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RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron la determinacion de la contaminacién
bacteriana de la miel de abeja sin aguijéon en el proceso de extraccion y
envasado, tiempo de supervivencia de E. coli, asi como la determinacién de
la capacidad antibacteriana, concentracion inhibitoria minima (CIM) vy
concentraciéon bactericida minima (CBM) de la miel frente a E. coli; se empled
cuatro muestras de miel de abeja: miel madura, inmadura colectada por el
productor y envasado para su almacenamiento. En el proceso de extraccion y
envasado se obtuvo la media mas baja de 800 UFC en miel madura, mientras
que en las demés hubo valores mas altos; E. coli logra sobrevivir hasta 32 h
de tiempo promedio, la miel de abeja envasado para su almacenamiento
mostré mayor accién bactericida de 11.74 mm de diametro en tamafio de halo
de inhibicion, respecto a la CIM fue similar en la miel madura, colectada por
el productor y envasado para su almacenamiento tuvieron 125 mg/ml, sin
embargo se necesita cuatro veces mas de miel inmadura para lograr un efecto
similar. Se concluye que la miel producida por melipénidos presenta carga
bacteriologica, esta carga muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de E. coli por lo que su potencial uso medicinal es muy prometedor para
salvaguardar la salud de la poblacion.

Palabras clave: Caracteristicas bacteriolégicas, carga bacterioldgica,
concentracion inhibitoria minima, concentracion bactericida minima.
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ABSTRACT

The objectives of the study were the determination of the bacterial
contamination of honey without sting in the extraction and packaging process,
survival time of E. coli, as well as the determination of the antibacterial
capacity, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) of honey against E. coli; Four samples of honey were
used: mature, immature honey collected by the producer and packaged for
storage. In the extraction and packaging process, the lowest average of 800
CFU was obtained in mature honey, while in the others there were higher
values; E. coli manages to survive up to 32 h of average time, the honey of
packaged bee for its storage showed greater bactericidal action of 11.74 mm
of diameter in size of inhibition halo, with respect to the MIC it was similar in
the mature honey, collected by the producer and packaging for storage had
125 mg / ml, however four times more immature honey is needed to achieve a
similar effect. It is concluded that the honey produced by melipénidos presents
bacteriological load, this load shows an inhibitory effect on the growth of E. coli
reason why its potential medicinal use is very promising to safeguard the
health of the population.

Key Works: Bacteriological characteristics, bacteriological load, minimum
inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration
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INTRODUCCION

La miel como todo producto de origen animal, tiene una microbiota original
propia, constituida por diversas especies de microorganismos, con
caracteristicas especificas®®, sin embargo, la manipulaciéon antropogénica a
la que es sujeta el producto puede atribuirle caracteristicas bacteriolégicas
diferentes al producto original, como la determinacién de la contaminacién
bacteriana de la miel en el proceso de extraccion y envasado, tiempo de
supervivencia de Escherichia coli, asi como la determinacion de la capacidad
antibacteriana que posee la miel de abeja @, estas caracteristicas se agudizan
con la presencia de gérmenes patdégenos como E. coli, la que indicaria la
existencia de una contaminacion fecal debido a la falta de higiene en la

extraccion de la miel @,

Sobre la base de este hallazgo del problema investigado, se estudia la
sensibilidad de E. coli frente a mieles producidas por abejas meliponas
mediante técnicas de evaluacion de actividad antibacteriana ), como objetivo
de estudio para este fin se utiliza E. coli drogorresistente, la cual representa
una problemética de la salud publica, por ello, muchos investigadores orientan
sus actividades tras la busqueda de alternativas para reemplazar a los
antibiéticos y lograr combatir estos agentes biolégicos ®), por lo tanto la
naturaleza del estudio segun Borsotti en tiempo propio del objeto estudiado
es de tipo transversal, construyendo de tal manera incorporar su especificidad
historica ©). En el estudio investigado se formuld la siguiente hipétesis: la
caracteristica bacteriolégica enfocada en la contaminacién bacteriana
presente en la miel, va a depender del efecto antibacteriano de la miel frente
a E. coli drogorresistente.

En la actualidad, la miel de meliponas se utiliza en tratamientos
antinflamatorios, cicatrizantes y antimicrobianos, para ello se consider6 que
su carga bacteriol6gica no represente un riesgo sobre heridas, Ulceras y
abrasiones, por consiguiente, la miel de abeja sin aguijén muestra una buena

calidad microbioldgica y un adecuado efecto inhibitorio sobre el crecimiento



de varios microorganismos, por lo que su potencial uso terapéutico es muy
prometedor @, ante ello la investigacion realizada in vitro han sugerido la
efectividad de la miel, frente a bacterias patdégenas como E. coli (); esta
actividad antibacteriana se atribuyd a compuestos especificos presentes en la

miel, cuya naturaleza y mecanismo de accion vienen siendo investigados ®.

Mediante este estudio se aporta al conocimiento cientifico las caracteristicas
bacteriol6gicas de miel producida por la comunidad de abejas sin aguijon
donde se obtiene resultados que contribuye a incrementar los conocimientos
relacionados con la bacteriologia de la miel producida por melipénidos
haciendo su notable efecto antimicrobiano pese a la composicion de su carga
bacteriana, encontrandose pocos ya pocos estudios especificos al respecto
en nuestra Amazonia peruana, ante ello este estudio propone desarrollar un

enfoque basado en los siguientes objetivos:

Objetivo. general:
e Evaluar las caracteristicas bacterioldégicas de la miel de abeja sin

aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, Peru

Objetivos. especificos:

e Determinar la contaminacion bacteriana de la miel en el proceso de
extraccion y envasado.

o Estimar el tiempo de supervivencia de Escherichia coli drogorresistente
en miel de abeja.

e Determinar la capacidad antibacteriana de la miel frente a Escherichia
coli drogorresistente.

e Determinar la concentracion inhibitoria minima y la concentracion

bactericida minima de la miel sobre Escherichia coli drogorresistente

Las aplicaciones de resultados que involucra a los problemas regionales y
nacionales inician a partir de los datos de composicion de 152 abejas sin
aguijon (Meliponini) en muestras de miel, compilados a partir de estudios
desde 1964, y se evaluaron para proponer una norma de calidad para este



producto dado que la miel de abejas sin aguijon tiene una composicion
diferente de Apis mellifera @; debido al escaso conocimiento sobre el
producto, la miel de abejas sin aguijén no estd incluida en las normas
internacionales para el andlisis de la miel ® y no esta controlada por las
autoridades de supervision de los alimentos, por consiguiente, no existe
ninguna garantia para los consumidores de este producto @; los estandares
internacionales de calidad, proponen evaluar la calidad de la miel
considerando importante la evaluacion de su calidad microbioldgica , de otro
lado, se consider6 a Escherichia coli como un buen indicador de la factibilidad
de albergar cepas enterotoxigénicas, heteroinvasivas, enteropatdégenas o

enterohemorragicas ©.

Existen limitaciones, abarcando en un contexto ambiental que se caracteriza
por el cambio climatico, la tala indiscriminada de los bosques naturales, la
utilizacion de agroquimicos en los cultivos, la introduccion de abejas invasoras
y la explotacién extractiva de sus productos (principalmente miel y propoleos),
existe una clara tendencia a la disminucion de las poblaciones y biodiversidad

de los melipénidos en nuestro pais (19,



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

La miel es una sustancia dulce y madura, producida por las abejas mediante
la recoleccion de néctar, miel de palo u otro fluido dulce de plantas vivas;
posteriormente estos pasan por cambios dentro sus cuerpos, siendo estas
luego depositadas en celdas de la colmena hasta que maduren, para lo cual
este se convierte en un alimento nutritivo que provee energia inmediata al
organismo por la presencia de azUcares simples que se asimilan facilmente,
al mismo tiempo posee la propiedad de inhibir el crecimiento de bacterias y
favorece la recuperacion en algunas afecciones y desequilibrios nutricionales
©), Mazariegos indic6 que CODEX en 1987 11 definié que, en el andlisis
microbioldgico, se deben considerar investigar bacterias mesdfilas, asi como
bacterias del grupo coliforme como indicadores de malas practicas para el

manejo de productos como la miel ©.

Siendo asi, American Public Health Association aplicaron la técnica de
recuento en placa para microorganismos aerobios meséfilos y Escherichia
coli, estos analisis se realizaron siguiendo los protocolos internacionales en
andlisis para probar la calidad microbiolégica de la miel de abeja *?; de modo
gue en la guia de interpretacién de resultados microbiolégicos de alimentos
se indic6 que los grupos de microorganismos que se analizaron en miel de
abeja son indicadores de calidad en alimentos, teniendo que la presencia de
aerobios mesofilos, indica si las condiciones de extraccion y comercializacion
del producto fueron higiénicas y como podrian afectar directamente la vida util
del alimento. Se mencioné también, que se encontraron microorganismos
fermentadores de azucar y productores de gas como los coliformes,
cominmente encontrados en el suelo, agua y material vegetal (13, sin
embargo, la miel de por si no es un medio estéril, es susceptible de
contaminacion al manipularse sin observar las normas de higiene, asi mismo
se menciona que los microorganismos con capacidad de evolucionar en un

ambiente tan concentrados como los azucares presentes en una miel, se



conocen como osmofilos o sacaréfilos y que provienen de las flores del medio
ambiente de donde provienen o manipulan las mieles, del equipo utilizado en
las operaciones de extraccion y sobre todo de las condiciones de envasado
(14)_

Por otro lado, Malinka y colaboradores en el 2009 realizaron un estudio in vitro
para observar la actividad antimicrobiana de la miel de abeja natural sobre la
resistencia de bacterias, para este estudio utilizaron miel de abeja pura,
obteniendo concentraciones de miel de 6.25%, 12.5%, 25% y 50 %, utilizaron
6 tipos diferentes de bacterias: Estafilococo aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus megatium, Bacillus subtilis y Bacillus sp,
siendo inoculadas por el método de difusion de disco la miel de abeja a
diferentes concentraciones, se midieron la zona del halo de inhibicion en
milimetros, donde se obtuvieron la presencia de halo de inhibicién en todas
las siembras de bacterias a una concentracion de la miel del 50% y de la

mayoria de bacterias a una concentracion del 25% 19,

Existen evaluaciones de actividad antibacteriana de la miel de abeja obtenida
de manuka (planta silvestre comun en Nueva Zelanda). Este estudio se realizé
en 3 voluntarios elegidos al azar, se les dio una cucharada de miel de abeja
la cual tenia que contener por 10 minutos en boca, tres veces al dia; después
de 21 dias se observé una reduccién de placa bacteriana (48% a 17%; p=
0.001). Concluyeron que la miel de abeja presenta un gran potencial
terapéutico en el tratamiento de gingivitis y enfermedad periodontal, después
de haber evaluado el estado gingival de los participantes (19),

Asi mismo, en un estudio in vitro evaluaron el efecto antimicrobiano de la miel
de abeja en comparacion con un antibiético de uso comun para las
guemaduras infectadas. También evaluaron el efecto que se producia cuando
la miel de abeja se afiade a los discos con antibidticos. En el estudio se
seleccionaron 30 pacientes con infecciobn por quemaduras, se obtuvieron
microorganismos de aquellas quemaduras y se cultivaron en placas de agar
sangre. Los microorganismos aislados fueron inoculados en agar Mueller
Hinton. Cada placa de agar se dividié con un marcador en dos mitades, en
una mitad se sembr¢ el disco con antibiotico y en la otra mitad el disco inmerso

en miel. En conclusién, la miel mostr6 mas efecto inhibitorio (85,7%) en



bacterias gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp,

Klebsiella spp) que los antibidticos de uso comin 7,

Frente determinaciones microbiol6gicos que incluia recuento aerdbico total,
recuento de coliformes totales y fecales, en los resultados obtenidos se
concluyo que todas las muestras de miel analizadas se encuentran entre los
limites establecidos por las normas referidas utilizando como referencia las
normas CODEX STAN 12-1981 y la norma microbiolégica europea para el

control de miel de abeja para abejas del género Apis ©).

En la determinacion de los componentes quimicos y el efecto antibacteriano
de la miel de abeja frente a bacterias gram positivas y gram negativa quienes
son comunmente causante de enfermedades prevalentes en la poblacién, se
empledé el método de difusibn de discos, como resultado obtuvieron la
sensibilidad bacteriana de todos los microorganismos estudiados,
concluyendo que la miel de abeja produce efecto antibacteriano debido a
enzimas presentes en sus componentes 8 de ese mismo modo se evaluaron
la actividad antimicrobiana de nueve mieles venezolanas, en el estudio
utilizaron cepas ATCC de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, estas
mieles se utilizaron concentradas y diluidas (1:2; 1:4; 1:8) donde se observo
la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus en todas las mieles
utilizadas sin diluir y diluido al 1:2, mientras que no se observo inhibicion del

crecimiento de las cepas de Escherichia coli a ninguna concentracién (19,

Respecto a las muestras obtenidas para determinaciones microbiolégicas,
estas fueron remitidas al laboratorio en envases plasticos estériles de 100 ml
con cierre hermético, conservandose las muestras a temperatura de
refrigeracion, dentro de los andlisis microbiologicos realizados fueron la
determinacion de recuento total de bacterias aerébicas (Agar PCA, 37 °C 24-
48 h) y determinacion de coliformes totales (Agar CVRNB, 37 °C 24-48 h) (20,

De otro lado se conoce que existen dos grandes grupos de abejas productoras
de miel, aquellas con aguijon y sin aguijon. Estas ultimas pertenecen a la

subfamilia Miliponinae, tribu Meliponini y Trigonini, y poseen una amplia



distribucion geogréfica, encontrandose en las areas tropicales y subtropicales
del mundo. Al comparar la miel de los melipénidos con la miel producida por
Apis melliphera (abeja con aguijon), se encontré que ésta tiende a ser mas
liquida, mas acida y su composicién no es idéntica, lo cual puede marcar una
diferencia en el efecto que puedan presentar sobre los microorganismos. Al
respecto, existe consenso a nivel cientifico de que no todas las mieles poseen
igual actividad antimicrobiana, esto debido a los diferentes niveles de
produccion de perdxido de hidrogeno y de factores no perdxido, los cuales son
muy dependientes del origen de la miel, incluyendo la fuente del néctar, el

area geogréfica y el mismo procesamiento de la miel ©).

En otros estudios, se mostraron que la miel de abejas sin aguijon posee un
efecto inhibitorio de bacterias. Las abejas meliponas y meliferas tienen similar
efecto inhibitorio contra Escherichia coli, Salmonella sp. y Pseudomonas
aeruginosa. La miel de abejas sin aguijon contiene una mayor capacidad
inhibitoria contra Staphylococcus aureus y S. epidermidis, en comparacion
con la miel de abejas con aguijon. La mayoria de estos microorganismos son
considerados como los principales patégenos transmitidos por los alimentos
®),

Finalmente es importante mencionar la presencia de E. coli en dos muestras
de miel de Angelita (melipona) lo que indica potencial contaminacion fecal; no

se encontré S. aureus, ni Salmonella sp @1,

1.2 Bases Tedricas

a) Comunidad de abejas sin aguijon (Hymenoptera: Meliponini)

Las abejas sin aguijon, son abundantes en bosques humedos tropicales e
importantes polinizadores. Las abejas por su gran importancia polinizador de
los angiospermas en muchas areas del mundo constituyen el grupo mas
diverso de los visitantes florales ??. El desarrollo y mantenimiento de los
bosques, asi como de los cultivos agricolas, dependen de los polinizadores y
su diversidad; mas de 20.000 especies de abejas que hay en el mundo, tan

solo el 5% son sociales. Las abejas sociales, estan representadas



principalmente por las “abejas sin aguijon”, pertenecientes a la subfamilia
Meliponinae ©3).

Los meliponidos son altamente sociales (eusociales), conformando colonias
de cientos a miles de individuos 3. Son grupos dominantes en los bosques
himedos tropicales de tierras bajas @4. Sin embargo, se han visto afectados
por accion del hombre al destruir su habitat natural 2527,

Los melipénidos son abundantes y ampliamente distribuidos en diferentes
ecosistemas (desde bosques hasta zonas con alta perturbacién), sus nidos
son facilmente encontrados y la taxonomia de las especies, es relativamente
bien conocida. Las abejas sin aguijon son uno de los componentes de mayor
biomasa de la comunidad de insectos forrajeros de néctar y polen en muchas

areas tropicales ©8),

b) Composicién de especies de meliponidos

Como caracteristica estructural de una comunidad, se refiere a la taxa que
conforman una comunidad, sean las familias, los géneros o las especies 9,
en las abejas se han observado diferencias en la composicion de especies de
acuerdo con la variacion del medio en que se encuentren, por estar
directamente relacionado con el comportamiento de forrajeo que desarrolla
cada especie para obtener los recursos alimenticios y sitios de nidacién, esto
depende de las caracteristicas del ambiente como la distribucion y abundancia
de diferentes tipos de recurso, adicionales a las caracteristicas

especificamente florales 2.

c) Algunos aspectos de la sistemética, origen y distribucion de la tribu

Meliponini

Segln Michener en el 2000 3, la sistematica de las abejas sin aguijén es la
siguiente:

Orden: Hymenoptera; Suborden: Apdcrifa; Orden: Aculeata; Superfamilia:
Apoidea; Familia: Apidae; Subfamilia: meliponinae, Tribu: Meliponini y

Trigonini.



El nimero de géneros reconocidos en esta tribu es variable. Michener en el
2000 3, Griwold y colaboradores en el 1995 @9 y Nates-Parra en 1996) G
reconocen 21 géneros. En cuanto a las especies, seguin Roubik y reportes en
1997 (2) existen en el neotropico alrededor de 500 descritas. Camargo y
Pedro en 1992 3, presentan una revision de la sistematica, filogenia y la
distribucion geografica de los melipdnidos.

Los melipénidos son abejas sociales que viven en colonias perennes,
encontradas tipicamente en regiones tropicales y subtropicales del mundo,
desde los 30° longitud norte hasta los 30° longitud sur @3, En américa se
extienden desde México hasta el sur del Brasil y norte de Argentina ©®4. Son
grupos dominantes en los bosques humedos tropicales de tierras bajas, donde
se pueden encontrar en densidades de hasta 600 colonias por kilometro
cuadrado ©% 32) posee géneros endémicos en el tropico oriental, africa,
IndoAustralia y regiones americanas, principalmente Sur ameérica y centro

américa desde el nivel del mar hasta los bosques de niebla 2.

d) Aspectos biologicos de los meliponinos

Las abejas sin aguijon nidifican casi en cualquier cavidad que encuentren
disponible, desde agujeros en arboles, pisos o paredes, incluyendo tumbas de
cementerios V) hasta nidos abandonados de cerambicidos o nidos vivos de
nasutitemes (termitas) ?® y hormigas ©°. Acondicionan a estos sitios a sus
necesidades, también son capases de hacer nidos completamente
subterraneos, hasta cuatro metros bajo tierra 0 completamente expuestos, en
pendientes de ramas de arboles o sobre paredes de edificaciones. Las celdas
de cria son cilindricas y generalmente estan agrupas formando panales,
dispuestos uno sobre otro, los panales estan separados por pequefas
columnas de cerumen, dejando espacio suficiente para la circulacion de las
abejas; la zona de cria esta protegida por capas delgadas de cera (involucro);
el alimento es almacenado en potes de cerumen ubicados alrededor de la
region de cria 9,

La forma de la entrada varia mucho de una especie a otra y es util en la
orientacion de las abejas y defensa del nido, después de la entrada, hay un

pasadizo, generalmente construido de propdleo, que finaliza en los potes de



almacenamiento, a lado de la entrada y en muchas otras situaciones se
encuentran los depositos de resina, frecuentemente usados por las abejas ).
Aunqgue los melipénidos no poseen aguijén, ellos protegen sus nidos muy
eficazmente. EI mecanismo mas comun de defensa es el habito de pegarse
al pelo y piel de los invasores, mordiendo con las mandibulas, aplicando las
resinas, e intentando entrar en la nariz, ojos y orejas. Algunas especies solo
encolan la resina en el intruso y otros vuelan alrededor y debes en cuando
muerden con sus mandibulas @3,

El tamafio de las abejas sin aguijon va desde 1.8mm hasta 1.5cm @3 el
tamafo de las colonias también varia; algunas especies presentan colonias

con unos cientos de individuos y otros hasta con 180.00 ),

e) Potencial y estado actual de los melipénidos

Las colonias de varias especies de abejas sin aguijon han sido domesticadas
en América Latina desde tiempos precolombinos y actualmente se cultivan
(meliponicultura) con mayor intensidad en México y en Brasil 3,

También poseen muchas caracteristicas que realzan su importancia como
polinizadores y eventualmente para su utilizacion en programas forestales;
sus caracteristicas sociales (perennes, constancia floral, capacidad de
reclutamiento, facil manejo, etc.), se ajustan para ser polinizadores ©8 sin
embargo, una limitante para su dispersion, es la falta de disponibilidad de gran
namero de colonias y de conocimiento sobre la necesidad de polinizacion y

de cudles son los polinizadores mas importantes de los cultivos tropicales 7).

f) Caracteristicas sensoriales de la miel de abeja

Las caracteristicas sensoriales de la miel, como el color, aroma, sabor y
consistencia, se asocian con su origen geografico y botanico. El color es una
caracteristica de importancia comercial, ya que, en general, son muy
apreciadas las mieles claras. Sin embargo, el tiempo y la exposicion a altas
temperaturas la oscurecen. Su olor y sabor caracteristicos pueden ser
afectados por calentamiento a altas temperaturas 19, La consistencia de la

miel puede ser liquida o cristalina; la mayoria de las mieles cristalizan con el
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tiempo, y la velocidad de cristalizacion se ve favorecida ante una mayor

proporcion de glucosa en su composicion 8,

g) Descripcion de caracteristicas bacteriolégicas de la miel de abeja

La miel de abeja es un alimento reconocido por sus beneficios nutricionales y
medicinales atribuyendo a sus caracteristicas bacteriolégicas, siendo estos
trabajos de escaso estudio en la linea de investigacion @9, dentro de estos
estudios, la determinacion de la contaminacion bacteriana en mieles
producidas por abejas, definen que pueden ser controlados mediante el
empleo de buenas practicas de manufactura, siendo los analisis
microbiolégicos que nos permiten detectar problemas de manejo y proponer
mejoras en la cosecha y la pos cosecha de miel “9, en términos sanitarios la
miel pueda ser considerada como un alimento seguro, puede verse alterada
debido a manipulaciones poco higiénicas durante la extraccion, procesado,
envasado o conservacion “3, por otro lado, la supervivencia de contaminantes
biol6gicos puede verse inhibido, debido a su capacidad antimicrobial que
posee la miel %), esta accion representa un importante factor antibacterial®?
44), asi mismo existen estudios que han encontrado que la principal actividad
antimicrobiana se debe a la presencia de peréxido de hidrégeno producido por
la enzima glucosa-oxidasa “¥; es por ello que es importante el enfoque de la
capacidad minima inhibitoria y bactericida referida a la inhibicién de un amplio
rango de bacterias Gram positivas y Gram negativas ().

La creciente aparicion de cepas bacterianas resistentes contra los antibiéticos
ha motivado que se analice nuevamente el uso de tratamientos alternativos,
debido a que existen dos grandes grupos de abejas productoras de miel, las
con aguijén (Apis melliphera) y las sin aguijon (Meliponini) donde la
composicion de estas mieles no es idéntica, lo cual puede marcar una
diferencia en el efecto que puedan presentar sobre diferentes

microorganismos ©®),

Respecto a la determinacion de la contaminacién bacteriana de la miel
en el proceso de extraccion y envasado. Existen descripciones que indican

que, a diferencia de la limpieza, la higiene se logra a través del cumplimiento

11



de las medidas necesarias para garantizar la inocuidad y salubridad de la miel.
La presencia de microorganismos en la miel sugiere una falta general de
higiene y saneamiento en la manipulacion del alimento, en el proceso de
extraccion, envasado y/o almacenamiento 8 49, estas medidas hacen
referencias al grupo de abejas del género Apis, tomando como referencia para
estudio de meliponas, debido a que son pocos los estudios que se han
realizado con base cientifica ya que no existe una norma para la miel de los
melipdnidos “9).

Las mieles presentan una microbiota propia con un comportamiento
microbioldgico caracteristico en la que esta constituido por microorganismos
propios y en segunda instancia a los microorganismos secundarios
ocasionales o accidentales, durante la extraccién y envasado las fuentes de
esta contaminacion residen en la manipulacion incorrecta de la miel, el uso de
material con deficientes procedimientos de desinfeccion, incidencia del viento,
presencia de insectos y permanencia de animales de compafiia, ademas de
microorganismos existentes de diferentes géneros, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y algunos otros patégenos de las abejas 9. La presencia
de enterobacterias en ciertos tipos de miel es indicio de una contaminacion
fecal, los miembros de la familia enterobacteriaceae son fermentadores
evolucionando en un ambiente concentrados de azucares siendo conocidos
como osmofilos o sacarofilos, provenientes de compuestos florales, del medio
ambiente, lugares de manipulacibn de mieles como del equipo de las

operaciones de extraccion y condiciones de envasado (38),

En cuanto a la estimacion del tiempo de supervivencia de Escherichia
coli en miel de abeja. No se encontraron estudios respecto a la estimacion
de supervivencia de Escherichia coli en mieles, sin embargo, existen estudios
gue se utilizaron en frutos de tomate bola, pepino de mesa, melén y mango,
maduros Y libres de dafios, obtenidos de un supermercado. El analisis de
sobrevivencia se realizé en intervalos de tiempo de 0, 0,5; 1; 3; 24; 48; 72y
96 h después de la inoculacion bacteriana 8. Una gran cantidad de humedad
también se ha asociado a la persistencia de gérmenes como E. coli, otra seria
una gran cantidad de inoculo de las bacterias lo que promueve que estas

puedan sobrevivir mas tiempo, asi como también la presencia de proteina,
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esputo o suero, en estas superficies inanimadas lograron sobrevivir de 1.5
horas a 16 meses “®. Es por ello que en la presente investigacion se tomo
como referencia la estimacién de supervivencia en miel de abeja de

melipdnidos como aporte a una base de informacion.

En la determinacion de la capacidad antibacteriana de la miel frente a
Escherichia coli. Los resultados obtenidos a partir de la actividad
antibacteriana de la miel de abeja sin aguijon contra diferentes
microorganismos demuestran que todas las mieles exhiben algun efecto
inhibitorio sobre E.coli, tanto de forma pura como diluida esto pone de
manifiesto que la actividad antimicrobiana de este producto se debe no solo a
sus propiedades fisico-quimicas, sino también a otros factores incluyendo la
actividad de la lisozima, la presencia de acidos aromaticos y volatiles, asi
como a la produccién de peroxido de hidrégeno asociada con la enzima
glucosa oxidasa ®), asi mismo, se utiliz6 el método de difusion en agar en
placa donde se observo la presencia de halos de inhibicion del crecimiento de
E. coli para todas las mieles. Los valores de los halos fueron superiores a 20
mm de diametro, reflejarian que E. coli seria extremadamente sensible a las
soluciones de miel, esta sensibilidad se determiné por métodos en caldo
Mueller-Hinton y de difusibn en placa, mostrando valores de inhibicion
concordantes ), por otro lado, las mieles de nueve especies de melipénidos
fueron evaluadas presentando actividad antibacteriana a concentraciones de
2,5-10% (v/v) considerandolos como mas efectivos que los reportados en

andlisis efectuados con la miel de A. mellifera (0. 50),

En relacion a determinacion la concentraciéon inhibitoria minima y la
concentracion bactericida minima de la miel sobre Escherichia coli.
Estudios recientes en mieles de meliponas reportan que la actividad
antimicrobiana es mayor que la de Apis V), se ha reportado que la CIM
promedio de la miel de cada especie de melipona inhibe el 100% del
crecimiento de cada microorganismo empleado, correspondiendo a su efecto
bactericida 2, asi mismo, mieles argentinas y paraguayas mostraron
actividad antibacteriana contra E. coli (50 g/100 ml) ®3), también se evaluaron

otras muestras de mieles contra microorganismos, presentando actividad
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antibacteriana al 10% ©%. Los resultados obtenidos permiten concluir que la
miel de abejas sin aguijon muestra un adecuado efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de microorganismos; por lo que su potencial uso a nivel

hospitalario es muy prometedor ©).

1.3 Definicién de términos basicos

Caracteristicas, este término puede designar diversos conceptos, que
siempre se refieren al caracter propio o especifico de algo, siendo esta uno

de los valores o cualidades que definen intrinsecamente cada sujeto ).

La miel, es una solucion concentrada de azucares con predominancia de
glucosa y fructosa. Contiene ademas una mezcla compleja de otros hidratos
de carbono, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerales, sustancias
aromaticas, pigmentos, cera y granos de polen. 2%, Sustancia producida por
abejas a partir del néctar de las plantas, de secreciones de las partes vivas de
las plantas o de excreciones de insectos succionadores, las cuales son
transformadas mediante sustancias especificas propias, deshidratadas y

almacenadas en colmenas hasta su maduracion ©.

Caracteristica bacterioldgica de la miel, caracter propio y especifico de la
miel donde estas caracteristicas estan determinadas por su valor nutricional y

sus propiedades medicinales frente a bacterias presentes en ella ),

Abejas sin aguijéon, especies de abejas perteneciente a la subfamilia
meliponinae que viven en colonias perennes, encontradas tipicamente en

regiones tropicales y subtropicales del mundo 3

Escherichia coli drogorresistente, se trata del aislamiento de cepas de E.
coli resistentes a los antibidticos, la resistencia de esta bacteria a los
antimicrobianos es elevada, y se considera que en ello no ha influido

notablemente el efecto de los antibidticos 7 58),
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Las bacterias aerobias mesoéfilas, proporcionan informacion acerca del
namero de bacterias viables, por lo que representan un recurso valioso
adicional para determinar el grado de exposicion de los alimentos a la
contaminacion por microorganismos. El recuento de estos organismos
representa un respaldo al significado atribuido a los resultados de los analisis
de los coliformes, indicando la posible presencia de microorganismos
patdégenos. La cuantificacion de este grupo microbiano permite estimar de
forma general la carga microbiana presente en una muestra, si bien no aporta
datos concretos sobre el tipo de especies predominantes. No obstante, su
conocimiento siempre es interesante, ya que su valor es reflejo de la calidad
sanitaria y, adicionalmente, suele proporcionar informacion con respecto a la
existencia de practicas incorrectas, tales como vertidos o manipulacion

inadecuada. ©9),
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CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS

2.1 Variables y su operacionalizacion

Las caracteristicas bacteriolégicas enfocadas en el estudio de la

contaminacion bacteriana y el efecto antibacteriano en la miel de abeja:

Variable

Indicador

Indices

Independiente:

*)

Efecto antibacteriano de la
miel

Tiempo de supervivencia
de Escherichia coli
drogorresistente en miel de
abeja.

Horas- h:

1- Ausente (0)

2- Escaso (1-24)

3- Moderado (25-48)
4- alto (49-72)

Capacidad antibacteriana
de la miel frente a
Escherichia coli
drogorresistente.

Milimetros-mm:
1- Presente (si)
2- ausente (no)

Concentracion inhibitoria
minimay la concentracion
bactericida minima de la
miel sobre Escherichia coli
drogorresistente.

Miligramo por litro-
mg/ml:

1- baja (0.49-1.95)

2- media (3.91- 15.63)
3- alta (31.25-250)

Dependiente:

Contaminacion bacteriana

Carga bacteriana
presentes en la miel de
abeja.

Unidades formadoras
de colonias-UFC:

1- Abundante (10°-10°)
2- Moderado (103-10%)
3- Escaso (10-10?)

4- Ausente (0)

Observacion: (*) sugerencia establecida por el investigador, a partir de

procedimientos aplicados en la investigacion.
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2.2 Formulacién de hipotesis

2.2.1 Hipotesis general

La caracteristica bacterioldgica enfocada en la contaminacion bacteriana
presente en la miel, va a depender del efecto antibacteriano de la miel frente

a E. coli drogorresistente.

2.2.2 Hipotesis especificas

- El tiempo de supervivencia de Escherichia coli en miel de abeja es
moderado por la drogorresistencia del patdgeno.

- La capacidad antibacteriana de la miel frente a Escherichia coli
drogorresistente esta presente por la formacion de halos en el medio
de cultivo inoculado.

- Concentracién inhibitoria minima y la concentracion bactericida minima
de la miel sobre Escherichia coli drogorresistente es alto por la
capacidad osmofilica presente en el producto alimenticio.

- Carga bacteriana presentes en la miel de abeja es moderado -
abundante por el nimero de colonias contenidas en el producto

alimenticio.
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CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de investigacion

La naturaleza de estudio es de tipo transversal ©), el disefio de la investigacion
es experimental (anexo 01), siendo el método mas confiable para el recojo de
informacion a partir de un plan o estrategia para responder a las preguntas de
investigacion, sefialando al investigador lo que debe hacer para alcanzar los

objetivos de estudio (62,

3.2 Poblacién y muestra

a) Descripcion de la poblacion: Miel existente en las 30 colmenas en las

cuencas de los rios Ucayali y Nanay

b) Ubicacién geogréafica y muestra del estudio: El area de estudio esta
ubicado en dos cuencas hidrogréficas pertenecientes al rio Nanay y rio Ucayali
de la region de Loreto, la colecta del material bioldgico se realiz6 en dos
comunidades por cuenca respectivamente, dos de las comunidades estan
ubicadas en el distrito de lquitos, provincia de Maynas de la region Loreto, en
zonas de tierra firme de la cuenca del rio Nanay, siendo Santa Rita (lat. S -
3.730106°, Long. W -73.323632°) y San Pedro (lat. -3.752891, Long. -
73.336478) a una hora de la ciudad de lquitos. En la cuenca del rio Ucayali,
se ubican dos las comunidades restantes siendo Bagazan y Chingana,
pertenecientes al Distrito de Sapuena, Provincia de Requena de la region
Loreto dentro del area de Amortiguamiento de la Reserva Nacional Pacaya-
Samiria y del Area de Conservacion Regional Tamshiyacu-Tahuayo de la
Amazonia peruana; la comunidad de Bagazan (lat. S-4.725577°, Long. W -
73.533864°) esta ubicada en zonas de tierra firme; en tanto que la comunidad
de Chingana (lat. S -4.7159494, Long. W -73.53902977000) se encuentra
ubicada en zona inundable (Anexo 02).
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Las muestras de estudio son: cuatro muestras colectas de una colmena
siendo estas: miel madura, miel inmadura, colectada por el apicultor y
envasado para su almacenamiento. Las dos especies de abejas meliponas

identificadas procedieron de la cuenca del Ucayali y Nanay.

c) Criterios de seleccion: Se realiz6 de forma aleatoria previa ubicacién de
la miel en paneles, seguidamente se tomaron las cantidades suficientes de
miel para su andlisis bacteriolégicos (Anexo 01), para lo cual se empled una
jeringa descartable estéril, acondicionando las muestras en una caja de
tecnopor con hielo ?9, siendo transportadas al laboratorio de microbiologia del
CIRNA (Centro de Investigaciones de Recursos Naturales de la Amazonia)

para la evaluacion de los andlisis de analisis bacterioldgicos.

d)Tamanio muestral: Miel existente en 30 colmenas en las cuencas de los

rios Ucayali y Nanay

e) Procedimiento de muestreo: Se consideraron cuatro muestras colectadas
por colmena siendo: miel madura, miel inmadura, colectada por el productor y
envasado para su almacenamiento, de las cuales dos primeras muestras se
colectaron haciendo de uso directo una jeringa estéril previa a la desinfeccion
del opérculo de porongos que contuvieron miel, para la muestra de miel
colectada por el productor, se realiz6 la colecta de forma artesanal por los
mismo meliponicultores, después de ello el productor empled un recipiente,
donde precedieron a envasarlo para su almacenamiento, de ello se tomaron
4800 ml del total de 30 colmenas, constituyendo cuatro muestra de mieles que

se requirio para el andlisis por colmena de especie de abeja (Anexo 01)

3.3 Técnicas e instrumentos

Respecto a la recoleccion de datos para la técnica de recuento de colonias
bacterianas se confié a partir de la norma sanitaria que establece Minsa-
Digesa en el 2008 3, la técnica de la aplicacion del tiempo de supervivencia
fue aplicada por Castafieda et al. 2014 “® en la determinacion de la

capacidad antibacteriana esta técnica fue orientada por Zamora et al. 2011©),
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seguidamente la aplicacion de la técnica de determinacion de la concentracion
inhibitoria minima y la concentracién bactericida minima fue validada por
Malbran. 2012 ©4),

3.4 Procedimientos de recoleccion de datos

3.4.1 Identificacion de las especies de abejas meliponas productoras de

miel.

La identificacién de las abejas meliponas se realizd por del especialista
entomologo M.Sc. César Delgado Vasquez, en el proceso durante el cual se
identificé cada una de las especies a las que pertenecen las abejas, utilizando
claves taxondmicas para meliponideos de Michener de 1990 y Roubick de
1992, descripciones de meliponas de Moure del afio 1951. Comparandose
con la coleccion de abejas nativas del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana— IlIAP, las que fueron determinadas por Claus
Rasmussen, especialista en abejas nativas de la Universidad de Dinamarca,
determinado dos especies de abejas nativas, siendo: Melipona eburnea y
Melipona grandis (Anexo 03).

3.4.2 Toma de muestra en campo para pruebas antibacterianas en

laboratorio

Se llevo a cabo en forma aleatoria previa ubicacién de la miel en paneles,
tomandose de un mismo lote y en cantidades suficientes para cada analisis,
se considerd cuatro muestras colectas por 30 colmenas siendo estas: miel
madura, miel inmadura, colectada por el productor y envasado para su
almacenamiento; por consiguiente las dos primeras muestras se colectaron
de forma aséptica, haciendo de uso directo una jeringa descartable estéril
previa a la desinfeccién del opérculo de porongos que contuvo miel; para la
muestra de miel que fue colectada por el productor, no se tuvo esas
consideraciones, se dejo realizar la colecta artesanal por los meliponicultores,
después de ello el productor hizo uso de un recipiente donde se precedi6 a

envasarlo para su almacenamiento a la venta, de ello se tomé la muestra para
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el andlisis (Anexo 04) posteriormente las muestras se acondicionaron en una
caja de Tecnopor con hielo @9, para ser transportadas al laboratorio de
microbiologia del CIRNA (Centro de Investigaciones de Recursos Naturales
de la Amazonia) donde se desarrollaron los procedimientos bacterioldgicos
(Anexo 05).

3.4.3Empleo de cepas de Escherichia coli drogorresistente para pruebas

antibacterianas

Se utiliz6 cepas drogorresistentes proporcionadas por el laboratorio de
microbiologia del Centro de Investigaciones de Recursos Naturales- CIRNA
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana- UNAP. El aislamiento de
E. coli fue realizado a partir de los teclados y ratones de computadoras del
Hospital Iquitos “César Garayar Garcia”; asi mismo la identificacion de las
cepas bacterianas fue realizado mediante técnicas y procedimientos
estandarizados mediante caracterizacion microscopica (tincion gram) (Anexo
06) y pruebas bioquimicas de Prueba: oxidasa (-), utilizacién de azucares (+),
Indol (+), citrato (-) acidos-RM (+) 61 (Anexo 07).
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3.4.4 Determinacién de la contaminacién bacteriana de la miel en el

proceso de extraccion y envasado

llustraciéon 01: Técnica de recuento de colonia de Mesé6filos Aerobio Viables

1I]m| ogr. de

muestra 1 ml.
U 3 104

O ) () ) ouplicado
Adicionar de 15 a 20 @ @ @ @
ml. de agar especifico :

para el recuento en
cada placa

Homogenizar el agar con la muestra
)mediante movimientos rotaterios e

incubar a 30 +1°C por 72 h + 3 horas
Plate count

T
Hacer el recuento de los Mesdfilos
@ Aerobio Viables y reportar por UFC

por ml. 6 gr. segan la muestra

La primera etapa (llustracion 01) estuvo orientada a determinar la
contaminacion bacteriana de la miel utilizando la técnica de recuento de
colonias bacterianas 1), que consistié realizando diluciones decimales, para
ello se utilizé6 una pipeta estéril conteniendo 10 ml de miel de abeja por
muestra empleada, la pipeta fue utilizada para la transferencia de similar
volumen de muestra en 90 ml de Agua Peptonada Alcalina (APA); se repitio
el procedimiento para cuatro diluciones decimales como fue necesario,
tomando 1ml de la dilucion anterior para 9 ml de APA, habiendo mezclado las
diluciones utilizando un vortex durante 5 a 10 segundos; luego se inoculd
asépticamente 1 ml de cada diluciobn en dos placa petri estéril, en pleno
cumplimiento con la Norma ISO 4833:2003, posterior a ello se licuo el agar
Plate Count dejando en bafio Maria a una temperatura de 46°C, de este

contenido se afiadio 20 ml del agar templado a cada placa de Petri siendo un
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total de ocho placas empleadas ya que se hizo cuatro diluciones por muestra,
una vez contenida la solucion de cada dilucion en el agar empleado se mezclo
con cuidado haciendo girar las agujas del reloj seis veces, seis veces de
izquierda a derecha, seis veces hacia la izquierda y seis veces arriba y abajo
hasta su solidificacion.

Para el periodo de incubacion de Bacterias Aerobias Mesdfilas Viables
(B.A.M.V). Se procedieron a invertir las placas de Petri contenido de agar Plate
Count inoculado con cada dilucion y se trasladaron a una incubadoraa 30 + 1
°C durante 72 horas *= 3 horas. Finalmente, para el recuento de colonias, se
conto todas las placas que contienen entre 30 a 300 colonias. Se mantuvo las

placas que no contenian mas de 300 colonias en dos diluciones consecutivas.

Observacioén: Esta técnica fue empleada a las cuatro muestras colectadas a

partir de 30 colmenas

Calculo 5C
El Namero de Microorganismos es = (n +0.1n)d
1 2

2C = Sumatoria de las colonias contadas

n1 = Numero de placas contadas de la 1° dilucion seleccionada.

n2 = Numero de placas contadas de la 2° dilucion seleccionada.

d = Factor de dilucién correspondiente a la 1° dilucién leida.

Se redonde6 el resultado calculado con dos cifras significativas. Los
resultados fueron expresados como un numero entre 1.0 y 9.9 inclusive

multiplicado por 10%, donde x es la potencia de 10
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3.4.5 Andlisis de tiempo de supervivencia de Escherichia coli

drogorresistente en miel de abeja.

llustracion 02: Tiempo de supervivencia de E. coli drogorresistente en la miel de

abeja.
M. Farland
Coam ¥
Ec 55
' 5ml de
miel de
abeja
TR | Horas de siembra
/| oh, 8h, 16h, 24, 32h, 40h,
Siembra por triplicado / 48h, 56h, 64h, 72h
frr
Niel de Inc‘uhacil:'rn de
beia 37°C/24h.
inoculada

Se preparé suspensiones bacterianas (llustracion 02) utilizando cinco cepas
de Escherichia coli drogorresistente, equivalente al tubo N° 1 del nefelometro
de Mac Farland (aproximadamente 3 x 108 células/ml), en suero fisiolégico
estéril. 0.1 ml, de las cinco suspensiones por cada una de ellas se sembro6 un
tubo conteniendo 5 ml de miel de abeja (miel de abeja inoculada),
correspondiendo en total de las cinco cepas empleadas cinco suspensiones
diferentes y por cada suspension se utilizaron las cuatro muestras de miel
colectadas por colmena (miel madura, miel inmadura, colectada por el
meliponicultor y envasadas para su almacenamiento), constituyendo un total
de 20 unidades de muestras conteniendo cada una 5ml de miel, utilizando un
total de 100 ml de miel de abeja colectadas a partir de una sola colmena

aplicado en 30 colmenas respectivamente.
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Para determinar el tiempo de supervivencia de Escherichia coli en las
muestras de miel de abeja y asegurar el resultado se trabajo por triplicado,
empleando tres placas petri por cepa, es decir, se empled 15 placas petri, de
modo que de cada tubo con miel de abeja inoculada empleando hisopos
estériles, se tomaron muestras a las 0, 8, 16, 24, 32,40 ,48 ,56 ,64y 72 h, las
cuales fueron sembradas en placas con agar soya tripticasa. Estas fueron
incubadas a 37°C durante 24 h. Transcurrido dicho periodo se registraron los
resultados en base a la presencia (crecimiento) o ausencia (no crecimiento)

de colonias.

3.4.6 Determinacion de la capacidad antibacteriana de la miel frente a

Escherichia coli drogorresistente

llustracién 03: Capacidad antibacteriana de la miel de abeja

G TSA 0.1 ml
37°/24h UFC de E.C
37°/24h

S.S:
q q suspension
bacteriana
TSB

Siembra por

1 ° M-H difusion

Pocillo de 0.5

min

20

Contenido de

Incubacion de 30
miel 0.5 ml

37°C/24 h.

Gt

Para la determinacién de la capacidad antibacteriana (llustracion 03) se
empleé el método de difusidbn en agar muller-hinton, seguan kirby-Bauer,
modificado, el criterio utilizado para esta determinacién fue la presencia o

ausencia de halos de inhibicidn, para lo cual, se empled cinco cepas de
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Escherichia coli procediendo a sembrarlos en caldo soya tripticasa e
incubando a 37 °C durante 24 h, asi mismo se prepararon placas petri con 20
ml de agar muller-Hinton. Luego con la ayuda del hisopo estéril se diseminé
en la superficie de placas con agar Mueller-Hinton, para lo cual se coloc6 0.1
ml del cultivo, seguidamente empleando un sacabocado estéril, se hicieron
pocillos en el medio de cultivo en los cuales se colocaron 0.5 ml de la miel de
abeja (por muestra). Sin ser invertidas, las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 h. después de dicho periodo se observaron halos de inhibicién

alrededor de los pocillos.
3.4.7Determinacion de la concentracion inhibitoria minima y la
concentracion bactericida minima de la miel de abeja, frente a

Escherichia coli

Estas técnicas se aplicaron debido a la presencia de actividad antimicrobiana
de la miel de abeja frente a E. coli formados por halos de inhibicion.

a) Determinacidon de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

llustracion 04: Concentracion inhibitoria minima de la miel de abeja

m 0.1ml
S, Stock:
' &
9.9ml i
M. 2106
= L Farland iy ’/
(05)
Cepa TSA &S T8 lml ml 1ml lml iml lml Iml lmlrl_Ql
Ec UFC 155108 ‘ Cada tubo: TS8
1ml J ] 75:10= J ] J ] imi
Tubos (mg/1) : ; :
12250 6781
=125 72391
3625 8-195
4=3125 9.098 Iﬂ Incubacion:
5=15.63 10-0.49 37°C/24 h
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Para la CIM (llustracion 04) se empled el método de macrodilucion en caldo,
para lo cual se prepararon cultivos de 18 h de la cepa de E. coli (cinco cepas
por muestra en una colmena), en agar tripticasa de soya, seguidamente se
preparard una suspension bacteriana en solucion salina estéril a una turbidez
equivalente al estdndar 0.5 de la escala de McFarland (aproximadamente 1.5
x 108 Células/ml), a continuaciéon, se realiz6 una dilucion al 1/100
(aproximadamente 1.5 x 108 UFC/ml) transfiriendo 100 pL (0.1 ml) de la

suspension bacteriana a 9.9 ml de caldo tripticasa de soya.

Se empled 10 tubos con 1 ml de caldo tripticasa de soya para cada prueba
(tubo N°1 al tubo N°10). Por otro lado, se dispuso de una solucion stock de la
miel de abeja a una concentracion de 500 mg/ml. Seguidamente se afiadi
1ml de la solucion stock de la miel de abeja al tubo N° 1 que contenido de 1ml
de caldo tripticasa de soya (concentracion de la miel en este tubo es 250
mg/ml), se mezcld bien con la ayuda de un vortex. A partir de este tubo, se
preparar6 diluciones dobles seriadas, para lo cual se tomd 1 ml y se transfirié
al tubo N°2 (concentracion de miel de abeja = 125 mg/ml), después de mezclar
bien el contenido, se transfirio 1 ml al tercer tubo, en el cual la concentracion
de miel sera de 62.5 mg/ml y asi sucesivamente hasta el tubo N° 10, del cual
se tomoO y descarté 1 ml. De este modo, se obtuvieron diluciones dobles de la
miel desde 250 mg/ml hasta 0.49 mg/ml.

A continuacion, se afiadio a cada tubo con diferentes concentraciones de miel
(Tubo N° 1 al 10), 1 ml del in6culo preparado de la cepa bacteriana que
contiene aproximadamente 1.5 x 10 UFC/ml, con un inéculo final aproximado
de 7.5 x 10°UFC/ml y las concentraciones finales de la miel fueron desde 125
mg/ml hasta 0.24 mg/ml. Los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 horas
y luego se procedié a calcular la CIM, considerandola como el valor
correspondiente al tubo con menor concentracion de miel donde no hubo

desarrollo bacteriano, demostrado por la ausencia de turbidez.
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b) Determinacién de la Concentracién Bactericida Minima (CBM)

llustraciéon 05: Concentracion bactericida minima de la miel de abeja

Tubos incubados
1 } | ' 1 de la CIM
| !
Incubacion de
37°C/18 h.

TSA

@ CBM: <75 UEC

A patrtir de cada uno de los tubos sin desarrollo bacteriano (llustracion 05) se

inoculé 0.1 ml en placas con agar tripticasa de soya y con la ayuda de una asa
de vidrio se disperso en toda la superficie del agar en tres direcciones, las que
se incubaron a 37 °C durante 18 h. Finalmente, para determinar la CBM se
contd el nimero de colonias en las placas, considerandose dicha CBM como
la menor concentracion de miel cuyo subcultivo produce un numero de
colonias menor al 0.1% del in6culo original (7.5 x 10°UFC/ml), es decir, un
ndamero menor a 750 UFC/ml, y como se inoculé la décima parte de 1 ml (0.1
ml), entonces se considerd la CBM al subcultivo que produjo menos de 75

colonias.
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3.5 Técnicas de procesamientos y analisis de datos

3.5.1 Contaminacidén bacteriana de la miel

Se utilizé estadistica descriptiva para muestras con distribucién no normal, por
ello se utilizd medianas, rango intercuartilico, rango al 90%, y valores maximos
y minimos. La comparacion de la cantidad de bacterias por tipo de miel fue
realizada con ANOVA de una via previa transformacion logaritmica con base
10, mientras que la comparacion de la cantidad de bacterias por especies de

que producen la miel de abeja fue realizada con T-student.

3.5.2.Tiempo de supervivencia de Escherichia coli drogorresistente

Este analisis de datos de tipo categorico se realizé mediante la G-test, el cual
toma en consideracion muestras pequefias y grandes, resultando mas
sensible que la prueba Chi cuadrado. La prueba G compard las proporciones
de las frecuencias que la bacteria sobrevivio a diferentes horas.

3.5.3 Capacidad antibacteriana de la miel frente a Escherichia coli

drogorresistente

Se utilizé estadistica descriptiva para muestras con distribucion normal, se
calculo promedio y desviacion estandar, ademas de minimos y maximos. Se
comparé la capacidad bactericida mediante ANOVA de una via. Para
encontrar el tipo de miel que puede explicar la mayor variabilidad en la
muestra se realizd el Analisis de Componentes Principales con matriz de

covarianza.
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3.5.4 Concentracion inhibitoria minima y la concentracion bactericida

minima de la miel sobre Escherichia coli drogorresistente
Se realizé con estadistica descriptiva, y las comparaciones entre tipo de miel
fue realizado con la prueba de Kruskal Wallis, por tratarse de muestra con

distribucion no normal y varianza desigual.

*Los programas estadisticos empleados fueron: Sigmaplot 11.0, BioEstat 5.0,
Cap 4 setup (analisis package 4.0)
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Determinacion de contaminacién bacteriana de la miel en el proceso

de extraccion y envasado.

La presencia de bacterias fue variable en todo el proceso de la obtencion de
la miel (Fs6.3=6.863, P<0.001). La miel madura aséptica es la que tuvo menos
presencia de bacterias aerobias mesofilas viables (BAMV), y estuvo entre 22.5
y 67.900 UFC (unidades formadoras de colonias) (90% de la muestra), con un
valor medio de 800; es muy importante remarcar que hubo una muestra que
no tuvo BAMV pero también hubo una muestra que llegé a tener 76000 UFC.
Mientras que la miel inmadura aséptica tuvo entre 815y 4,295,000 UFC (90%)
y un valor medio de 46,000; aqui no hubo alguna muestra sin bacterias, todas
tuvieron, lo mas bajo que se encontré6 en una muestra fue 800 UFC pero
también hubo valores que llegaron a 4,400,000. En la miel colectada por el
productor hubo entre 150 y 12,895,000 UFC con un valor medio de 38,000;
también todas las muestras tuvieron bacterias, el nimero mas bajo registrado
fue de 100 UFC pero también se hall6 valores altos hasta 17,000,000. En la
miel envasado para su almacenamiento se encontré entre 405 y 3,080,000
UFC con un valor medio de 10,000; la cantidad méas baja registrada en esta
etapa fue de 300 pero la maxima fue de 3,200,000 (Tabla 01).

La cantidad de bacterias entre cada proceso no fue igual (Fse3=6.863,
P<«0.001). La cantidad media mas baja, 800 UFC fue registrada en la miel
madura aséptica, mientras que en las demas hubo valores mas altos (Grafico
01) en donde fueron obtenidos 46,000 UFC, 38,000 UFC, y 10,000 UFC en la
miel inmadura aséptica, colectada por el productor y envasado para su

almacenamiento; en estas tres ultimas no hubo diferencia significativa.
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Tabla 01: Cantidades (UFC) de BAMV en diferentes muestras de miel de abeja sin

aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019

Muestras Mediana 5-95% Maximo Minim  (*)Limite/ g- Per
colectadas o] Digesa 2008 mis
m M ible
Madura 800 22.5-67,900 76,000 0 103 104 SI
Inmadura 46000 815 - 4295000 4400000 800 103 10* NO
C. productor 38000 150 -12895000 17000000 100 103 10* NO
E.almacena 10000 405 - 3080000 3200000 300 103 104 SI

(*) V1. 4 miel, jalea real y similares de la norma sanitaria MINSA/DIGESA. 2008
Fuente: Datos obtenidos a partir de la presente investigacion

De las muestras colectadas haciendo referencia del limite/g-Digesa 2008 ©3)
(Tabla 01), la miel madura y la miel envasado para su almacenamiento
estarian dentro del limite permisible establecida en la norma sanitaria
MINSA/DIGESA. 2008 3 del VI item de azucares mieles y productos
similares, sin embargo, teniendo un resultado como 800 UFC (8x10?) de la
miel madura, estaria por debajo del recuento para BAMV, la que indicaria que

mientras sea menor la carga bacteriana resultaria un producto mas eficaz.

Grafico 01. Comparacion de valores de UFC en diferentes muestras de miel de abeja

sin aguijon (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019

Fo4,=6.863, P<0.001

UFC (log10)
fa—
}_

0 A ®
A B B B
Madura asep Inmadura asep C. productor  E. almacenamiento

Proceso de extraccion y envasado de la miel de abeja
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La linea media indica la mediana (Gréfico 01), la caja es el rango intercuartilico
(50% de la muestra), la linea vertical es el rango del 90% de la muestra, los
circulos negros son los valores atipicos. Las diferentes letras indican

diferencia significativa con la prueba post-hoc Student Newam Keuls

Entre las especies de abejas, ambas especies de melipona no difieren en
cantidad de BAMV, aunque Meliponea eblrnea no llego a tener bacterias en
una muestra a diferencia de M. grandis que siempre tuvo bacterias (T-student=
-0.741, P=0.468), pese a estas diferencias sutiles la prueba estadistica fallo

en no mostrar diferencia entre ambas especies (Grafico 02).

Grafico 02. Comparacién de cantidades (UFC) de BAMV en miel madura aséptica por

especie de abeja sin aguijon (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019.

T-student=-0.741, P=0.468

. |

UFC (log10)

Melipona eburnea Melipona grandis

Especies de abejas

4.2 Estimacion de tiempo de supervivencia de Escherichia coli

drogorresistente en miel de abeja.
En la muestra de 30 réplicas de la miel madura aséptica se observo que la

bacteria tuvo un tiempo maximo de supervivencia de 32 h y el minimo de 16

h, pero hubo mayor proporcion de supervivencia hasta las 16 h. Este patron
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fue similar a la miel inmadura aséptica, a la miel colectada por el productor y
envasado para su almacenamiento (Tabla 02). Aparentemente la miel
inmadura tuvo diferente patrén, pero este no fue significativo, indicando que
sigue el mismo patrén de la miel madura aséptica (G-test=0.834, P=0.658). Es
decir, el tiempo medio de supervivencia de las bacterias, 16 h, fue similar en
todas las muestras de diferente proceso; esta bacteria no sobrevive mas de
32 h, y esta supervivencia tiene un comportamiento gradual, el 50% sobrevive
hasta las 16 h, el 30% hasta las 24 h y el 20% restante hasta las 32 h. Estos
resultados indican que la miel de abeja en cualquiera de sus procesos, al final
de las 32 h, no tendra alguna bacteria resultando en un liquido libre de

bacterias.

Tabla 02: Tiempo de supervivencia de E. coli en los diferentes procesos de extracciéon
y almacenamiento de miel de abeja sin aguijon (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto,
2019

Tiempo (8 h) Madura Inmadura C. Product E. almac %
aséptica aséptica esperado

0
8
16
24
32
40
48
56
64
72

G-Test/P 0.834/0.568 4.207/0.122 4.195/0.122 3.206/0.201

50
4 3 30
0 0 20

W Wl
!
N

AW

Fuente: Datos obtenidos a partir de la presente investigacion

4.3 Determinacion de capacidad antibacteriana de la miel frente a
Escherichia coli drogorresistente.

La miel de abeja envasado para su almacenamiento mostré mayor accion

bactericida (11.74 mm) que las demas muestras de miel de abeja, aunque
esta capacidad fue similar al de la miel madura (10.31 mm) (Tabla 03). La miel
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inmadura y la colectada por el productor, 8.95 mm y 9.41 mm, son las que
tuvieron menor accion bactericida (Grafico 03). Es decir, nuestros resultados
avalan que la miel de abeja almacenada pudiera dar mejores resultados
bactericidas (F6.3=4.128, P=0.011).

Tabla 03: Valores de capacidad bactericida (mm) de los diferentes tipos de miel de

abeja sin aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019

Miel de abeja N Promedio Desviacion Minimo Méaximo
estandar
Madura aséptica 17 10.31 1.74 7.2 12.93
Inmadura aséptica 10 8.95 1.42 7.3 11.82
C. productor 14 9.41 1.86 5.7 12.3
E. almacenamiento 9 11.74 2.60 8.3 16.2

Fuente: Datos obtenidos a partir de la presente investigacion

Grafico 03. Comparacioén de la capacidad bactericida de los procesos de extracciéon y

envasado de la miel de abeja sin aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019
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Las diferencias observadas de la accion bactericida de la miel pueden ser
explicada en 2 componentes principales al 91.88%. En el primer componente
principal, hubo mucha diferencia que puede ser explicada al 68.29% por la
accion bactericida de la miel envasado para su almacenamiento, la cual se
observé que hubo mayor actividad en Melipona eburnea proveniente de la
cuenca del Nanay (13.20 — 16.20 mm), aquellas que fueron de la cuenca del
Ucayali tuvieron accion bactericida mas baja (9.96-13.30 mm).

En el caso de M. grandis, todas colectadas en el Nanay, tuvo menor valor en
la accion bactericida (8.30-9.70 mm), pero tuvo una sola muestra que tuvo una
accion bactericida muy alta (14.30 mm). La diferencia en el componente
principal 2 solo puede explicar el 23.59%, en donde la miel colectada por el
productor y madura aséptica fueron las mas importantes. (Tabla 04), en el
analisis de componentes principales con matriz de covarianza muestra la
accion bactericida de la miel abeja donde la longitud de las flechas verdes

indica la variable mas importante (Grafico 04)

Tabla 04: Diferencia en los componentes principales de muestras de miel de abeja sin

aguijon (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019

Miel de abeja Componentes Principales

1 2 3 4
Madura aséptica 0.137 -0.657 0.392 -0.629
Inmadura aséptica 0.081 0.289 0.911 0.283
C. productor 0.232 0.689 -0.027 -0.686
E. almacenamiento 0.960 -0.097 -0.127 0.232
% de Varianza 68.28 23.59 7.84 0.28

% de Varianza acumulada 68.29 91.88 99.72 100.00

(-----) variables mas importantes
Fuente: Datos obtenidos a partir de la presente investigacion
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Gréfico 04: Anélisis de componentes principales de accion bactericida por lugar de

muestreo. de miel de abeja sin aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019
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4.4 Determinaciéon de concentracion inhibitoria minima y la
concentracion bactericida minima de la miel sobre Escherichia coli

drogorresistente.

La concentracion inhibitoria minima fue similar en la miel madura, colectada
por el productor y envasado para su almacenamiento, las tres formas de miel
tuvieron 125 mg/ml. La miel inmadura excepcionalmente tuvo 250 mg/ml, el
cual es un valor muy alto, el cual indica que se necesita mayor cantidad de
miel inmadura para lograr un efecto similar al de la miel madura, colectada por
el productor o envasado para su almacenamiento. Es importante anotar que
atipicamente una muestra de miel colectada tuvo accion inhibitoria a 250
mg/ml (Grafico 05). La concentracion bactericida minima fue menor a 75
colonias en 125 mg/ml en la miel madura, colectada por el productor y
envasado para su almacenamiento, las pequefias diferencias mostradas no

fueron significativas (H=2.619, P=0.270).mientras que en la miel inmadura
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necesitd un promedio de 311 mg/ml, es decir, se necesita cuatro veces mas
de concentracion de miel inmadura para lograr un efecto bactericida parecido
al de la miel madura, colectada por el productor y envasado para su
almacenamiento. En los experimentos de concentracion bactericida minima
se tuvo un resultado sin algun efecto en la miel madura colectada por el
productor y envasado para su almacenamiento. Mientras que en la inmadura
se tuvo cuatro resultados sin algun efecto. Estos resultados indican que la miel
inmadura es la menos adecuada para inhibir o combatir bacterias (H=2.619,
P=0.270)

Gréfico 05. Valores de concentracién inhibitoria y bactericida minima de la miel de

abeja de abeja sin aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en Loreto, 2019
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La aparicion de cepas resistentes contra los antimicrobianos es una realidad
gue se fue probando en los ultimos afios llevando consigo a la busqueda de
tratamientos alternativos lo que ha llevado al redescubrimiento de la miel de
abeja dada sus propiedades antimicrobianas y su notable efecto
desinflamatorio y cicatrizante ©%, no obstante esta propiedades medicinales
fueron reconocidas desde tiempos antiguos ), de modo que al ser un
producto de origen animal se debe considerar la carga bacteriana ®. La
importancia de los resultados expresados en la investigacion reafirma las
propiedades medicinales contribuyendo especificamente en mieles
producidas por abejas sin aguijon, pese a la carga bacteriana presente en su

composicion.

Determinacion de contaminacion bacteriana de la miel en el proceso de

extraccion y envasado.

En un estudio realizado por Fontes y colaboradores en el 2013(%) afirman que
existe contaminacién por parte del productor de miel de abeja cuando no
tienen buenas practicas de manufactura en el momento de recoleccion, y que
ademas esta colecta de tipo artesanal no cuenta con las condiciones
higiénicas sanitarias adecuadas para llevar una buena cosecha de miel, ante
esta realidad, este estudio determina la contaminacion de miel en el proceso
de extraccién y envasado por parte del meliponicultor, frente a ello Sdnchez y
estudios en el 20127, mencionan que se olvida que el proceso de produccion
gue se realiza artesanalmente carece de tecnologia que garantice un alimento
inocuo listo para el consumo, frente a ello en los resultados del presente
estudio se presenta que la miel madura y la miel envasado para su
almacenamiento contiene una carga bacteriana de 800 UFC y 10000 UFC de
bacterias aerobias mesofilas viables que estaria dentro del limite permisible
establecido en la norma sanitaria MINSA/DIGESA. 20082 del VI item de
azucares mieles y productos similares, asi como del ICONTEC en el 2012(8),
presentando como parametros de 10% a 10%, haciendo mencién que esta
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norma establecida es en base a mieles producidas por abejas del género Apis,
de modo que esta referencia se tomd para la presente investigacion la
indicacion sobre productos similares de esta normativa peruana, asi como lo
menciond Grajales en el 20014 y Souza y colaboradores en el 20069, sobre
la no existencia de una regulacién para mieles producidas por abejas sin
aguijon. Por otro lado no se encontrd diferencias significativas entre las
especies evaluadas de Melipona eburnea y Melipona grandis presentando
alguna diferencia sutil de que en M. eburnea no llegé a tener bacterias en una
sola muestra a diferencia de M. grandis, esta evidencia puede deberse a lo
indicado por Zamora en el 20110), que las muestras de las mieles son
dependientes de su origen de la fuente del néctar, asi como del area
geografica, esta informacién también puede ser corroborado por Roubik en
1989 @2 en la que hace mencion la dependencia de las caracteristicas del
ambiente como la distribucion y abundancia de diferentes tipos de recursos,

adicionales a las caracteristicas especificamente florales.

Estimaciéon de tiempo de supervivencia de Escherichia coli

drogorresistente en miel de abeja.

Respecto a la estimacion de tiempo de supervivencia de Escherichia coli no
se encontraron estudios especificos al respecto, se encontrdé estudios
realizados de supervivencia del mismo agente patdgeno en otros productos
de consumos como las frutas y verduras, donde esta bacteria logré6 una
supervivencia de tiempo promedio de 72 h. ¢7,

Sin embargo, otros estudios mas proximos a la investigacién han demostrado
gue determinadas especies de bacterias pertenecientes a la familia
enterobacteriaceae en particular Escherichia coli como bioindicador de
contaminacion de origen fecal validando la posible presencia de otras
bacterias del genero de Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Erwinia, y
Aeromonas que son cominmente encontradas en tierra, agua y granos (%
siendo estos agentes microbianos capaces de resistir hasta 34 dias en miel
de A. mellifera ©8. En los resultados obtenidos de la investigacion en las

muestras colectadas de mieles de melipdnidos Escherichia coli logra
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sobrevivir hasta las 32 horas de tiempo promedio, donde se podria comprobar

que ciertamente la miel de abeja sin agujon resulta ser mas eficaz.

Determinacion la capacidad antibacteriana de la miel frente a
Escherichia coli drogorresistente.

Quienes también reportaron mayor sensibilidad de cepas de E. coli frente a
mieles fueron los resultados obtenidos por cabrera y colegas en el 2006 1)
evaluadas a partir de mieles zulianas, asi mismo Fangio y colegas en el
2007 observaron la presencia de halos de inhibicion de crecimiento de E.coli
los valores de halos formados fueron superiores de 20 mm de diametro, sin
embargo en la investigacion realizada a pesar que todas las muestras
mostraron halos de inhibicién el mayor diametro obtenido fue de 11.74 mm,

concluyendo que las mieles son activas frente a E. coli.

Determinacion la concentracion inhibitoria minima y la concentracién

bactericida minima de la miel sobre Escherichia coli drogorresistente

Con respecto a las mieles evaluadas en el estudio, mostré un efecto inhibitorio
sobre Escherichia coli al 95 % esto coincide en un estudio realizado en Egipto
por Badawy en el 2014 #8), asi mismo afios anteriores Estrada y colaboradores
en el 2004“4 hicieron comparaciones de la miel de abeja sin aguijon con la
miel de abeja con aguijon midiendo su capacidad inhibitoria haciendo efectiva

sobre E. coli coincidiendo estos resultados con el estudio realizado.
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CAPITULO VI: PROPUESTA

Seguir con los diversos estudios de la comunidad de abejas sin aguijon
aludiendo a la principal actividad antibacteriana realizando estudios
exhaustivos y minuciosos investigando la presencia de peréxido en cada una
de las muestras analizadas, asi como la determinacion de flavonoides, acidos
aromaticos y acidos fendlicos siendo estos componentes reconocidos por
inhibir un amplio rango de bacterias gram positivas y gram negativas ),
ademas de esclarecer la presencia de lisozima en la miel ya que algunos
reportes mencionan a estad como uno de los antimicrobianos presente en la

miel (75D,

Continuar con los estudios de base cientifica con la finalidad de implementar
una norma para la miel de melipénidos ya que su composicion difiere con las

mieles de especies de abejas del género Apis “9),

Implementar actividades ludicas para diferentes grupos etarios de nifios y
adolescentes, respecto a ecologia y producciéon de miel de abeja sin aguijéon

en nuestra amazonia.

Difundir informacion como tripticos para desarrollar conocimientos basicos en

la meliponicultura y sus buenas practicas (Anexo 08)
Elaborar una ficha informativa de la investigacion desarrollada en base a

estudios de las caracteristicas bacterioldégicas de miel de abeja sin aguijéon
(Anexo 09)
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

> La contaminacion bacteriana en el proceso de extraccion y envasado,
la cantidad media mas baja de bacterias fue registrada en la miel madura
aséptica con 800 UFC, mientras que, en los otros procesos de la miel
inmadura aséptica, colectada por el productor y envasado para su
almacenamiento fueron de 46,000 UFC, 38,000 UFC vy 10,000

respectivamente.

> El tiempo de supervivencia de Escherichia coli drogorresistente de
ambas especies de meliponas fue similar en todas las muestras colectadas,
esta bacteria tiene una supervivencia con un comportamiento gradual y no

logro sobrevivir a mas de 32horas.

> La capacidad antibacteriana de la miel frente a E. coli drogorresistente,
los resultados obtenidos en la muestra de la miel madura y colectada por el
productor fueron las mas eficientes siendo 10 mm y 11.74 mm

respectivamente.

> En la concentracidon inhibitoria minima y concentracién bactericida
minima las acciones de inhibicion y bactericida fueron similares en la miel
madura, colectada por el productor, envasado para su almacenamiento se
obtuvo a 125 mg/ml, mientras que en la muestra de miel inmadura a 250

mg/ml.

43



CAPITULO VIll: RECOMENDACIONES

Realizar evaluaciones de las propiedades antimicrobianas de la miel de
meliponas contra microorganismos patogenos, elaborando parametros
microbiolégicos de miel de meliponas incluyendo variables de madurez,

humedad y pH que deberan ser valorados y correlacionados.

Realizar protocolos de extraccion enfocados en reducir la contaminacion de la
miel en el momento de extraccion y asi cumplir con las normas que se
establecen para el producto, asi mismo, capacitar a los apicultores acerca de
la crianza tecnificada de abejas sin aguijéon (meliponicultura) para brindar

nuevas alternativas comerciales y puedan generar mayores ingresos.

Respecto al trabajo de campo, es necesario precaver los materiales para la
conservacion pertinente de la miel colectada llevadas para su procesamiento

en analisis microbioldgicos.

Es necesario tener cuidado en el registro de colecta de datos por cada
muestra de miel y las condiciones en las que esta debe ser colectada.
Tener las consideraciones necesarias para colectar las muestras de miel en

su distinta fase en condiciones de miel madura e inmadura.

Respecto al procesamiento de andlisis microbioldgico, tener cuidado en el
manipuleo del agente patégeno en estudio Escherichia coli, debido a que
manipulacion inapropiada puede convertirse en una fuente de riesgo biolégico
para las personas que estan en contacto, para ello se debe utilizar los
elementos de proteccidén personal necesarios para evitar la exposicion con

riesgo bioldgico.
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ANEXOS

Anexo 01: Algunos procedimientos bacteriolégicos desarrollados en el Centro de

Investigaciones de Recursos Naturales-lquitos

(A) uso de la cabina de flujo laminar; (B) inoculacidon de cepas de E. coli en miel de
abeja; (C) utilizacion de sacabocado para crear pocillos (hoyos); (D) empleo de miel

de abeja en la prueba de capacidad antibacterial.
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Anexo 02: Caracterizacion microscépica de Escherichia coli drogorresistente

A: Colonias en medio de cultivo MacConkey
B: colonias en medio de cultivo TSA
C: E. coli, usando tincion gram

B femeeig RS
{9 "7 e

1";“' \T- =8 3 N L]
Foto 1: Pruebas bioquimicas: (A) oo Ve S
cepas de E. coli, (B) citrato ¥ rojo oy -

de metilo (RM),(C) AP para =

prueba de oxidasa )
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Anexo 04: ubicacién de lugares de muestreo. (Al) Cuenca del rio Nanay: Santa Ritay

San Pedro (A2) Cuenca del rio Ucayali: Chingana y Bagazan.
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(q)
=
Zz
o
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o
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-73°20'0" -73°15'0"

-73°35'0" -73°30'0"

-4°35'0"

3°400"
3°400"
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Anexo 05: Evaluacién de analisis bacterioldgicos.

Colmena
de

melipona

[ Cuatro muestras ]

1 2 3 4
Miel Miel colectada Miel envasado
Total  por|  Miel madura
. rel para su
muestra inmadura pore | )
colectada DrOdUCtOI’ almacenamiento
40 mi| 40 ml 40 ml | 40 ml
[ Andlisis bacteriol6gicos/ muestra ]
CamiEmiEsEm ) Determinar la contaminacion bacteriana de la miel 1
bacteriana en el proceso de extraccion y envasado

Consideracion de
Ecoli entro de Para este andlisis: 10 ml de miel X 4 muestras =
B.A.M.V (bacterias

aerobias mesdfilas

viables
Efecto ) Estimar el tiempo de supervivencia de Escherichia 2
antibacteriano — coli drogorresistente en la miel de abeja

|\

Se emple6 5 ] _
. 5 ml de miel X 5 cepas de E. coli X 4 muestras = 100 ml
cepas de E.coli

bajo su ) . . . )
L Determinar la capacidad antibacteriana de la miel
condicion 3
. — frente Escherichia coli drogorresistente
drogorresistent

0.5 ml de miel X 5 cepas de E. coli X 4 muestras =10 ml

Determinar la concentracion inhibitoria minima y la 4

- concentraciéon bactericida minima

0.5 ml de miel X 5 cepas de E. coli X 4 muestras =10 ml
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Anexo 06: Muestras de mieles de abejas sin aguijon colectadas por 30 colmenas en

las cuencas de los rios Ucayali y Nanay.

MADURA E INMADURA - L~ = COLECTADA POR EL
PRODUCTOR

==

e

e ‘

e > - AN

V-’ Py Q

% 1°v2° [ el N 30
ENVASADO PARA et . =~
ALMACENAMIENTO :

P :
40 N =

Anexo 07: Especies de abejas sin aguijon identificadas.

Tribu Género Especie
Melipona Melipana eburnea Friese, 1900
Meliponini Melipona grandis, Guerin, 1844

Melipona ebdrnea Melipona grandis
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COLMENA RACIONAL
MODELO VERTICAL

Anexo 08: Triptico, conocimientos basicos para la meliponiculturay sus buenas

CONOCIMIENTOS BASICOS PARA
LA MELTPONICULTURA Y SUS
BUENAS PRACTICAS

Las abejas son insectos que visitan las flores
en busca de polen y néctar, que utilizan
como alimento. En sus visitas en busca de
alimento, transportan el polen de una flora
otra, actuando como polinizadores. Dentro
de la gran diversidad de abejas, las abejas
3in aguijon o meliponas se diferencian de
todas las demas porque no pican, =1 bien
tienen otros mecanismos de defensa, como
por ejemplo cortar las alas de otros insectos.
Son comunes en las tierras calidas y
templadas de las zomas tropicales ¥y
subtropicales del mundo.

En la actualidad, las
meliponas estan
desapareciendo  como
consecuencia de  la b
destruceion de los
bosques nativos
relacionada  con  la
expansion de los campos
para la agricultura y
ganaderfa. Por otro lado,
suffen el dafio preducido

LA COLMENA RACIONAL

Existen diversos modelos de cajas
racionales. Son preferibles aquellas cajas
con divisione: o alzas y construidas con
madera de buen grosor (2.3 eom
preferentemants) y bien saca.

LA A MBI A A VORI

L it &, 8,€. D § i o
s e 13 commtve, | g | 3 G
e vt s o g

practicas.

POr personas que no poseen conocimientos
sobre 1a cria de las abejas sin aguijon v que,
por el afin de obtener la miel, destruyen
colonias enteras.

;Por queé criar abejas

sin aguijén?

* Porque son  parte
esencial de los bosques v
contribuyen a  Ia
reproduccidn de  las
plantas  coltivadas v
silvestres.

+ Porque producen una excelente miel.

+ Porque son domesticables v no son
peligrosas.

+ Porque la tala de bosques vy el
aprovechamiento incorrecto de este grupo
de abejas han llevado a una disminucion de
especies y poblaciones.

iConsideraciones importantes!

COMO OBTENER LA MIEL
1 Abrir cuidadosamente la colmena.

2. tocalizar los potes con miel madura
(aquellos que extan cerrador)

3. Silos potes se encuentran en un alza,
sacarla con cuidado,

4. 51 no se pueden sacar los potes, rea-
lizar un agujero en cada wno y con la
ayuda de una jeringa mueva ve extrae
la miel.

5. ta miel debe ser depositada en red-
phentes limgaos y, i se quiere comer-
clalizarla, se La puede poner on frascos
de vidrio debidamente marcados.
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Recolectar miel en nidos del bosque: No
ez unt buen método porque el cazador deja el
nido en mal estado y con pocas
probabilidades de recuperarse. De esta
manera es un melero ¥ no un
meliponicultor.

Cultivo en colmenas racionales: Este es el
mejor método, ya que podemos obtener miel
v otros beneficios, al mismo tiempo que
mantenemos vivas las abejas. Esta es la
forma en que obtiene miel wun
meliponicultor |

COMO OBTENER LA MIEL

2

- 4('\ IMPORTANTE:
» e
A 4 Jermga: ¥
[ _a racipientes
estériles
“ Para  dismmuir
carga microbiana




Anexo 09: Ficha informativa, caracteristicas bacteriolégicas de miel de abeja sin

aguijon

(5861
Za13d) [e23) UOLPUMIEINOY gON
op BlOUASIX ] eledpu anb e
‘1102 vuPRYasT omod souagojed
SOUAMIIRE op enduasaid e wed
mezipnde o8 SEOUSLIDEIED SEIST

yod

(b361'Te 12 WRMPEY) [eUSLIO ojonpoxd ¢ SaUALYIP SLIBO[OLIAL] SEIPSLIAILIED A[TNQLE
spond eomaodonue noweindiuEw g OFRqUB WS (9007 ‘0 42 €20 '$861 ‘Zoldd) seopoadse
seansUapEmR) 10d ‘eidoxd emENo ROIGOINM BUN ATAY) ‘[eNE UaZU0 ap opnpold omos jamm e

W W W W W S e W W S S S R e R S R R R e R R R R R R R R R R e R e e e R e R e e e e e e e e e e el

fjos'q

& ajuay jouu ef op (N€D) ewrunm
EpIaLIaYEq UORENU0Y £ (WID)
SIINHW  ELIOJIQIW  TOLeNUAI)
BUBLIapRqUUE

pepoeded o] ap UQLEUNIIAA(
‘1[0 g op enuaAlAladns ap odury,
OpESBATA £ TOILNXS 3P

0s3001d [2 2 [arI B] ap eURLIAEQ
TQIETITIEINOD B op UQIRUTILIA(]

=

:s0Ana{qo owod auay) ag

(800z P
1® SEUIPIE)) [100) B UA sAuasand vriapeq
wndp away  sepemdpaw sapepaidoad
s A [PUOLIUING JO[A 1S 10d SEPRITILAIeD
UPIS  SRNSHARRD  SBIS)  apuop
P v 9p oogpadsa A odosd snopmd
PRD B[ 3 ¥AFQONANEG BINSLRRIE)

58



(Wgd) Pwiuyw eppuaeq
ugPRAUUO) A (WD) Swiuw spouGYY) uppRAULe)  BURHIAIIRGHUE peppede)

epuaAIRdNS
ap  EBIuIPL

‘uopejqod ej 3p pajes .
o mprendeapes erd lopapmold
B Afnm sa [eooipam osn [enuajoed |

® ns anb of lod 1j0d 'g 9p ojuAITRID |
B |0 2108 OoUONQNEM 03D |
OPUENSOW  [ELIOJOEQUUE  SISIPUE |
€ eppawos any anb of edrSojoLRPeq |
ey euesaxd sopmodipum  tod |
eponpold [arm g anb adnpuos ag

|||||||||||||||||||||||||||||||||

RIS 0)33)a tn IRIFo] |
| ered E_EE_ [OII ap SEUI $30aA onens E}IS3090 a8 oFrequia s ‘[uyFwm ¢7[
| mOIAIANY OjuSIIIETAdL e ns ered opeseats £ Jopnpod f 1od epeidalod ‘empen |
| oI ¥] U IejTUS any NI ¥] & opadsal TQDIQUI 3p Ofey 9p OUE) UA |
| ONAIRIP ap W p/°[| 3P EPISLIANEG UL I0LLTI OLSONI OJUAIIRUAIEWE 1S |
- ered opeseaus efaqe op o ¢ ‘otpemold odway ap [ 7§ RISe NAIAAIQOS RIFO| |
| 102 “ 'SOJ[E SPTI SAI0[EA OGN SEW3P ] U2 b SEIUSI ‘LINPENT [SITI U )A( |
M 8» 8 &B SR Svoa cé_aﬁ u_ o& 8u£>8 » no_uqu& 8 oBooa _o =m m

SO|psIW
50qosae sepaRG AP
oI 9P B

SOPUIIIN0D SN
SD] 3P OUDLIRIDGUND 01I2f3 NS
* avgosd vavd apuspsisasiosolp
o> g vipum as uyf sa
vavd oppngsa ap oaplqo owo)

e W W e e W W S e e W e e R R S e S R R R W R S e R S R S R R R R R R R e R e R e R e e e e e e e e

59



