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RESUMEN

En el presente estudio se realizaron pruebas de actividad antioxidante, antimicrobiana y
parametros fisicoquimicos en mieles de M. costaricensis, con el objetivo de
proporcionarles un valor agregado a este tipo de mieles poco estudiadas en Costa Rica. Se
colectaron 18 muestras de miel de dicha especie en cinco de las siete provincias del pais.
Posterior a esto, se determind la densidad y el contenido de agua para calcular la cantidad
de disolvente en la preparacién de las soluciones de cada una de las mieles. Asi mismo, se
realizé la prueba de acidez libre y contenido de prolina. Para evaluar la capacidad
antioxidante se utilizaron los ensayos de ORAC y TP y por medio del MIC (concentraciéon
minima inhibitoria) se determind la actividad antimicrobiana. Una vez obtenido los
resultados de las pruebas anteriores, se procedid a realizar un analisis de componentes
principales (ACP) y una correlacion de Pearson. El ACP explica el 63% del total de la
variabilidad de los datos obtenidos, teniendo mayor impacto los pardmetros que se
encontraron en el componente 1 (densidad, contenido de agua y acidez), sin embargo,
prolina y MIC presentaron bajo peso en este mismo componente y los parametros ORACy
TP destacan fuertemente en el componente 2. Todas las muestras estan distribuidas entre
si, esto indica que los sitios de colecta no van a determinar el alto o bajo contenido de
antioxidantes y actividad antimicrobiana. Por otro lado, ORAC y TP tuvieron una estrecha
relacion indicando que la capacidad antioxidante de estas mieles estd dada por los
compuestos fendlicos. No obstante, es importante determinar que estas mieles no
tuvieron la capacidad de inhibir el crecimiento de P. aeruginosa, y sélo el 44% de estas
inhibieron a S. aureus. En la correlacion de Pearson se determind que densidad y
contenido de agua tienen una relacién entre si, lo que nos indica que para el andlisis de
estas muestras es necesario medir estos parametros. Con estos resultados es necesaria la
seleccion de las mieles para darles un valor agregado con fines alimenticios o cosméticos

ya que algunas presentaron buena actividad antioxidante.
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1. INTRODUCCION

Las abejas nativas o abejas sin aguijon habitan principalmente en el Neotrdpico, en
donde existen alrededor de 33 géneros y 400 especies, distribuidas desde México hasta
Argentina y algunas islas del Caribe, encontrandose en altitudes que van desde cero hasta

los 4000 msnm (Camargo y Pedro, 2013).

En Costa Rica existen 20 géneros y 50 especies de abejas nativas, habitando por
debajo de los 1500 msnm. Tetragonisca angustula y Melipona beecheii son las especies
que son empleadas en la meliponicultura para la obtenciéon de miel, polen y propdleos

(Figueroa et al., 2015).

La miel es la sustancia dulce producida por las abejas a partir del néctar de las flores,
se compone principalmente de fructosa y glucosa, asi mismo contiene en menor cantidad
ciertas componentes como proteinas, acidos organicos, vitaminas, minerales, enzimas,
entre otros, los cuales se sabe que presentan propiedades antioxidantes y antimicrobianas

(Molan, 2001; Manzanares et al., 2014).

La miel producida por las abejas sin aguijon es denominada como “miel de pote”,
apreciada y utilizada durante afios como parte de la medicina tradicional y como
edulcorante (Vit et al.,, 2004, 2013), esta sustancia dulce cuenta con diferentes
propiedades bioldgicas, tales como agente hepatoprotector y cardioprotector (EL-Kholy et
al., 2009; El Denshary et al., 2012; Erejuwa et al., 2012a), ademas de esto, ha sido utilizada
para controlar inflamaciones, trastornos visuales, tumores, afecciones gastrointestinales,
dermatoldgicas, respiratorias y diabetes (Vit et al, 2004; El-Arab et al., 2006; Aziz,
Guiribabu. Rao y Salieh, 2017).



1.1. JUSTIFICACION
La informacién relacionada a la capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana de

mieles, es escasa en especies de abejas sin aguijéon que no son de interés comercial en
Costa Rica. Tal es el caso de la especie de M. costaricensis, por lo que con dicho estudio se
puede generar informacién util que pueda brindarle un valor agregado a estas mieles,
dejando en claro la necesidad de evaluar el potencial que tienen sobre la actividad
biolégica y farmacéutica, que en un futuro sean benéficas en el tratamiento de diversas

enfermedades y curaciéon de heridas.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antioxidante, la actividad antimicrobiana y parametros fisicoquimicos

en mieles de Melipona costaricensis para darles un valor agregado.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Determinar parametros fisicoquimicos, capacidad antioxidante y actividad

antimicrobiana en mieles de Jicote barcino y proveerles interés comercial.

+ Determinar parametros fisicoquimicos y evaluar su relacién con la capacidad
antioxidante y la actividad antimicrobiana mediante un andlisis de correlacién y

componentes principales.



2. MARCO TEORICO

2.1. Meliponicultura en Costa Rica
La meliponicultura es una actividad conocida desde la época precolombina, desde

tiempo atras, las poblaciones indigenas de México y Centroameérica, criaron y explotaron

las abejas sin aguijon para produccion de miel y cera (Nates et al., 2009).

Principalmente en Costa Rica las especies mas utilizadas en la meliponicultura son
Tetragonisca angustula y Melipona beecheii, las cuales han sido parte fundamental de la
cultura prehispdnica del pais, hoy en dia estan siendo utilizadas en una gran diversidad de
proyectos enfocados en la economia familiar, conservacién de los bosques y turismo
comunitario, siendo los productos principales la miel, propéleos y polen, los que son
consumidos por la poblacidn local por sus propiedades curativas (Vaissiere, Klein, Cane y

Steffan-Dewenter, 2006).

2.2. Melipona costaricensis (Jicote barcino)
Las abejas de esta especie son ligeramente mas pequefias, miden de 8-9 mm. En

comparacion, la abeja M. beecheii de unos 10-11 mm. Las abejas M. costaricensis
presentan bandas amarillentas angostas y cuerpo con poca pubescencia de tonalidad
oscura. La entrada del nido tiene forma anillada que sobresale de la superficie, la cual
contiene pequefias perforaciones utilizadas para expulsar el exceso de humedad dentro

de la colonia, estas abejas recolectan abundante barro para la construccion de la piquera.

Esta especie presenta un comportamiento timido, no defiende su nido, salvo raras
excepciones, mordiendo levemente la piel. Dentro de la distribucion, estas abejas se
encuentran principalmente en zonas con altas temperaturas y humedad, desde Limdn

Puntarenas, Guanacaste, Alajuela y San José (Espinoza et al., 2015).

2.3. Capacidad antioxidante
Los beneficios de la miel de abejas sin aguijon son atribuidas principalmente a sus

compuestos antioxidantes como polifenoles, especialmente flavonoides y acidos fendlicos,
estos estan fuertemente asociados y varian de acuerdo a la especie de abeja, region
geografica, botanica y condiciones de almacenamiento (Karabagias et al., 2014; Costa,

Sousa, Silva, Garruti y Madruga, 2017; Avila et al., 2018).
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Estos compuestos antioxidantes cumplen con la funcidon de bloquear el efecto
dafiino que causan los radicales libres. Estos son efectivos a bajas concentraciones y se
encuentran en alimentos como vegetales y derivados, lo cual explica parte de las acciones
saludables de frutas, legumbres, hortalizas, cereales integrales, vino, té y principalmente

la miel de abejas (Vit et al., 2008).

Actualmente existen estudios enfocados en evaluar la actividad antioxidante en
mieles de abejas sin aguijén. Tal es el caso de las mieles de T. angustula, Plebeia
wittmanni M. y (Michmelia) seminigra merrillae, estas poseen un alto contenido de
flavonoides y compuestos fendlicos (Vattuone et al.,, 2007; da Silva et al.,, 2013). Asi
mismo, Kishore et al., (2011), informaron que la actividad de captacion de radicales libres
en las mieles de abejas sin aguijon de Tualang es alta, lo cual indica mayor actividad

antioxidante.

Asi mismo, Alvarez y Suarez (2018), evaluaron la actividad antioxidantes de mieles
de M. beecheii y de A. mellifera encontrando valores mas altos de capacidad antioxidante
en las mieles del meliponino, asi como mayor contenido de compuestos fenélicos como
carotenoides, flavonoides, acido ascérbico, aminoacidos y proteinas en comparacién de la

abeja de la miel.

Un estudio en la regidon Noreste de Brasil reveld la actividad antioxidante en mieles
de T. Carbonaria, M. fasciculata, M. subnitida, M fuscopilosa, siendo la miel de T.
Carbonaria la que presentd mejor actividad (Silva et al.,, 2013), lo que indica que la
capacidad antioxidante varia en funcién del tipo de miel (Rao, Krishnan, Salleh y Gen,

2016).

En Costa Rica son pocos los estudios que han documentado los efectos beneficiosos
de la miel de abejas sin aguijén, entre estos se ha indicado que la miel de T. angustula
presenta valores con gran potencial antioxidante frente a Medihoney™ (Zamora et al.,
2015), algo similar se demostré en mieles de S. pectoralis |las cuales poseen altos valores

de estos compuestos (Espinoza et al., 2015).



Con esto se ha demostrado que las mieles de las abejas sin aguijén presentan mayor
capacidad antioxidante que los reportados para mieles de Apis mellifera (Escuredo,
Miguez, Fernandez, y Carmen, 2013; Khalafi, Goli, Isfahani, 2015; Sancho et al, 2016;
Nweze et al., 2017; Giordano et al., 2018; Souza et al., 2018).

2.4. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las mieles depende de diferentes factores
fisicoquimicos, tales como, la concentracion de azlcares (eliminando la mayoria de
bacterias por ésmosis), la acidez, la presencia de fitoquimicos como compuestos fendlicos
y por la accion del perdxido de hidrogeno producido por la enzima glucosa oxidasa
secretada por las glandulas hipofaringeas de las abejas (Pimentel, Alves, Melchionna y

Duvoisin, 2013).

Por otro lado, los agentes antimicrobianos son actualmente el Unico método
conocido para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Nweze, Okafor, Nweze y
Nweze, 2016), pero el uso inapropiado de antibiéticos ha dado lugar a muchas formas de

resistencia bacteriana (Osés et al., 2016).

La miel, es una alternativa natural que se emplea en el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias y hongos sin causar resistencia alguna (Vit et al., 2004; Guerrini et
al., 2009), muestra efectos contra varios microorganismos como Escherichia coli, Shigella
spp., Helicobacter pylori, Salmonella spp., Bacillus cereus, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Al Somal et

al., 1994; McGovern et al., 1999; DeMera y Angert, 2004; Howell-Jones et al., 2005).

Estudios reportados comprueban que la miel de T. angustula presenta actividad
antimicrobiana contra la bacteria S. aureus (Miorin et al., 2003), asi mismo Sgariglia et al.,
2010 muestran que la miel de esta misma especie tiene actividad contra bacterias Gram

positivas y Gram negativas (S. aureus, Enterococcus faecali, P. aeruginosa y E. coli).



Caso contrario, en México se demostré que sélo a concentraciones altas, las mieles
de S. mexicana presentan inhibicion contra microorganismos como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecali y Pseudomonas aeruginosa, pero estas no
inhibieron el crecimiento de levaduras como Candida albicans y Aspergillus flavus
(Jimenez et al.,, 2016), asi mismo, Marin et al., (2016) reporta la inhibicion de
Staphylococcus aureus a diferentes concentraciones de mieles de M. beecheii, M. solani y
S. mexicana, pero no inhibieron el crecimiento de Candida albicans y Colletotrichum

gloesporioides.

En contraste, los estudios reportados en Costa Rica son el de Bruijin Sommeijer
(1997), De Mera y Angert (2004) y Zamora et al., 2014, quienes analizaron mieles de
abejas sin aguijon (T. angustula, M. beecheii) y A. mellifera mostrando inhibicién contra S.
aureus, B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans y S. cerevisiae. Estos ultimos autores
demostraron que las mieles de T. angustula pueden ser utilizadas para tratamientos de
heridas y quemaduras, inhibiendo estas bacterias en concentraciones minimas

inhibitorias, e incluso mas bajas que MedihoneyTM.

2.5. Parametros fisicoquimicos
Las mieles son una mezcla compleja de carbohidratos, principalmente glucosa y

fructosa, ademds de enzimas, aminoacidos, acidos orgdnicos, minerales, substancias
aromaticas, vitaminas, pigmentos, cera y polen que contribuyen en el color, olor y sabor.
Sin embargo, el sabor tiende a ser desde amargo hasta ligeramente dulce, que varia entre

las especies de abejas y las flores que visitan (Souza et al., 2006; Vit, 2013).

Sin embargo, la composicidon de la miel de abejas sin aguijén es muy distinta a la de
A. mellifera (Cuadro 1), principalmente en el contenido de agua, ocupando el segundo
lugar como mayor componente de estas mieles (20-40%), influenciado por el origen
botanico del néctar, condiciones climaticas y la manipulacién durante la cosecha de la
miel, el contenido de agua es considerado uno de los factores que afectan severamente
las caracteristicas de la miel, tales como la viscosidad, maduracidn, sabor y cristalizacién

(Silva et al., 2010).



Cuadro 1. Valores sugeridos para mieles de abejas sin aguijén, comparado con las normas oficiales
de la Comisidn del Codex Alimentarius para la miel de Apis mellifera (Vit, Medina y Enriquez, 2004)

Composicion de la miel A. mellifera Meliponas Trigonas Scaptotrigonas
Contenido de agua (g/100g) Max. 20 Max. 30 Max. 30 Max. 30
Azucares reductores Min. 65 Min. 50 Min. 50 Min. 50
(s/100g)

Sacarosa (g/100g) Max. 5 Max. 6 Max. 6 Max. 2
Acidez (meq/100g) Max. 40 Max. 70 Max. 75 Max. 85
Cenizas (g/100g) Max. 0.5 Max.0.5 Max.0.5 Max.0.5

HMF (mg/kg) Max. 40 Max. 40 Max. 40 Max. 40
Actividad de Diastasa (DN) Min. 8 Min. 3 Min. 7 Min. 3

Los pardmetros fisicoquimicos realizados en este estudio son principalmente para
comprobar si existe una relaciéon entre estos parametros, la actividad antioxidante y
antimicrobiana en las muestras de mieles, y asi mismo, determinar si el néctar es el
precursor primordial de dichas propiedades o bien la abeja esta aportando estos

componentes.



3. MATERIALES Y METODOS
Los parametros que se evaluaron en este estudio son humedad por el indice de

refraccion, densidad por el método de gravedad, acidez por titulaciéon con hidréxido de
sodio y prolina por espectrofotometria. Para determinar la capacidad antioxidante de las
muestras de miel, se realizaron los ensayos de ORAC y fendlicos totales. Y finalmente por

medio de la concentracion minima inhibitoria (MIC) se evalué la actividad antimicrobiana.

3.1. Colecta de muestras
Se colectaron 18 muestras de miel de M. costaricensis de cuatro regiones de Costa

Rica (Zona norte, Zona Sur, Valle Central y Zona Atlantica) con ayuda de los dueiios de
dichas colmenas (Figura 1). Las muestras se tomaron con las medidas higiénicas necesarias
en recipientes dmbar con ayuda de jeringas de 20 ml adaptadas con mangueras
completamente estériles. Las mieles se colectaron tanto de cajas racionales, rusticas o
troncos. La toma de muestra se realizé entre los meses de Febrero y Marzo de 2019. Una
vez obtenidas se llevaron al Laboratorio de Quimica Apicola del CINAT, almacenandose en

un lugar fresco, seco a una temperatura de 23 ° C, alejados de la luz.
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- Figura 1. Sitios de muestreo de la miel de M. costaricensis en Costa Rica



3.2. Parametros Fisicoquimicos
Los valores de Densidad, Acidez libre, Contenido de agua y Prolina se realizaron de

acuerdo a los métodos estandarizados por la Comisién Europea de la miel y descritos por

Bogdanov et al; 2009.

3.3. Capacidad Antioxidante

3.3.1.ORAC

El valor ORAC de cada una de las muestras de miel, se realizd6 a partir de los
procedimientos descritos por Zamora et al; 2015. Este ensayo mide la capacidad de los
antioxidantes para reaccionar con un radical libre de origen biolégico. Cada muestra se

analizo por triplicado.

3.3.2. Fenoles totales

El ensayo sirve para caracterizar una muestra en términos de contenido de
antioxidantes, en especial cuando se trata de mieles con una composicién mayoritaria de
fenoles. Dicho ensayo se realizd empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu segin una
modificacion al método descrito por Zamora et al; 2015. Los valores de contenido de TP se
presentan como microgramos de equivalentes de acido galico (GAE) por miligramo de

miel (ug GAE/mg). Cada muestra y la referencia fue objeto de tres analisis separados.

3.4. Actividad antimicrobiana

3.4.1. Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC)

Las muestras se desarrollaron en un ensayo de concentracion minima inhibitoria
(MIC) realizado en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Dicho ensayo, se realizé de
acuerdo al protocolo de Zamora et al; 2015. Las pruebas se realizaron contra cepas de la
American Type Culture Collection (ATCC) de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). Se emplearon estas cepas, ya que estos

microorganismos regularmente estan asociados a infecciones de heridas y quemaduras.



4. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los pardmetros fisicoquimicos y capacidad antioxidante se realizd
un andlisis descriptivo, para comparar las medias, medianas y valor minimo y maximo de
las variables entre las muestras. Ademas, para la capacidad antioxidante también se
determind el coeficiente de correlaciéon de Pearson para observar la asociacién entre el
valor ORAC vy fenoles totales. Para la actividad antimicrobiana se efectué un analisis
comparativo, para observar la diferencia del valor MIC con datos de mieles de especies ya
reportadas. Finalmente, se determind un analisis multivariado para observar la
distribucién de los datos obtenido al final de la investigacidn. Esto con ayuda del programa

MiniTab 2018.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.

Parametros Fisicoquimicos
Los valores de densidad, contenido de agua, acidez y prolina de las mieles analizadas se

muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Valores de densidad, contenido de agua, acidez y prolina, obtenidos en las muestras de

miel de M. costaricensis.

MUESTRAS | DENSIDAD (g/ml) | CONTENIDO DE AGUA ACIDEZ LIBRE PROLINA
+0.003 (% DE H,0) £0.2 (meq/kg)x1 (mg/kg)t5
Mc 01 1.3702 24.3 18 194
Mc 02 1.3777 23.1 7 35
Mc 03 1.3665 24.5 11 59
Mc 04 1.3754 22.1 11 30
Mc 05 1.3545 26.2 46 88
Mc 06 1.3685 25.1 21 45
Mc 07 1.3831 23.0 18 50
Mc 08 1.3689 25.1 15 67
Mc 09 1.3663 26.0 45 85
Mc 10 1.3814 23.1 16 32
Mc 11 1.3706 25.0 15 55
Mc 12 1.3567 26.0 24 25
Mc 13 1.3455 28.4 32 32
Mc 14 1.3581 26.1 31 48
Mc 15 1.3732 24.0 21 59
Mc 16 1.1806 394 50 21
Mc 17 1.3559 26.3 30 73
Mc 18 1.3742 23.4 14 74
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En cuanto a densidad, las muestras de miel analizadas presentaron un ambito de
1.18-1.38 g/ml (Cuadro 3). La muestra Mc 16 (Palmira de Pittier, CB) presento el valor
relativamente mas bajo, esta miel fue la mas viscosa, de lo contrario Mc 07 (San Pedro,
PZ) y Mc 10 (Santa Marta, PZ) fueron los mas altos, es decir las menos densas, Zamora et
al, (2015) reportaron un ambito cercano a lo observado en este estudio (1.352-1.369
g/ml), lo mismo para mieles de T. angustula mostrando valores de 1.334-1.397 g/ml, y en
mieles de T. perangulata y S. pectoralis de 1.310 y 1.378 g/ml, de esta ultima especie

también se ha reportado por Espinoza et al, (2015) con valores similares.

Cuadro 3. Mediana, media, minimo y maximo de las variables medidas.

VARIABLES MEDIANA MEDIA MINIMO MAXIMO CV (%)
DENSIDAD (g/ml)+0.003 1.37 1.36 1.18 1.38 3
CONTENIDO DE AGUA 25.0 25.6 22.1 39.4 15
(% DE H,0) 0.2
ACIDEZ LIBRE (megq/kg)+1 20 23 7 50 55
PROLINA (mg/kg)*5 52.5 59.6 21 194 66

Por otro lado, se observé un ambito de 22.1-39.4 % en contenido de agua (Cuadro
3), la mayoria de las muestras se encuentran dentro de lo propuesto por Vit et al., 2004
quienes mencionan valores >30%, la muestra Mc 16 (Palmira de Pittier, CB) presenté el
valor mas alto y el mds bajo correspondié a la muestra Mc 04 (Legiiita, P), ademas de las
mieles Mc 07 y Mc 10 también se encontraron entre los valores bajos. Zamora et al.,
(2015) reportan valores de 26.7% para mieles de M. costaricensis, para mieles de T.
angustula de 22.1%, y de T. perangulata y S. pectoralis valores de 31.8 y 25.1%
respectivamente. De la misma manera, Espinoza et al, (2015) reporta un ambito de 21.2-
31.5 % para muestras de S. pectoralis. En otros paises se reportan ambitos de 22-28.9%
para mieles de Melipona scutellaris, Melipona subnitida y Melipona beecheii de Brasil y
México (Sarmento et al., 2013; Moo et al., 2015; Batista et al., 2016). Todos estos

cercanos a lo encontrado en este estudio.
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Se observd una relacion entre los parametros antes mencionados, los cuales fueron
altamente significativos (p<0.001) y una correlacién negativa (coeficiente de Pearson= -
0.973), es decir mientras una de estas variables aumenta la otra disminuye, esto es similar

a lo reportado por Zamora et al., (2015).

La acidez presenté una mediana de 20 con un minimo de 7 meq/kg para las
muestras Mc 02 (Atenas) y un maximo de 50 meq/kg correspondiendo a Mc 16 (Palmira
de Pittier, CB), la miel mds acida. Darddn y Enriquez (2008), reportan ambitos bajos en
mieles de Meliponinos de Guatemala desde 4-23 meq/kg, similares a la mayoria de los
encontrados en este estudio, por otro lado, se han reportado valores altos en mieles de
Meliponas de México con rangos de 24-65 meq/kg (Espinoza et al., 2018), todos estos
valores se encuentran dentro de lo reportado por Vit, Medina y Enriquez (2004), como

maximo de 70 meq/kg para especies del género Meliponas.

El contenido de Prolina es un indicador de la calidad y adulteracién de las mieles,
este pardmetro presentd una mediana de 52.5 mg/kg, con un minimo de 21 mg/kg y un
maximo de 194 mg/kg. Sin embargo, la Comision Internacional de la Miel (IHC) propone
un valor minimo de 180 mg/kg para mieles frescas (Bogdanov et al., 1999), comparando
con este estudio, todas las muestras presentaron valores muy bajos a excepcién de la miel

Mc 01 (Santo Domingo, H) con un valor de 194 mg/kg.

Hay estudios que también muestran valores muy bajos de prolina en mieles del
mismo género de abejas, siendo valores desde 4.6-20 mg/kg (Batista et al., 2016), de lo
contrario, se ha encontrado valores donde el contenido de este aminodcido es alto, que
van desde 264-1193 mg/kg en mieles de M. beecheii en México (Moo-Huchin et al., 2015).
Esta variacién depende principalmente del origen botdnico y de la especie de abeja

respectivamente.

Los parametros de densidad como el contenido de agua tienen un coeficiente de
variacion bajo, esto significa que los datos de ambas variables presentaron valores
similares entre las muestras. Por otro lado, los parametros de acidez libre y prolina
mostraron un coeficiente de variacion muy alto, es decir los datos revelaron mucha

variabilidad entre ellos.
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Cabe destacar, que todos los valores antes mencionados van a depender de las
condiciones ambientales, especie de abeja, drea geografica y la temporada de cosecha,

por lo que estos factores pueden variar cada afio (Acquarone et al., 2007).

5.2. Capacidad Antioxidante
Todas las muestras de M. costaricensis presentaron capacidad antioxidante (Cuadro 4), el

valor minimo de ORAC fue de 106 umol TE/100g correspondiendo a la muestra Mc 13
(Aguas Zarcas, San Carlos), y el valor maximo fue de 732 umol TE/100g para la muestra Mc

08 (Valverde, Pérez Zeleddn).

Cuadro 4. Valores de ORAC y TP de las muestras de miel de M. costaricensis analizadas

MUESTRAS | ORAC (umol SD TP (ug SD
TE/100g) GAE/mg)
Mc 01 215 7 0.29 0.03
Mc 02 199 49 0.15 0.01
Mc 03 527 42 0.25 0.02
Mc 04 325 48 0.20 0.01
Mc 05 157 23 0.15 0.01
Mc 06 324 31 0.32 0.02
Mc 07 205 36 0.21 0.02
Mc 08 732 65 0.51 0.04
Mc 09 230 28 0.26 0.03
Mc 10 389 38 0.28 0.01
Mc 11 291 26 0.31 0.04
Mc 12 204 36 0.24 0.01
Mc 13 106 52 0.22 0.01
Mc 14 157 46 0.25 0.01
Mc 15 232 23 0.16 0.02
Mc 16 251 22 0.20 0.01
Mc 17 371 46 0.27 0.02
Mc 18 330 42 0.27 0.02
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Tal como se muestra en el cuadro 5 la mediana de ORAC fue de 242 pumol TE/100g
indicando un valor bajo a lo reportado en especies de Costa Rica, tal como lo demuestra
Zamora et al. (2015) para T. angustula (1070 umol TE/100g) y M. beecheii (320 pumol
TE/100g), asi mismo, Espinoza (2015) presenta una mediana de 468 umol TE/100g para
mieles de S. pectoralis, siendo el valor de M. beecheii la especie que es relativamente

parecida a M. costaricensis.

Cuadro 5. Mediana, minimo y maximo de las variables medidas.

VARIABLES MEDIANA MINIMO MAXIMO CV (%)
ORAC (umol TE/100g) 242 106 732 51.18
TP (ug GAE/mg) 0.25 0.15 0.51 32.63

Se tienen pocos reportes que determinan el valor ORAC de mieles de abejas sin
aguijén, Batista et al. (2016) reportan rangos bajos en mieles de Meliponas procedentes
de Brasil (9-54.3 umol TE/100g), estos valores se encuentran por debajo de los reportados

en este trabajo.

Por otro lado, los valores de TP, mostraron un minimo de 0.15 pg GAE/mg
correspondiendo tanto a la muestra Mc 02 (Atenas) como a Mc 05 (Turrucares, Alajuela), y
un maximo de 0.51 pg GAE/mg para la muestra Mc 08 (Calle Valverde, Pérez Zeleddn). La
mediana (0.25 pg GAE/mg) tiende a ser muy baja a comparacion de las mieles en Costa
Rica, Zamora et al. (2015) reportan valores de 1.77 ug GAE/mg para T. angustula y 0.54 ug
GAE/mg para M. beecheii, corroborando que estos valores son altamente significativos
(p<0,05), es decir, estadisticamente son diferentes los datos entre estas especies. Asi

mismo, Espinoza (2015) destaca un valor de 0.59 ug GAE/mg para mieles de S. pectoralis.

Hay estudios que se han realizado en otros paises en los que se ha encontrado
valores relativamente similares, tal es el caso de Biluca et al. (2016) en mieles de Brasil,
muestran valores de 0.10-0.98 pg GAE/mg, siendo estos mas bajos en las mieles del
género Melipona y altos en el género Tetragonisca. De Almeida et al. 2013 encontraron
también valores bajos en mieles de Meliponas en diferentes sitios de Brasil (0.17-0.66 pg

GAE/mg). De lo contrario, también se han reportado valores altos en mieles de este
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género que van de 1.27, 1.16, 0.80 y 0.61 ug GAE/mg (Sarmento et al., 2013; Batista et al.,
2016). Por otro lado, se tienen reporte de otras especies de abejas como S. mexicana,
Jiménez et al. (2016) reportan valores similares (0.25-0.40 pg GAE/mg) como los

encontrados en este estudio.

Ambas variables mostraron un coeficiente de variacién alto, es decir, hubo una alta
variabilidad entre los datos de dichas muestras. Por otro lado, la correlacién de Pearson
(Cuadro 6) fue positiva entre ORAC y fendlicos totales (0.756), siendo altamente
significativo (p<0.001), esto sugiere que la capacidad antioxidante de las mieles de M.
costaricensis esta representado en un 75.6 % por los compuestos fendlicos de dichas
muestras, mostrando similitud a la relacién encontrada por Zamora et al. (2015) y

Espinoza (2015).

Cuadro 6. Correlacion de Pearson

CORRELACION DE PEARSON
ORAC 0.756
TP p<0.001

Los antioxidantes son sustancias que previenen o retrasan los dafios celulares, estos
los podemos encontrar tanto en frutas y verduras. El melén en particular tiene una
capacidad antioxidante de 241 umol TE/100g, siendo un valor parecido a la mediana que
se obtuvo en este estudio, asi también el pepino presenta un valor cercano (372 pmol
TE/100g), sin embargo hay alimentos que contienen valores altos de antioxidantes tal es
caso del aceite de oliva y el tomate, siendo este ultimo el doble (546 umol TE/100g) de la
capacidad que presentaron las mieles analizadas en este estudio (Haytowitz & Bhagwat,

2010).

5.3. Actividad Antimicrobiana
La miel de abeja muestra una amplia gama de actividades antimicrobianas contra varios

tipos de bacterias, hongos y virus (Aggadand Guemour, 2014; Cooper et al., 1999; Nasir et
al., 2010).

En el cuadro 7 se observa que las muestras Mc 05, Mc 06, Mc 07, Mc 08, Mc 10, Mc 12,

Mc 13 y Mc 14 (Alajuela, Pérez Zeledén, Guapiles y San Carlos) mostraron actividad
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antimicrobiana contra S. aureus, correspondiendo al 44% de las muestras activas y el 56%
a las muestras inactivas a este microorganismo (Fig. 2), sin embargo, ninguna tuvo la
capacidad de inhibir el crecimiento de P. aeruginosa.

Cuadro 7. Valores de MIC de las muestras de miel de M. costaricensis contra las bacterias S.
aureusy P. aeruginosa

MUESTRAS MIC (mg/ml) MIC (mg/ml)
S. aureus P. aeruginosa
Mc 01 NI NI
Mc 02 NI NI
Mc 03 NI NI
Mc 04 NI NI
Mc 05 125 NI
Mc 06 62.5 NI
Mc 07 250 NI
Mc 08 250 NI
Mc 09 NI NI
Mc 10 250 NI
Mc 11 NI NI
Mc 12 62.5 NI
Mc 13 62.5 NI
Mc 14 *31.2 NI
Mc 15 NI NI
Mc 16 NI NI
Mc 17 NI NI
Mc 18 NI NI

NI=No inhibid, *Valor bajo=Mayor inhibicion
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MIC (mg/ml
(mg/ml) % de muestras activas
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\,\ S. aureus P. aeruginosa
~a

Figura 2. Porcentaje de muestras activas con S. aureus
y P. aeruginosa

Por otro lado, la mediana contra S. aureus tuvo un valor de 93.8, siendo el minimo
31.2 y el maximo 250 (Cuadro 8), cabe destacar que el valor minimo corresponde a la
muestra que presentd mayor efecto antimicrobiano, dicha miel procedente de San Carlos
(Mc 14). Zamora et al. (2014) reportan medianas de 49.2, 24.5 y 103.8 en muestras de T.
angustula, M. beecheii y M. costaricensis respectivamente, estos autores compararon
dichos resultados con Medihoney™ mostrando una mediana de 101.9 siendo un valor

parecido a las mieles de M. costaricensis.

Cuadro 8. Mediana, minimo y maximo del MIC de las mieles de M. costaricensis
contra S. aureus

VARIABLE MEDIANA MiNIMO MAXIMO

MIC (mg/ml) 93.8 31.2 250
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En la fig. 3 podemos observar las ocho muestras que presentaron actividad
antimicrobiana, asi mismo las medianas tanto de MDHY, la reportada por Zamora et al.,

2014 y la obtenida en este estudio, corroborando ser valores muy similares.

Grafica de valores individuales de MIC (mg/ml) S. aureus
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Figura 3. Mediana de MDHY, M. costaricensis 2014 VS M.
costaricensis 2019

Asi mismo, se compararon los porcentajes de las mieles que obtuvieron un MIC igual
o menor a Medihoney (Cuadro 9), el 44% del total de las mieles activas presentaron un
valor mas alto (250 mg/ml) que MDHY, por otro lado, el 22% de las muestras mostraron
ser menores (62.5 y 31.2 mg/ml respectivamente). Sin embargo, Zamora et al. 2014
reporta que el 90% de las mieles analizadas de T. angustula y M. beecheii presentaron
actividad contra las mismas bacterias utilizadas en este estudio, con un MIC inferior a
Medihoney™, asi mismo MDHY no pudo inhibir el crecimiento de C. albicans mientras que
las mieles de T. angustula si lo hicieron, siendo el 53% de las mieles que inhibieron este

microorganismo, hoy en dia esta miel es considerada la mas potente en Costa Rica.
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Cuadro 9. Porcentaje de las mieles reportadas de T. angustula, Melipona beecheiiy
M. costaricensis con un MIC < de Medihoney

Microorganismos
Muestras de miel de
abejas sin aguijon S. aureus P. aeruginosa
Total (%) | <MDHY (%) Total (%) <MDHY (%)
Tetragonisca angustula 94 92 97 97
(n=36)
Melipona beecheii 95 90 100 100
(n=21)
Melipona costaricensis 44 22 0 0
(n=18)

En la figura 4, se observa un panorama mas amplio de las muestras agrupadas por
zona de colecta con su respectivo valor MIC, dando lugar a las mieles con mayor actividad

antimicrobiana en la parte inferior y en la superior las inactivas.

Grafica de valores individuales de MIC (mg/ml) S. aureus
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Figura 4. Distribucién del MIC de las mieles por zonas de
ubicacion
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Varios autores coinciden que la actividad antimicrobiana de la miel de abeja sin
aguijon tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias gram-positivas y gram-
negativas (Pimentel et al., 2013). Esto puede ser efecto de ciertos metabolitos como
enzimas, bacterias y componentes fitoquimicos que la abeja puede afiadir durante el
proceso de néctar a miel (de Bruijn y Sommeijer de 1997, Dardén y Enriquez, 2008,
Nogueira-Neto, 1997, Temaru et al., 2007). No obstante en este estudio no se evidencid
actividad contra la bacteria P. aeruginosa la cual es gram-negativa.

Sin embargo, una caracteristica en particular de la miel de abeja sin aguijon es que
se almacena en potes de cerumen hechas principalmente de cera y propéleo, Choudhari
et al. (2012) encontraron que el propdleo tiene una propiedad antimicrobiana

convincente, lo que también puede dar lugar al efecto antimicrobiano de dichas mieles.
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6. COMPONENTES PRINCIPALES
Segun el analisis de componentes principales (ACP) el primer componente explica el

63% del total de la variabilidad de los datos obtenidos, en el primer grafico de la figura 5
podemos observar que los parametros densidad, contenido de agua y acidez libre tienen
mayor impacto en el primer componente, siendo estos dos ultimos de manera negativa,
sin embargo, prolina y MIC presentan menor peso en este mismo componente. Por otro
lado, los pardmetros ORAC y TP se ubican de manera positiva en el segundo componente

mostrando un fuerte impacto.

En el segundo gréfico se observa la distribuciéon de cada muestra, la mayoria de las
mieles se encuentran dispersas entre si, lo cual no permite determinar si dichas mieles
tienen alta o baja actividad de acuerdo a las diferentes zonas de muestreo. El grafico de la
actividad antioxidante presenta las muestras que tuvieron mayor contenido en los
cuadrantes superior e inferior derecho (2 y 4), sin embargo los valores MIC de la siguiente
grafica que se encuentran en estos mismo cuadrantes representan las mieles con bajo o
las que no tuvieron efecto antimicrobiano y las que se encuentran del lado opuesto son

las que mayor actividad mostraron.

Grafica de Componentes Principales Grafica de puntuzcién de laszonas geogrificas
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Figura 5. Analisis de componentegpprincipales de las muestras de miel de M.
costaricensis por zonas geograficas.



Asi mismo, en la Cuadro 10 claramente se observa que la densidad, el contenido de
agua y la acidez, inciden principalmente en el PC 1, sin embargo, ORAC y TP tienen un
fuerte impacto en el PC 2.

Cuadro 10. Variables medidas y su coeficiente en el PC1 y PC2

VARIABLE COEFICIENTE PC1 COEFICIENTE PC2
Densidad 0.521 -0.308
Contenido de agua -0.534 0.324
Acidez libre -0.497 0.056
Prolina 0.156 -0.050
ORAC 0.307 0.625
TP 0.280 0.635
MIC 0.014 -0.024

En el andlisis de correlacion de Pearson, tres variables presentaron altas diferencias
significativas (Cuadro 11). Los pardmetros de densidad y contenido de agua presentan alta
correlacién negativa (coeficiente de Pearson=-0.973 p<0.05), es decir, estan fuertemente
relacionados entre si, caso similar a lo reportado en otros estudios (Zamora et al., 2014;
Espinoza, 2015), esto nos indica que para realizar tanto actividad antioxidante vy

antimicrobiana en estas mieles es necesario determinar estos dos parametros.

Asi mismo, la acidez y la densidad presentan correlacién negativa (coeficiente de Pearson=
-0.633 con un p<0.05), es decir a medida que uno de ellos aumenta el otro disminuye, sin
embargo, la acidez libre y el contenido de agua muestran una correlacién positiva
(coeficiente de Pearson= 0.729 p<0.05), es decir se comportan de manera proporcional (si
uno aumenta el otro también lo hard), caso similar se demuestra con ORAC y TP
presentando correlacion positiva (coeficiente de Pearson= 0.751 p<0.05), sugiriendo que

la capacidad antioxidante de estas mieles esta dado por los compuestos fenélicos.
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Cuadro 11. Correlacion de Pearson de las variables medidas en las muestras de miele de M.

costaricensis.
Densidad Contenido Acidez libre Prolina ORAC TP
de agua
Contenido de agua m
0.00
ACIDEZ LIBRE [ -0.633] 0.729
0.00 —.0.001)
PROLINA 0.238 -0.212 0.014
0.342 0.399 0.955
ORAC 0.124 -0.159 -0.405 -0.007
0.624 0.529 0.096 0.979
TP 0.163 -0.098 -0.235 0.194
0.517 0.698 0.348 0.441
MIC -0.131 0.027 -0.162 0.271
0.604 0.916 0.520 0.277
TP ’m
0.000
MIC 0.119 -0.181
0.639 0.473

*Valor de p (<0.05)= estadisticamente significativo.

Con lo observado anteriormente, es importante seleccionar este tipo de mieles por medio

de la capacidad antioxidante y proporcionarles un valor agregado, ya que en estas

determinaciones tanto en ORACy TP se encontré mayor segregacién de los datos.

El valor agregado para estas mieles puede ser con fines alimenticios (ensalada de frutas o

solo el consumo de esta miel) ya que como se menciona anteriormente estas mieles

mostraron una actividad antioxidante parecido a un meldn y cercano a un pepino, este

ultimo puede usarse con fines cosméticos, en la elaboracidon de alguna crema a base de

pepino y miel de M. costaricensis, la cual tendra la capacidad de bloquear o retrasar los

signos del envejecimiento prematuro, que causan los radicales libres.
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7. CONCLUSIONES

+ En este estudio se encontréd una correlacidon entre los parametros densidad y
actividad de agua, estos son muy importantes para realizar cualquier

determinacidn en estas mieles.

+ Todas las mieles analizadas en esta investigacidon presentaron capacidad
antioxidante, destacando principalmente las mieles de la zona del Sur del pais
donde se muestra en la seccion de resultados, las variables ORAC y TP estuvieron
estrechamente relacionadas entre si, lo que indica que la actividad antioxidante se
debe al contenido de compuestos fendlicos. Esta actividad esta dada por su origen

botanico.

+ Solo 8 de las mieles estudiadas presentaron actividad antimicrobiana contra S.
aureus, y 4 de ellas tuvieron un valor de MIC bajo (mayor actividad) a comparacion
de Medihoney®. Sin embargo, todas las muestras analizadas no presentaron
actividad contra P. aeruginosa. Estas mieles no tienen una actividad

antimicrobiana de amplio espectro.

+ La capacidad antioxidante de estas mieles se compararon con alimentos
reportados en la literatura, siendo el Meldn y el pepino las fruta con la capacidad

antioxidante parecidas al de estas muestras.

+ FEl valor agregado para estas mieles por medio de los andlisis realizados en este
estudio es con fines alimenticios y en la preparacion de cremas faciales o
corporales con el objetivo de retardar el deterioro de nuestras células causado por

los radicales libres.
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8. RECOMENDACIONES

+ Analizar también actividad enzimatica, HMF, minerales y azucares, para

saber si otros pardmetros estdn correlacionados entre si.

+ Realizar un estudio del origen botdnico y saber qué plantas le estdn

proporcionando la capacidad antioxidante a dichas mieles.

+ Con esta investigacion se pueden seleccionar las mieles con mayor capacidad

antioxidante para que los meliponicultores puedan darle un valor agregado.
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10. ANEXO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PREVIO

Permiso de ingreso a propiedad

Fecha:
Por este medio el suscrito (a) , con
cédula de identidad , en mi condicién de meliponicultor

autorizo a los investigadores Cristina Espinoza Toledo y Eduardo Herrera Gonzales a que ingresen a
mi meliponario.

Firma:

Cédula:

Fecha:

Permiso de toma de muestra

Fecha:
Por este medio el suscrito (a) con cédula
de identidad , en mi condicién de meliponicultor,

autorizo a los investigadores Cristina Espinoza Toledo y Eduardo Herrera Gonzdles a que colecten
muestras de mi meliponario como parte del trabajo final de graduacién titulado “Evaluacion de la
capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana de mieles de Melipona costaricensis en Costa
Rica” como requisito para optar el grado de maestria profesional en Apicultura Tropical del Centro
de Invesigaciones Apicolas Tropicales de la Universidad Nacional de Costa Rica.

Firma:

Cédula:

Fecha:

Permiso de toma de muestra

Fecha:
Por este medio el suscrito (a) con cédula
de identidad , autorizo a los investigadores Cristina

Espinoza Toledo y Eduardo Herrera Gonzales a que utilicen las muestras que se colectaron de mi
meliponario como objeto del trabajo final de graduacion titulado “Evaluacion de la capacidad
antioxidante y actividad antimicrobiana de mieles de Melipona costaricensis en Costa Rica”. A su
vez, autorizo al Centro de Investigaciones Apicolas Tropicales de la Universidad Nacional de Costa
Rica la custodia de las muestras y su utilizacién en futuras actividades de investigacién.

Firma:

Cédula:

Fecha:
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