recursos florales que mas destacan en las muestras de miel, pertenecientes a T.
angustula, T. perangulata y M. beecheii, pertenecen a las familias de Anacardiaceae,
Cyperaceae, Moraceae. EI Espavel, Jocote, Jobo y Ojoche fueron las especies mas
dominantes, distribuidas en las provincias de Guanacaste, San José, Puntarenas, Heredia
y Alajuela, zonas de las cuales procedian las muestras de miel de abejas sin aguijon. Por
el contrario, las familias: Rutaceae, Melastomataceae, Umbelliferae, Fabaceae,
Boraginaceae y Compositae, se registraron en menor frecuencia, el polen fue menor al
3%, del total de la muestra.

El polen predominante, en la muestra de T. perangulata, correspondié a Brosimum
alicastrum (Ojoche), familia Moraceae. Mientras que, en las muestras de miel
correspondientes a M. beecheii y T. perangulata, las especies predominantes fueron
Cyperus sp. y Spondias mombin, S. purpurea, respectivamente. Sin embargo,
Unicamente en la muestra de M. beecheii se registro la presencia de polen correspondiente
a Bursera simaruba (Indio Desnudo), perteneciente a la familia Burseraceae (Figura 3.).
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Figura 3. Recurso floral visitado segun la especie de abeja (M. beecheii T. angustula 'y T.
perangulata).

Las familias con mayor predominancia en las muestras, concuerdan con las mencionadas
por Arce et al (2001), quienes mencionan que las familias botanicas que aportan los
mayores volumenes de néctar para la cosecha de miel son: Fabaceae, Anacardiaceae,
Burseraceae, entre otras.

Por otro lado, las muestras de miel de T. angustula, presentaron una mayor diversidad (19
familias), seguida de las muestras de M. beecheii, con 14. Mientras que, T. perangulata
presentd tres familias; esto, debido principalmente a que las mieles tropicales se



caracterizan por estar compuestas por una mezcla de néctar, proveniente de varias
especies de plantas (Arce et al; 2001).

3. Conclusiones

« Las muestras con mayor actividad antioxidante fueron las pertenecientes a T.
angustula (mariola). A diferencia de las muestras de M. beecheii (jicote gato), las
cuales presentaron una menor actividad antioxidante.

« Otras muestras de especies menos comunes, presentaron datos variables, dificiles
de agrupar debido a la poca cantidad de ejemplares que se disponia.

« Las mieles de meliponinos resultan efectivas para inhibir el crecimiento
bacteriano de diversos patdgenos como bacterias.

« De manera general, el microorganismo menos susceptible a la miel de abejas sin
aguijon fue Salmonella enteritidis. Mientras que los mas susceptibles a la miel de
abejas sin aguijon fueron Escherichia coli O157:h7, Staphylococcus epidermidis y
Listeria monocytogenes.

« La presencia de flavonoides (Quercetina, Kaemferol, Naringenina y Leutolina) se
determind Unicamente en muestras de miel correspondientes a las especies de T.
angustula y M. beecheii.

« Los recursos florales que mas destacaron en las muestras de miel, pertenecientes a
T. angustula, T. perangulata y M. beecheii, fueron Anacardiaceae, Cyperaceae y
Moraceae.

« Las muestras de miel de Tetragonisca angustula, presentaron una mayor
diversidad de especies vegetales (19 familias), seguida de las muestras de M.
beecheii con 14 familias, mientras que, T. perangulata presento tres familias.
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