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Resumen

La miel de abejas, producto imperecedero que puede sufrir alteraciéon por
fermentaciéon motivada por microorganismos osmotolerantes provocandose el
deterioro.

Su consumo directo o como ingrediente tanto en la industria alimenticia,
farmacéutica y cosmeética por sus propiedades nutricionales y biolégicas que
presenta, hace necesario garantizar una calidad 6ptima por lo que es necesario
desarrollar correctas reglas de higiene en la extraccion y almacenamiento, como
también mantener el producto con reducida cantidad de humedad que garantice
una baja aw para evitar de esta forma que se desencadene un proceso de
fermentacion.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la relacién de la humedad de la
miel y la aw con el crecimiento de una levadura osmotolerante (Saccharomyces
bisporus var) empleando 2 medios de cultivo: Agar Miel y Agar Extracto de Malta
ambos a 50° Brix para determinar la eficiencia de los mismos en la enumeracion
de este grupo de microorganismos para ello se prepararon diferentes humedades
(18-21%) determinandose los correspondientes valores de aw hasta los 90 dias y
los resultados fueron que el Agar Miel a 50° Brix y Agar Extracto de Malta a 50°
Brix con sirope de glucosa-sacarosa no difieren significativamente aunque este
ultimo presenté mejores condiciones de solidificacion y transparencia, la miel de
abejas de 18.2% de humedad y aw de 0.635 fue la menos propicia para el
crecimiento del microorganismo, no ocurrio deterioro de las mieles con de
humedad de 18.2 y 19.8%, solo fue evidente a 21.3% de humedad y con aw de
0.696 al finalizar el tiempo de estudio, encontrandose diferencias significativas
entre las humedades, los tiempos y la interaccion entre ellos
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Introduccién.

La miel de abejas puede ser considerada un alimento imperecedero debido a que
presenta un alto contenido de azucares (80%), bajos valores de humedad y de aw
(no mayor de 0.72) y a la acidez que presenta (pH < 4.2), no obstante la alteracion
por fermentacion motivada por microorganismos osmotolerantes es la causante
del deterioro de este producto.

La miel no es sometida a transformaciones, modificaciones, purificaciones ni a
ningun tipo de manipulacion industrial como sucede con los alimentos modernos
en su mayor parte siendo por tanto un alimento ideal que conserva todos sus
componentes, solo se considera en algunos casos una pasteurizacion a pedido del
cliente.

Este producto apicola ademas de significar un alimento ideal por su composicion
quimica constituye también un producto con propiedades bioldgicas que permite
un uso terapéutico como germicida en la cura de heridas, quemaduras y cirugia,
entre otras. (Molan, 1992, Valdés y col, 2000, Molan P y colb, 2001 y Molan P,
2006 citados por Aguilera. G y colb, 2009)

Ademas de su consumo directo es utilizado como ingrediente en la elaboracion de
otros productos tanto en la industria alimenticia como en el desarrollo actual de la
medicina natural, por lo que es necesario garantizar una calidad 6ptima del
producto tanto fisico-quimico como microbioldgico.

Los microorganismos de la miel proceden principalmente del néctar de las flores y
de las abejas, donde se ha comprobado que las levaduras y algunas bacterias
provienen del néctar y del contenido intestinal, ademas puede adquirir los
presentes en el suelo del apiario, en las areas de extraccion y del almacenamiento
(White citado por Poncini, L y Wimmer, 1985).

La microflora de un producto depende directamente de las caracteristicas fisico-
qguimicas y de la elaboracién del mismo, lo que condiciona la presencia de una u
otra especie. Es por ello que la alta presion osmética, la acidez y el potencial
oxidoreductor son los principales factores que limitan la presencia o multiplicacién
de los microorganismos en la miel (Ano, 1970; Tysset y colb, 1980 y Periz, 1984).
En la miel podemos encontrar microorganismos como flora normal los géneros
Bacillus, Aspergillus, Penicillum y Mucor en forma de esporas que no pueden
multiplicarse y que no causan dafos al hombre, pero las especies de levaduras
osmofilas como su nombre lo indica son las Unicas capaces de desarrollarse en
productos con alta concentracién de azlcar y provocar un proceso fermentativo
que provoca el deterioro del producto al aumentar su numero. Entre ellas se
encuentra el género Saccharomyces y en particular las especies S. bisporus, S.
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rouxii y S. balillii, su accion depende de su numero y el aumento de agua libre (aw)
durante el proceso de extraccion y almacenamiento de la miel de abejas. El
contenido de humedad y la aw son factores que posibilitan el

crecimiento de los microorganismos y el desarrollo de diferentes reacciones
qguimicas de deterioro de los productos.

Por estas razones es importante velar por desarrollar correctas reglas de higiene
en la extraccion y almacenamiento de la miel como también extraer y mantener un
producto con reducida cantidad de humedad que garantice una baja aw para evitar
de esta forma que se desencadene un proceso de fermentacion.

No existe en el pais una regulacién oficial que considere la determinacion de la
presencia de las levaduras osmofilas ni tampoco los limites de aceptacion de las
mismas en los productos alimenticios y en el caso de las producciones de la
apicultura se hace necesario por las caracteristicas de los productos y por ser este
el grupo de microorganismos capaces de provocar su deterioro

Con respecto a los medios de cultivo para la determinacion de este grupo de
microorganismos aparece en la literatura que Pitt y Hocking, Stecchini y Beuchat
citados por Baros y Lenovich, 1992 no determinaron la existencia de un medio de
cultivo estandar para la enumeracion de este grupo de microorganismos sino que
plantean que el mejor medio de cultivo debe ser determinado sobre el tipo de
alimento que se requiere analizar, Piunick y Gabis citados por Baros y Lenovich,
1992 proponen la utilizacion del Agar de malta, extracto de levadura con 40% de
glucosa p/p y para el caso de la miel de abejas Poncini y Wimmer, 1985 trabajaron
con un medio de cultivo que consisti6 en emplear la miel como sustrato al 25, 50,
75y 100% (diluciones con agua esterilizada y un 2% de Agar (Agar No 1 Oxoid) y
obtuvieron como resultado que el medio de cultivo preparado al 50% de miel de
abejas fue el que mejor resultado ya que manifestd condiciones ideales de
desarrollo tanto para levaduras, como para bacterias y el crecimiento exponencial
se mantuvo incluso después de 3 semanas de incubacion

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacién del % de humedad de la miel,
la aw con el crecimiento de una levadura osmotolerante empleando 2 medios de
cultivo: Agar Miel y Agar Extracto de Malta ambos a 50° Brix, para determinar la
eficiencia de los mismos en la enumeracion de este grupo de microorganismos.

Materiales y Métodos.
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Se utiliz6 20 Kg de miel de abejas polifloral clase A proveniente de la UBPC de
Rodas de la provincia de Camaguey.

Para conocer la calidad de la miel se procedi6 a realizarle analisis fisico-quimicos
y microbiolégicos.

Los analisis fisico-quimicos consistieron en la determinacion de humedad,
conductividad eléctrica, azucares reductores, indice de hidroximetilfurfural vy
actividad diastasica (NC: 371:04). La calidad sanitaria se determiné utilizando
como diluente agua peptonada al 0.1%, para la determinacién del Conteo total de
microorganismos

mesodfilos viables fue empleado el método de placa vertida en el medio de cultivo
Agar para conteo en placas a 37 °C por 48 horas de incubacién, para el Conteo de
hongos filamentos y levaduras viables se utiliz6 Agar Extracto de Malta acidificado
con &cido lactico al 10% a pH 3.5-4.0 e incubadas a 25 °C por 3-5 dias, el Conteo
de coliformes totales fue realizado en Agar Rojo Violeta Bilis por 24 horas a 44 °
de incubacion y el Conteo de levaduras osmofilicas fue utilizando Agar Miel a 50°
Brix (Poncini y Wimmer, 1985) y Agar Extracto de Malta suplementado con 2 % de
peptona al cual le fue afiadido en condiciones de esterilidad un sirope de glucosa-
sacarosa a 50° Brix

Posteriormente se prepararon porciones de 1 kg de miel a las cuales se les
adicioné agua destilada estéril hasta alcanzar valores de humedad entre 18-21%
que fue determinado por el método descrito en NC: 371:04y a las que se les
determiné la aw mediante un higrobmetro electrénico marca Novasina con un
sensor de cloruro de litio a 30 °C.

La miel con cada una las humedades fueron dispensadas a razén de 100 g de
miel en frascos ambar estériles hasta obtener 3 replicas, las que fueron inoculadas
con un cultivo fresco de una cepa de Saccharomyces bisporus var mellis
quedando inoculada a una concentracion final de 10 5 ufc/g.

Esta cepa de Saccharomyces bisporus var mellis fue aislada de una muestra de
miel de abejas de Melipona, con evidente proceso fermentativo y durante su
identificacion quedod probada su capacidad de crecer en un medio de cultivo con
60% p/p de glucosa.

Las muestras de miel de abejas a diferentes % de humedad e inoculadas fueron
sometidas a la enumeracion de este microorganismo (Saccharomyces bisporus
var mellis) a diferentes tiempos 0, 10, 25, 30, 40, 70 y 90 dias donde
permanecieron almacenadas a temperatura ambiente y protegidas de la luz.

Para la cuantificacion del crecimiento de este microorganismo se procedié a
sembrar en los medios de cultivos de Agar Miel a 50° Brix y Agar Extracto de
Malta a 50° Brix con sirope de glucosa-sacarosa. El conteo de las colonias fue
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efectuado entre los 7-10 dias después de una incubacion a 28 °C .

El andlisis estadistico aplicado a los resultados consisti6 en un test de
Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad de los datos y aplicar
transformacion en Log X, Anova Factorial con 3 niveles y el test de Rangos
Multiples de Duncan.

Resultados y Discusion.

Se encontré que los resultados obtenidos de los analisis fisico-quimicos y
sanitarios realizados (ver tabla 1) para conocer las condiciones o calidad de la miel
empleada en este estudio, que todos los parametros fisico-quimicos se
encontraron con las condiciones establecidas (segin NC; 371:04) y con una
buena calidad microbioldgica, incluso con ausencia de levaduras osmotolerantes,
sefialando que las condiciones en que se llevd a cabo el proceso de extraccion y
beneficio de la miel de abejas fue realizado con buenas practicas de higiene y
ademas favorecidas por el bajo contenido de humedad (17.2%) que presento.

Tabla 1: Resultados de la caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica de la
miel.

Parametros fisico-quimicos

Humedad (%) 17.4
Azucares reductores (%) 68.5.
Hidroximetil furfural (HMF)(mg/kg) 6.72
Diastasa (U Schade) 27.26

Pardmetros microbiolégicos
Conteo total de microorganismos mesofilos viables (ufc/g) 5x 101

Conteo de hongos filamentos (ufc/g) 1x101
Conteo de levaduras viables (ufc/g) <10
Conteo de levaduras osmofilicas (ufc/g) <10
Conteo de coliformes totales (ufc/g) <10

Los valores de humedad y la aw correspondientes a cada muestra (ver tabla 2),
abarcaron desde 18.2 a 21 % siendo este ultimo superior al valor maximo de
aceptacion (21%) para este producto. Estas fueron las condiciones de aw y
humedad a las cuales se enfrent6é el microorganismo en este estudio.

Tabla 2: Resultados de los % de humedad y el correspondiente valor de aw .
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Humedad (%) | aw
18.2 0.635
19.8 0.662
20.5 0.669
21.3 0.696

Las muestras a pesar de los valores bajos de aw incluso 0.669 no impidi6 el
crecimiento de las levaduras, lo cual coincide con lo reportado por Alcala (citado
por Esteban Quilez. y Marcos Barrado, 1976), quien encontrd crecimiento de estos
microorganismos a valores de 0.68.

A pesar de la variacion de la humedad que fue casi de un 1% entre ellas no hubo
un comportamiento similar de la aw pudiéndose pensar que esto se corresponde
por lo planteado por Alcala y Anon ((citados por Poncini, L y Wimmer, 1985) que
plantearon que no siempre existe una estrecha relacién entre el contenido de agua
y la presion del agua en la miel de abejas, lo que pudiera deberse a la avidez de
los azucares presentes en la miel de absorber las moléculas de agua, a su
caracter de ser altamente higroscopico.

Para los valores de humedad de 18.2 y 19.8% (ver tabla 3) a los 7 dias hubo una
disminucién del conteo inicial de Saccharomyces bisporus var mellis que se
mantiene durante el tiempo de estudio y para el caso de la humedad més baja a
los 70 dias se encontré otra disminucion de casi también un logaritmo para
después finalmente una recuperacién pero siempre con un valor por debajo del
inicial.

Tabla 3: Valores medios del conteo de Saccharomyces bisporus var mellis (ufc/g)

Tiempo Humedad Humedad Humedad Humedad
(dias) 18,2% 19,8% 20,5% 21,3%
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Agar Agar Agar Agar Agar Agar Agar Agar
Miel Malta Miel Malta Miel Malta Miel Malta
0 2,9x105 | 2,4x105 | 4,1x105 | 3,6x105 | 2,1x105 | 4,7x105 | 2,8x105 | 2,7x105
7 3,0x104 | 1,9x104 | 1,8x104 | 2,2x104 | 3,4x104 | 3,0x104 | 2,6x104 | 3,2x104
15 1,0x104 | 4,3x103 | 4,8x104 | 4,0x104 | 9,2x104 | 1,0x105 | 1,2x105 | 1,1x105
30 2,4x104 | 1,2x104 | 6,1x104 | 7,1x104 | 9,2x104 | 8,1x104 | 4,5x105 | 4,4x106
40 3,1x104 | 2,7x104 | 6,8x104 | 8,6x104 | 1,2x105 | 1,3x105 | 4,4x106 | 4,1x106
70 3,0x103 | 3,8x103 | 2,5x104 | 2,3x104 | 5,8x105 | 3,3x105 | 6,9x106 | 2,7x106
90 2,6x104 | 4,7x104 | 2,1x104 | 2,0x104 | 1,6x104 | 1,6x104 | 1,0x107 | 1,6x107

Igualmente con las humedades de 20.5 y 21.3% hubo un detrimento del conteo a
los 7 dias, y para el menor valor de estas humedades un aumento a los 40 y
vuelve a disminuir a los 90 dias, no sucediendo de igual forma para el mayor valor
de humedad donde sigui6 en aumento a partir de los 15 dias para finalizar con
valores de 107 ufc/g

El ligero decremento del conteo en un orden logaritmico detectado a los 7 dias
(ver figuras 1,2,3,4) debe estar provocado por el mecanismo de adaptacion de la
cepa a las nuevas condiciones de la miel en estudio, la célula se enfrasca a un
proceso de adaptabilidad y recuperacién para lograr su estado de homeostasis
(Leitner, 1994) mecanismo para adaptarse a un medio adverso, la célula debe
hacer cambios en la composicion de la membrana, en el sistema enzimatico y en
el pH interno fundamentalmente, lo cual conlleva a un elevado gasto energético
que no le permite reproducirse manteniéndose por ello en una fase de latencia.

Figura 1. Crecimiento de Saccharomyces bisporus var mellis en los medios de
cultivo a 18.2% de humedad
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Figura 2. Crecimiento de Saccharomyces bisporus var mellis en los medios de
cultivo a 19.8 % de humedad
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Figura 3. Crecimiento de Saccharomyces bisporus var mellis en los medios de
cultivo a 20.6 % de humedad
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Figura 4. Crecimiento de Saccharomyces bisporus var mellis en los medios de
cultivo a 21.3 % de humedad
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En el caso de las humedades de 18.2 y 19.8% con aw de 0.635 y 0.662
respectivamente la levadura practicamente no sali6 de la fase de latencia (no
alcanzd ni super6 el conteo inicial). Estos resultados estan avalados por los
encontrados por Pinvick (1980) que plantea que una aw por debajo de 0.65 impide
el desarrollo microbiano en las mieles, mientras que para las restantes humedades
gue se corresponden con valores superiores de aw (0.669 y 0.696) hay un ligero
incremento en el conteo sobre todo para la de mayor humedad que se hace mas
acentuado y supera el inicial hasta el final del tiempo de estudio, estas condiciones
fueron mas favorables para el desarrollo de Saccharomyces bisporus var mellis.
En el andlisis estadistico se encontrd diferencias significativas para p<0.00lentre
los tratamientos, los tiempos y las humedades.

Aplicando el test Rangos Multiples de Duncan para la variable tiempo (ver tabla 4)
resultdo que 7 y 15 dias no difieren significativamente y si del resto, fueron los de
menor valor de conteo correspondiéndose con el analisis de los resultados antes
mencionados (una fase de latencia) de la existencia de un detrimento del conteo a
los 7 dias y 15 excepto para la miel de mayor humedad. Para el caso de la
humedad (ver tabla 5) todas difieren entre ellas correspondiéndose con que a
medida que aumenta el valor de humedad hay un mayor conteo del
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microorganismo

Tabla 4. Resultados del test de Duncan de los valores del conteo de
Saccharomyces bisporus var mellis con la variable tiempo para una n de 25

Tiempo(dias) | Valor Medio (ufc/g)
0 2,9x105 a

40 1.8x105 ab

70 1.1x105 bc
90 1.0x105 bc

30 8x104 c

15 4.3x104 d

7 2x104 d

Leyenda: letras diferentes difieren significativamente

Tabla 5. Resultados del test de Duncan de los valores del conteo de
Saccharomyces bisporus var mellis con la variable humedad para una n de 42

Humedad (%) | Valor Medio (ufc/g)

21.3 7x105 a
20.5 1x105 b
19.8 5x104 ¢
18.2 2x104 d

Leyenda: letras diferentes difieren significativamente

Entre los medios de cultivo empleados Agar Miel a 50° Brix y Agar Extracto de
Malta a 50° Brix con sirope de glucosa-sacarosa por los resultados de los valores
del conteo del microorganismo se encontré que no difieren significativamente entre
ellos, luego pueden ser utilizados indistintamente para realizar esta determinacion
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en miel de abejas de Saccharomyces bisporus var mellis, microorganismo que
durante su aislamiento e identificacion fue demostrada su capacidad de crecer en
una concentracion de glucosa del 60% p/p, por lo que se puede afirmar el empleo
de estos medios en la determinacion de levaduras osmotolerantes. El Unico
inconveniente fue que el medio Agar Miel a 50° Brix presentd una solidificacion
deficiente y una turbidez o opalescencia que dificulté la observacion y conteo de
colonias pequefas.

Con respecto a los medios utilizados se obtuvieron resultados comparables al
probar sobre el mismo producto como recomienda Pitt y Hocking, Stecchini y
Beuchat, Piunick y Gabis citados por Baros y Lenovich, 1992 donde su
recomendacion fue la utilizaciéon de Agar de malta.

Conclusiones.

1. El Agar Miel a 50° Brix y Agar Extracto de Malta a 50° Brix con sirope de
glucosa-sacarosa presentaron iguales resultados del conteo de Saccharomyces
bisporus var

2. El Agar Extracto de Malta a 50° Brix con sirope de glucosa-sacarosa
presentd mejores condiciones de solidificacion y transparencia

3. La miel de abejas de 18.2% de humedad y aw de 0.635 fue la menos
propicia para el crecimiento de la especie Saccharomyces bisporus va.

4. Durante 90 dias no ocurrié deterioro de las mieles con los valores de
humedad de 18.2 y 19.8%.

5. El deterioro de la miel fue evidente al valor de 21.3% de humedad y con
aw de 0.696

6. Existi6 diferencias significativas entre las humedades, los tiempos y la
interaccion entre ellos
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