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1. INTRODUCCION

La miel de abeja es una alternativa £acil, accesible ¥ Viable
para poder utilizarse en el Campo para Combatir ¥y controlar |a
Carga bacCteriana de la leche fresCa. Su poder bacCteriostatico Yy
bactericida es debido a CaracCteristiCas como el pH 4cCido
minimo de 3.2 que posee, efeCto 0smotiCo, peroxido de
hidrogeno, inhibina Y factores fitoguimicos.

Este sistema inhovador y natural de utilizar miel de abeja
como aditivo nho quimiCo a la leche requiere de bajas
concentraciones y poCO tiempO para que ejerza Su poder
bacteriCida Yy bacteriostatico. Siendo asi una de las mejores
medidas de tratamiento para Mmantenimiento de |a Calidad
higiénica de la leche, Ya que no Cambia nhi pierde |as propiedades
fisicoquimicas de la leche y ademas aumenta algunas de |as
CaracteristiCas nutritivas de esta, debido a |0s contenidos en la
propia miel de abeja.

Eh la presente investigaCion se evalud [0S efeCtos que
sobre |3 leche tiene este método Casero pero efecCtivo de
mejorar Y preservar |a Calidad de la leChe fresCa, determinando
Cual es el porcentaje de miel para adiCionar Yy el tiempo

hecesario para reducir al maximo |a Carga bacCteriana de |a leche;



afectando |0 menos posible |as Caracteristicas fisico-quimicos

de la misma.



1. HIPOTESIS
“LLa aplicacion de miel de abeja, a la leche Cruda de Vaca,
disminuye en 50% la Carga bacteriaha presente en la misma”



II1. OBJETIVOS
2.1 GENERAL:
EValuacion del efecto bacteriCida de la miel de abeja, en
leche Cruda de VacCa.

2.2 ESPECIFICOS:

* Medir la reduccion de bacterias aerobicas y coliformes,
presentes en |a leche tratada Conh miel de abeja.

* Determinar la dosis de aplicacion Optima de miel de abeja,
para reducCir |a Carga bacCteriaha presente, en uh volumen de
leche especifico.

* Determinar el tiempo OptimO para obtener el efecto
bacteriCida en la leche Cruda de VacCa, por la aplicacion de miel

de abeja.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 DEFINICION DE LECHE:

[a leche es uha emulsion hatural perfecta, en la cual los
globulos grasos estan mantenidos en suspension en un liquido
$alino azucCarado, gracCias a la presencCia de sustanCias proteiCas

Y minerales en estado coloidal” (1,9).

La leche es uno de [0s alimentos mas complejos Yy ademas el
mas £acil de modificar, adulterar ¥ el gue Con mayor frecuencia

se altera (2).

La propiedad fundamental de la leche es la de ser una
mezCla, tanto fisica como quimicamente. ES uha mezCla de
sustancCias definidas: (actosa, glicéridos de acidos grasos,
caseinas, albUminas, sales. Desde el punto de Vista fisico,

coexisten Varios estados, emulsion, suspension y solucion (2).

4.2 CARACTERISTICAS GENERALES:
Las CaracCteristiCas de la leChe serah [0S siguientes:
a) Caracteres Organolépticos normales
b) Exenta de materias extranas,

C) Peso espeCifico: 1.028 a 1.03¢ a 20°C;



d) indice crioscopico: -0.53 a -0.57 “Horvet” 6 -0.512 a -
0.550°C;

e) PH: 6.6 3 6.8;

f) Acidez: 12 a 21 ml de hidroxido de sodio 0.1 Nf100 Ml de
leche;

g) S0lidos no grasos: 82.5 gramos por |itro, CoOmo minimo;

h) Exenta de sangre Y pus;

i) Exenta de antisepticos, antibiotiCos y neutralizantes.
[Los residuos de plaguiCidas y otras sustanCias hoCivas para
la salud no deberan exceder |0s |imites establecidos por el
Ministerio de Salud;

J) Sus requisitos miCrobiologicos ¥y su contenido de materia
grasa, seran |0s que determina este reglamento en Cada

Caso (6) .

4.3 LA LECHE SE CLASIFICARA EN:

4.3.1 [Leche natural: ES aquella que solamente ha sido sometida
a enhfriamiento y estandarizaCidn de su contenido de materia
grasa antes del proceso de pasteurizaCion a ultra alta
temperatura (JHT) o esterilizacion (6).

4.3.2 [eche reconstituida: Es el producto obtenido por adicion
de agua potable a la leche concentrada O a la leche en polvo, en

proporcidn tal gue cumpla Con |os requisitos establecidos ¥y su



contenido de materia Srasa, deberd ser pasteurizada, sometida
a tratamiento (JHT o esterilizada(6).

4.3.3 LLeche recombinada: es el producto obtenido de la mezZCla
de leche descremada, Srasa de leche ¥y agua potable, deberj ser
pasteurizada, sometida a tratamiento JHT o esterilizada (6).

4.4 DEFINICIONES:

Leche acCida: La leche contiene miCroorganhismos que, a favor de
la temperatura ambiente, se desarrollah prodigiosamente por |as
condiciones naturales del medio y espeCialmente dias Calurosos,
el cultivo de los gérmenes se logra a expensas de la lactosa,
produciendo 4cido [actico Yy pequefias Cantidades de 4cido
aceético, formico, alcohol y gases, ¥ a esto se debe |a acidez de |a
leche.

Leche viscosa o filante: Esta alteraCion se presente entre [as
diez a veinte horas despuées del ordeho, Yy prinCipalmente
después de la refrigeraCion; [0S gérmenhes Causantes se
desarrollah mejor a bajas temperaturas. [a leChe se presenta
espesa, consistente, constituyendo una masa gelatinosa que se
adhiere a |as paredes de |0s reCipientes ¥ que puede estirarse en
largos hilos (2).

Leche cruda: ESs la leche entera que no ha sido sometida a |a
accion del calor. [Leche pasteurizada: ES aquella que ha sido

sometida @ tratamiento térmiCo especCifico Y por tiempos



determinados para lograr la destruccion de todos [0S
mMiCroorganismos patogenos, Sin alterar en forma considerable su
Ccomposicion, sabor ¥ Valor alimenticio.

[Leche ultrapasteurizada: ES la que ha sido sometida a4
temperaturas mayores de 138 °C por |0 menos por 2 segundos.
Leche esterilizada: Es la que ha sido sometida a tratamientos
termiCos especCificos Yy por tiempos definidos para lograr la
destruccion de todos [0S miCroorganismos, Sin afectar en forma

SignifiCativa su valor alimentiCio (17).

45 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LA
LECHE:

Se pueden distinguir dos grandes Categorias de bacterias;
[as bacCterias Gram + Se CaraCterizah por mayores exigencias
hutritivas Yy una Ssensibilidad mas elevada a [0S agentes
bacCteriCidas, que las baCterias Gram - . Estas Ultimas son, sin
embargo, mas sensibles que las baCterias Gram+, a Ciertas
sustancias inhibidoras (2).
Caracteristicas:

- Contenido de microorganismos no patdgenos
en la leche para consumo direCto 50,000
UFC/tl.

- Contenido de microorganhismos no patdgenos
En la leche, inmediatamente antes de |a pasteu-

rizaCidn, maximo en:



- Clase A 400,000
UFC/ml.

-Clase B 1,000,000

UFC/ml (17).

Caracteristicas Fisicas Yy Quimicas:

LLa composicion de la leche de vaCa, que se toma
Como tipO hormal en el abasto, estd integrada por proteinas,
grasa, hidratos de carbono, sales, agua Y en pequehas

proporciones, Vitaminas, pigmentos Y gases.

Por término medio contiene:

Asgua 86.0 - 89.3%

ExtraCto seco 10.7 - 14.0%

El extracto se descompone asi:

Grasa 2.8 - 4¢.0%

ExtraCto magro 7.9 -10.5%



Este a su vez, estd integrado por:

Proteinas 3.5 %

LLactosa 4.6 %

Cales 0.75 % (2).



4.5.1 BacCterias gram positivas:
4.5.1.1 Bacterias |dctiCas: [.as bacCterias mas importantes, en
|os productos |aCteos, tanto por sus actividades biogquimicas
Como por su hUmero, son aquellas gue fermentan la laCctosa
dando unha proporCioh elevada de acido actico en [0S
productos de degradacion y que sOlo son débilmente
proteoliticas.
4.5.1.2 MiCroCOCOS Y estafilocoCcos: Dadas sus Caracteristicas
morfologiCas tah partiCulares, se propuso frecuentemente la
agrupacCion de las baCterias esfériCas en una solo unidad de
Clasificacion, con este Criterio se realizd el sistema Prevot.
Cin embargo, existen diferenCias  importantes en [0S
Caracteres fisiolégicos, |0 que puede justificar |13
separaCion de [as bacterias esfériCas en Varias unhidades.

Eh |8 familia de las [LaCtobacCteriaCeae Se encuentrah
nhumerosas especies de COCos, pero se agrupah poOr pares O en
Cadenas ¥y no en grupos, Soh mas proOXimos a las bacCterias en
bastoncito.

[Las otras bacCterias esféricas, que tienen interés para
NOSOtros, son
también Gram +, Y se encuentran agrupadas en una familia

homogénea



desde el punto de Vista morfoldgico: MicrococCaceae, Cuyas
subdivisiones

son discutidas. [a forma de agrupamiento de las Células es unha
CaraCteristiCa  inconstante, por ello no pueden separarse
nhetamente en especies de Células aisladas (miCrococos) Y
especies de Célula arraCimadas (estafilococos) A continuacCion
se Citan las propiedades distintivas de |0s dos géneros que
agrupan las especies encontradas en (0§ producCtos 14Cteos (2).
4.5.1.2.1 MiCrococos: Estas baCterias son en general aerobias,
no fermentan la glucosa, Sih0O que la degradanh de forma
oxidante sin provocar mas que un debil descenso del pH (Mminimo
entre 5.0 ¥ 5.5 [,0S miCrocoCcos no son patdgenos, estan
desprovistos de las dos armas habituales de la infeccion: la
Coagulasa Y la hemolisina.

[LOS micrococos formah parte de |a flora ihhoCua que
contamina la leche, ¥ se encuentran frecuentemente despues
del ordefio. Por presentar uha temperatura Optima bastante
elevada (haCia 372C), Y por Ssus actividades enzimaticas
reducidas, tienen poCa importanCia en |0S problemas referentes
a la conservacion y tratamiento de la leche. Se hanh aislado
MiCroCoCos que ho atacCah la lactosa. Otras especies tienen uha
actividad proteolitiCa limitada Y pueden alCalinizar el medio,

esta acCtividad es interesante desde el punto de Vista de |a



“maduracion” de la leche en queseria. [L,OS MiCroCoCos influyen
sobre el resultado de las pruebas de aprecCiaCion de la Calidad
bacteriol0gica de la leche, que habitualmente se efectlah a
37°C.

4.5.1.2.2 Estafilococos: Soh anhaerobios facultativos, que
provoCanh Uuha fermentacion acidificante de la glucosa con
descenso acusado del pH (hacCia 4.3 ¥ ¢.5), producen acCetoina,
contrariamente a [0S miCrococos. Este género comprende dos

grupos, el mas importante es el de StaphyloCoCCus pyogenes,

que comprende bacCterias parasitas gue poseen una Coagulasa Y
uno O Varias hemolisinas; se designan también con el término

Staphylococcus aureus Yy Staphylococcus albus, estas bacterias

sonh importantes desde el punto de Vista de |a higiene.

4.5.1.2.3 Bacterias esporuladas: Estas bacterias son [as Unicas
que formanh una endospora, que tiene la importante propiedad
de resistir temperaturas elevadas. Mientras |as otras bacterias
se destruyen generalmente por debajo de 80 °C, las esporuladas
sOlo mueren por encima de 100 °C. A pesar de su
termorresistencCia, debida a [as esporas, muchas de estas
bacterias son mesofilas, es decCir, que se desarrollan a unos 302C
y se inhiben a temperaturas superiores a ¢52C. Sin embargo,
existen especies termofilas, que se desarrollan bien por encima
de |os 602C.



En l0s productos |aCteos se encuentran representados dos
géneros:
4.5.1.2.3.1 BacCillus: bacterias esporuladas aerobias, Coh
actividades enzimatiCcas Variadas: acCidificacCion, coagulacCion vy
proteolisis.
4.5.2.2.3.2 Clostridium: bacCterias esporuladas anhaerobias (ho se
desarrollah mas que en medios exentos de oxigeno); son
perjudicCiales, sobre todo por |a produccCion de gas, alguhas son

peligrosas poOr Sus toxinas, en especCial el Clostridium

perfringens.

4.5.1.2.¢ Bacterias gram positivas diversas:

[La leche fresca puede contener muchas bacCterias del
género (CorynebacCterium, S$On bastoncitos f£inos, que se
presentan en agrupacCiones Caracteristicas el tipico es el C.
diphteriae o0 bacilo diftérico, pero no se encuentra en la leche.

Bacterias propidnhicas, que <tienen importanCia en Ia
maduracion de |0s guesos de pasta dura.

BrevibacCterium, bacCterias de  bastonCitos  COrtos
(cocoides), que se encuentrah corrientemente en las materias
ahimales O vegetales en descomposicion. NO fermenta la
lactosa. [a B. linens abunhda en |as Cortezas rojas pegajosas de

| superficie de |os quesos madurados enh atmosfera hlmeda (2).



4.5.2 Bacterias gram hegativas:
4.5.2.1 Enterobacterias:

[a familia de las EnterobacCteriaceacea es una de las mas
vastas ¥ de las mas dificCiles de subdividir. Es nhecesario ahadir
que existen numerosos tipos antigénicos. [,as especies mas
frecuentes en |0s productos [3Cteos son [0S que fermentan la
[aCtosa.

La mayor parte de [as enterobacterias son huéspedes
hormales del intestino de |0s mamiferos, Su presencia eh el agua
O la leche puede atribuirse a una contaminaCion de origen fecCal.
Muchas de estas especies tieneh una fase de vida libre en el
suelo y en |as aguas. [Las enterobacCterias suelen ser menos
abuhdantes en la leChe que otras bacterias Gram-, Sin embargo,
tienen grah importanCia desde dos puntos de Vista:

* HIGIENICO: Varias especies de esta familia Son responhsables
de graves enfermedades infeccCiosas, que pueden adquirir
Caracter epidémico, en el caso de los productos |4Cteos |as
salmonelas son las mas temibles, a Otras especies se atribuyen

infecciones gastro-intestinales benighas (2)

* TECNOLOGICO: La propiedad bioguimica dominante de las
enterobacterias es la fermentacion de |os azUCares Con



formacion de gas Yy acido. Algunas especies producen
sustancias Viscosas o de sabor desagradable.

El término “bacterias Coliformes” se utiliza para designar a
las enterobacterias mas frecuentes encontradas en [0S

productos |cteos.

4.5.2.1.1 EsCherichia: Este género estd muy Simplificado. NoO
comprende mas que una especie bien definida: el E. coli, con
algunas Variedades de CaracCteres antigenicos diferentes. ES el
Unico productor de indol del grupo, ¥ por ser £acCil poner de
manifiesto este cuerpo constituye el prinCipio de una reaccion
de caracterizaCion; no obstante, su Significado es reducido, Ya
que otras bacCterias hetamente diferenCiadas (Proteus) Sonh
también indologenas. ProduCe mucho gas ¥ aCidos organicos (
|dctico, acético, succinico, etC.). Sin embargo es menos
acCidificante que las bacterias |aCticas que [0 inhiben cuando el
pH desciende por debajo de 5.0 — 5.2 (la designhacion de
seudofermento |3CtiCo, que le fue atribuida en otro tiempo, se
presta Confusiones y debe abandonarse). (Como todas las
enterobacCterias E. Coli_reducCe [0S hitrit0S a hitratos; en
presencCia de nitratos, la produccion de gas es reducida.

4.5.2.1.2 CloaCa: Este género se desighaba anteriormente por

gerobaCter; @ pesar de ello se debiera desighar por



EnterobacCter. El C. gerogenes es igualmente unh gran productor
de gas en |0s productos [aCteos, pero no Origing Mas que una
débil acidificacion, por el contrario, produCce unha sustancia
neutra, la acetoina. Estas baCterias no son patogenas, Sin

embargo, algunas cepas se consideran sospechosas (2).

4.5.2.1.3 Klebsiella: Género muy proximo al anterior pero, en
OposiCiOn a las otras bacCterias Coliformes, las Células son
inmoviles ¥ enCapsuladas; comprende cepas Saprofitas Y cepas
patogenas.

4.5.2.1.4 Citrobacter: (Gérmenes que antes se Clasificaban como
Escherichia (E. Freundii); soh especCies inoCuas presentes en [as
materias fecales.

Aparte [as coliformes, pueden encontrarse en la leche
enterobacterias que ho fermentan |a 1aCtosa Y que son especies
inhocuas, como [as Serratia Yy Proteus, que soh proteoliticas;
pero también pueden hallarse especies patogenas temibles, como
Salmonella (bacCilo tifico) y mas raramente Ghighella (bacilo
disentérico) (2).

4.5.3 Microorgahismos de origeh mamario:

A |3 salida de la mama sana, aun tomandose rigurosas

precauciones de asepsia, es difiCil obtener una leche estéril, por

[0 menos en [as vacas. En el interior de |la mama existen Casi



siempre gérmenes bahales que contaminan (3 leche en el
momento de su recogida (2).

Esta poblacion originaria de la mama saha es, en general,
pOCO humerosa; raramente rebasa 10S 1,000 gérmenes UFC/ml.
Cuando el contenido de gérmenes es elevado, suele ser debido a
una proliferacion de gérmenes tipiCos de |a mastitis Contagiosa;
estreptoCoCos Yy estafilococos. Se ha sugerido |a existenCia de
una relacion entre |a presenCia de gérmenes en la mama Y su
ahatomia; asi, uh esfinter de pezon en buen estado constituira
una barrera contra la infeccion (17).

La primera leChe que Se extrae de la mama es siempre |a
mas infectada. El nUmero de gérmenes decCrece a |0 largo del
ordeno. Al prinCipio de este, |a leche lava Y expulsa de (0s
conductos |os gérmenes mas facilmente desplazables.

Ejemplo (promedio de unha serie de examenes):

- Leche de |os primeros ChOrrog-------------- 6,500 gérmenes
UFC/ml

- Leche a mitad del ordefo 1,350

- Leche al final del ordefio 709

(2).
Los gérmenes inofensivos de |a mama pertenecen
prinCipalmente a |os géneros Corynebacterium Y MiCroCocCos.

[LOos gérmenes patogenos son prinCipalmente estreptoCOoCos Y



estafilococos hemoliticos. Algunos gérmenes que se desarrollan
bien en |a leChe, son inCapaces de Vivir 0 mantenerse eh la mama;
por ejemplo algunos estreptoCocos y gérmenes del género
Aerobacter, Serratia (17).

4.5.4 EstreptoCoCos:

Estas espeCies constituyen habitualmente la flora
dominante de la leche, Crema Y de quesos frescos. TPuede
decCirse que ho existe leche Cruda Sih estreptoCOCOS.

A pesar de su nombre, [0S eStreptOCOCOS adoptah
frecuentemente la forma de diploCcoCcos. TRespeCto a [0S
lactobacCilos, su Caracter morfolégiCo, |0S estreptOCOCOS Se
distinguen por una acidificacion mas moderada de la leche, de
0.5 @ 1% de acCido |aCctico para las especCies homofermentativas,

aunhque la produccion de 4cido se iniCia a mayor velocidad.

4.5.5 EStreptoCoCos [3CtiCos:

Ge trata de bacCterias |aCtiCas mesofilas homofermentativas
pertenecientes al grupo serolégico N. Son [0S estreptoCoCos
que producen mas acido en la leche torhasolada (0.8 a 1 % de
dcido [actico) ¥ que tienen mayor actividad reductora; son del
tipo “ARC”, ¥ la reduccion del indicador se realiza antes de la

Coagulacion.



Estos estreptoCOCOS SOh |0S agentes habituales de la
Coagulacion de |a leche abandonhada a temperatura ambiente
(17).

4.5.5.1 EStreptoCoCo Cremoris: Este estreptoCcoco es mas 1abil ¥

dificil de cultivar que |os otros. ES muy sensible a diversos
agentes quimicos como la sal; ho se desarrolla O [0 hace muy mal
a 372C, ho posee proteinaza Y no desamina la arginina. Suele
presentarse en la leche bajo la forma de largas Cadenitas. [as
Cepas de |0s estreptOCOCOS Causantes de la Viscosidad de la
leche pertenecen habitualmente a esta especie ¥ hanh recCibido

diversas denominaciones, como Bacterium |acCtis, B. [ongi, Str.

Hollandicus (17).

4.5.5.2 EstreptoCoCO |aCtis: Fermenta Varios glucidos, se

reproduce en presenCia de NaCl (¢%)m hidroliza la arginina Y
produce un sistema enzimatico que degrada la Caseina, ¥ Cuyo
papel se ha estudiado en la maduraCion de algunos quesos.

4.5.5.3 EstreptoCoCO diacetylactis: Se CaracCteriza por producCir

acetoina a partir de |0s Citratos Y no |0s azucares.

4.5.5.4 @Grupo termofilo o Viridans: [La especie mas

CaracteristiCa es el EstreptoCoCco thermophilus; estas bacterias

nO se desarrollah a temperaturas inferiores a 18 °C, Se



desarrollah a 45-502C; es muy sensible a la sal. Se encuentrah
Otros estreptoCoCos termoOfilos en |0s exCrementos, el mas
hallado con frecuencCia en el estiércol de |a VaCa, Y él abundante

del tubo digestivo es el EstreptoCoOCO boVis.

4.5.5.5 (Grupo piégeno: Comprende nhumerosas especies de

estreptoCoCos patogenos para el hombre Y |0s ahimales. Dentro
de este grupo se hah reconocCido Varios tipos serologicos: A, B,

C, E. La especie tipiCa es e| EstreptoCoCo agalaCtiae, bacteria

l|actica adaptada al parasitismo en la mama, Y no puede
desarrollarse mas que en una Zona bastante limitada de
temperatura, entre 30-¢02C (17).

4.5.6 Propiedades de las bacCterias |aCtiCas:

Bacterias esféricas 0 alargadas, inmdviles, no esporuladas,
Gram +, Catalasa hegativas. NO poseenh |a CitoCromo-oxidasa
puesta de mahifiesto por [a reaCCion de la bencidina.
Anhaerobios facultativos O miCroaerofilos (soportan tensiones
reducidas de oxigeno); poCo CrecCimiento, en la superficie de [0S
medios de Cultivo usuales; CreCimiento mas £acil en
profundidad, en general, la Coagulacion de la leche comienza en
el fondo. Muy exigentes en nutriCion nitrogénica ¥ VitaminiCa;
asi el medio debe aportar uha mezcla compleja de aminoacidos vy

fFactores de CreCimiento, especCialmente de |as Vitaminas B. NO



existe CreCimiento Con [as sales de amonio como UniCa fuente
hitrogenada.

La actividad proteolitiCa en la leche, es en general, debil ¥
nO se manifiesta mMas que lentamente. [0S disacdridos (lactosa,
$3Carosa, mMaltosa) son mejores alimentos que |as hexosas de |as

que estan formados (8lucosa, fructuosa, galactosa) (17)

4.6 Diferentes tratamientos que se |e danh a la leche para |a
reduccidn de su Carga bacCteriana.

4.6.1 Métodos de pasteurizaCion:

EXisten varias formas de tratar |a leche conh el objeto de
destruir todos [0S miCroorganismos patdgenos que se
encuentrah en ella, Y a pesar de que alguhas formas se apartan
del método de Pasteur, también se e denomina, impropiamente,
método de pasteurizaCion. En algunos Casos, auhque siguen el
metodo Pasteur, llevan el nombre de quien ha modifiCado el
proceso u otro hombre (17, 19).
4.6.1.1 Método de pasteurizacion (enta:

También conocido como pasteurizacion discontinua, a baja
temperatura, por retencidnh O por sostenhimiento prolongado.
Consiste en Calentar la leche a 62.8 2C durante 30 mihutos COmo

minimo, en uh equipo apropiado Y correCtamente operado, es



muy usado en pequehnas plantas Y espeCialmente en |3
pasteurizacion de subproductos, taleS como Cremas, mezcClas
para yogur, helados con sabores producidos en pequena esCala.
(UUna de las grandes CaracteristiCas de este sistema es que nho
modifiCa en forma considerables propiedades de la leche,
fantiene el valor nutritivo y no destruye la linea de Crema.
Desde el punto de Vista bacteriolégico, este metodo es muy
efectivo en |a destrucCcion de microorganismos patogenos pero
destruye solamente el 95% del total de miCroorgahismos. TPor
ello ho es muy recomendado para usarlo Ccuahdo la leche es
Cruda por el alto cOmputo bacCteriano Ya que el 5% de
sobrevivientes puede ser mayor que el maximo de
mMiCroorganismos permitido (17).

¢.6.1.2 Método de pasteurizaCion contihua:

A este método también se |e conoce Como pasteurizacion
temprana alta y tiempo corto (TATC) contihua, relampago, flash
Y en alguhos textos, se le denomina HTST (High temperature,
short time). ESte método consiste en Calentar |a leche 72 a 77
oC durante 15 Ssegundos como minimo, enh unh equipo
adeCcuadamente operado.

4.6.2 Efectos de pasteurizaCion en el contenido bacteriaho:
La pasteurizacion elimina de 90-99% de [0S miCroorganismos

que se encuentrah en la leche Cruda, Sih embargo, cuanhdo el



contenido de microorganismos termodUricos es alto, puede ser
mucho menos del 90% pero esto ho afeCta mucho a la leche
pasteurizada guardada en refrigeracion. De todas maneras, sea
cual fuere la Cantidad de miCroorgahismos que sobreVvivanh a |a
pasteurizacion, no habra entre ellos, miCroorganismos patdgenos
ni sicrofilos. [,as bacterias coliformes son también eliminadas,
Casi en su totalidad, mediante la pasteurizacCion, y por ello, la
leche pasteurizada no debe contener mas de 10 colonias de
coliformes/Cm’ de leche pasteurizada Y si hay mas de 10 colonias,
existe uha Sgran probabilidad de que la leche haya Sido

contaminada después de |a pasteurizacion.

4.6.3 Complemento de |a pasteurizacion.

4.6.3.1 BactofugaCidn: {Una Vez pasteurizada la leche, es
sometida a uha supercentrifugacion con €l objeto de eliminar
oS miCroorganismos que sobreviven a la pasteurizacion. [a
supercentrifugacCion de la leche a 73-75¢C, elimina CerCa del
99.5% de as Células miCrobianas, Y Si 2 supercentrifugaciones sonh
instaladas en serie, la segunda elimina el 90% de (oS
miCroorgahismo que esCaparoh a la primera bactofugacion no

puede sustituir a la pasteurizacidon porgue no hay hinguna



garantia de que en ese 0.1% de miCroorganismos no hallan
miCroorgahismos patdgenos.
4.6.4 Métodos de esterilizacion:

Existen varios métodos para lograr la destruccion total de
los miCroorganismos de la leche, pero dos son [0S mas usados
industrialmente: EsterilizaCion de la leche en su envase Y
esterilizacion por medio de <tratamiento de |3 leche con
temperaturas ultra altas (TUA) cuyas siglas en inglés son JUHT
(ultra high temperature).
4.6.4.1 Esterilizacion de la leChe en su enhvase:

Enh este método existen dos alternativas: una mediante el
uso de autoclaves Y la otra por medio de torres hidrostatiCa. En
la primera la esterilizacCidn se [leva a Cabo en tandas o [otes Y |a

segunda se hace en forma continua.

4.6.4.2 EsterilizaCion por temperatura ultra alta:

Este método tambien es conocido como
ultrapasteurizaCion y puede ser realizado por medio de
intercambiadores de Calor 0 por inyeccion directa de Vapor a |3
leche. El proceso consiste en uh precCalentamiento,

esterilizacion a 135-150 eC durante 2-8 segundos, homogenizaCion



enfriamiento y envasado aséptico. En comparaCion con el
método de torres hidrostdtiCa, este método ahorra tiempo,

energia, espacio Yy mano de obra (17).

4.6.5 Variahtes de |a pasteurizacion.

4.6.5.1 BiorizaCién: [,a leche es impulsada a través de un orificio
muy pequefno, de 3 a ¢ atmosferas de presidn, hasta hacer un
impaCto Ccoh uha lamina Caliente, en donde se convierte en
niebla ¥y se Calienta a 75°C.

4.6.5.2 Estassahizacion: Este método fue ideado por Estassano y
consiste en elevar la temperatura de |a leche a 73-742C., en
estratos inferiores a un milimetro de grosor, utilizando un
equipo compuesto de tres Cilindros paralelos dispuestos
horizontalmente uho sobre otro g distintas alturas. Tenhiendo en
cuenta la rapidez del interCambio de Calor, la exposiCion puede

ser reducCida a 2-3 segundos.

4.6.6 Efecto del tratamiento térmico de |a leche:

El tratamiento térmico de l|eche puede mejorar las
propiedades hutriCionhales O reducCir el CreCimiento de [0S
cultivos (acticos, también destruye muchos de los

miCroorganismos inhibidores haturales de éstos (17).



El calentamiento de la leche a 72eC por 30 segundos, 15 Y 45
minutos mejora la Calidad de ésta como medio de cultivo, Sin
embargo, Calentar la leche a 1202C pOr 30 mihutos es negativo
para la actividad de los cultivos, debido a unh exceso de
deshaturalizacion de [as proteinas ¥ al aumento excesivo en la
disponibilidad de grupos sulfhidricos (-SH).

Por razones practicas, se considera Ssatisfactorio el
tratamiento de |a leCche para Cultivo a 1202C por 10-15 minhutos,
902C durante 1 hora ¥ para la preparaCion de cultivo a granel, Ia

temperatura de 85-962C pOr uha hora (17).

4.6.7 Qtros métodos Con efectos sitmilares a |3 pasteurizacion:
4.6.7.1 RQYOS Ultravioleta
4.6.7.2 RAYOS infrarrojos
4.6.7.3 Radiaciones ultrasonicas
4.6.7.4 ACCion oligodinamica de Varios metales
¢4.6.7.5 Tratamientos termoeléctricos
4.6.7.6 Alta frecuencCia
4.6.7.7 Microonda (17).
4.6.7.8 Adicion de Miel (21).



4.7 DEFINICION DE MIEL:
Ce entiende por miel [a sustanCia dulCe producCida por |as

abejas obreras a partir del hectar de (as flores O de exudaciones
de otras partes Vivas de [as flores O presentes en ellas, que
dichas abejas recogen, transforman y combinah Con sustancCias
especificas ¥ almacenan después en panales. (3, ¢, 16).

[La miel es el producto primario mas importante de la
apiCultura; Visto desde un punhto de Vista Cuantitativo Y
econdmico. También fue el primer producto de la abeja usado
por |3 humanidad en tiempos antiguos. [,a historia del uso de la
miel es paralela a la historia del hombre siendo utilizada Como
una fuente de alimentacion, simbolo religioso, MAgico Yy para
ceremonias terapéuticas (22).

4.7.1 Historia:

El empleo de |la miel como mediCiha se menciona enh [0S
registros mas antiguos. [,a miel era presCrita Como medicina por
médicos de muchas diferentes razas para el tratamiento de una
granh Variedad de enfermedades. Beck y Smedley, Majho Y
Forreste desCribieron su uso en l|a antigliedad en el vendaje de

heridas. [LOS egipCios, asirios, Chinhos, griegos ¥ romahos, todos



utilizaban la miel sola © en combinaCion coh otras hierbas, para
el tratamiento de heridas y enfermedades del intestino (7, 13, 22).

[Los documentos mas antiguos que Sse conocen se
encuentran en [Mesopotamia, el actual Irak, donde en unas
tablillas o Iapidas de barro figuran las presCripciones de un
médico mencionando el uso de la miel (7)

Una version de la leyenda dice: Zeus, divinidad de la
mitologia griega, fue alimentado en su mas tierna infancia con
miel, por (as ninfas Melisa ¥ Amaltea hijas de [Meliso rey de
Creta.

[Los griegos, eranh alimentados con leche Yy miel ¥ a esta
mezCla o0 brebaje, le dabanh el hombre de Melikatron. [a miel ho
faltaba en las Ccomidas Simples O sunhtuosas que fuerah se
consumia abundantemente y era Utilizada por [0S atletas en sus
entrenamientos.

Dioscorides, también médico griego de| siglo V antes de
Cristo, que recopil0 todo su saber farmaCologiCo en su texto
Materia [Médica, Ccuraba heridas infectadas, infecciones
intestinales, ¥ llagas infectadas con miel, se le [lamo padre de |a
farmacologia. También habla de mieles que produCia Crisis
delirantes y sudores al poco de ser ingeridas, ¥ pensaba era
producCida por el boj ¥ otras especCies vegetales que producen

néctares tOXiCos.



Eh el antiguo Egipto, el mas importante de [0S papiros
médicos conocido es el de Ebers, data de 1600 afos antes de
Jesucristo, ¥ se halla esCrito en Caracteres hieraticos, e indica
una Vision de la medicina de su época, Orientada a unha
terapéutiCa en |0 racional Y basada en la experiencia. {Jtilizabah
la miel como laxante, restauradora de |as fuerzas en estado
debilidad, en curacion de heridas, guemaduras, etcC.

Todas 1as escuelas médicas hasta llegar a huestros dias han
concedido a la miel, uh grah Valor terapéutico. Se |e considera
mas como mediCamento, gue como alimento (7, 10).

Por [a accion bactericida que le proporciona la inhibina, ¥
el acido formico, es utilizada en las guemaduras, heridas ¥ llagas
(5,7, 8).

4.7.2 CaracteristiCas fisicoquimicas de la miel:

TRecCién extraida de |0S panhales es fluida, de una densidad
entre 1.¢ ¥y 1.5, segln su grado de madurez. Conh tiempo se
Cristaliza O granula, se torha Compacta, Y dura adquiriendo un
color blahquecino. Entre 10 a 202C Cristaliza mejor, sobre 27°C
nO Cristaliza, COMO tampOCO COn temperatura constante muy
baja. Las mieles mas ricas en glucosa Cristalizan muy
rapidamente y tardah 1as que contienen una fuerte proporcion

de fructuosa, también retarda |3 CristalizaCion un tenor en agua



elevado. [a Cristalizacion de la miel es un proceso hatural de la
misma Y representa una garantia de su madurez y pureza (15).

La miel se compone esencCialmente de diferentes azucares,
predominantemente glucosa Y fructuosa. La miel contiene
ademas proteinas, aminoacidos, enzimas, Aacidos organicos,
sustancCias minerales, polen y otras sustancias, ¥ puede contener
$aCarosa, maltosa, Y Otros oligosacaridos asi como vestigios de
hongos, algas, levaduras ¥ otras partiCulas sOlidas que resultan
del proceso de obtencion de la miel. El color de |a miel Varia
desde Casi inColoro a pardo osCuro. Su consistenCia puede ser
fluida, VisCosa O Cristalizada total 0 parCialmente. E| sabor Y el
aroma Varian, pero, generalmente, posee (0s de la planta de (a
Cual procede. (3)
4.7.2.1'Viscosidad:

La miel en fresco es un liquido Viscoso. Su viscosidad
depende de una Variedad de sustancCias y por consiguiente Varia
en su ComposicCion y particularmente en su volumen de agua. [a
viscosidad es un parametro técnico importante durante el
procesamiento de la miel. Aumentando su temperatura la miel
baja su Viscosidad que es un fendmeno que Se aprovecha
durante el proceso industrial de la miel (22).

Se denomina “cuerpo” de |a miel a la consistenCia O la

lentitud conh que fluye de un recipiente cualquiera. Se dice que



ld miel espesa de buenh cuerpo tiene uha Viscosidad elevada,
mientras que unha miel delgada que fluye Casi Como el agua posee
pOCa Viscosidad. [,a Vviscosidad enh la miel es marCadamente
afeCtada por |3 temperatura; COmo se sabe la miel se vuelve mas
fluida cuando se Calienta (16).

Eh Europa se producCe miel de brezo, que tiene uha
Viscosidad tan elevada que Casi no sale cuando se invierte una
botella que la contiene. Al lado de esa Viscosidad tanh
prohuncCiada, esta miel presenta otra propiedad peculiar que se
denomina “tixotropia”. Se llama tixotropia al hecho de que una
miel modifigue su Viscosidad por simple agitacion, es decCir que
disminuye cCuando se sacude unh frasCo que contiene diCho
producCto (16).
4.7.2.2 Densidad:

Otra CaracteristiCa fisiCa importante en la practiCa es la
densidad. [a densidad de |a miel es mas Srande que |a densidad
del agua; depende tambien del volumen del agua de la miel.
Debido a la VariaCion en densidad es a veces posible observar
estratificacion distinta al de la miel en <tahques de
almacenamiento grandes (22).

4.7.2.3 Higroscopicidad:
(Jna de las propiedades de la miel que se ha reconocido

hasta Cierto puhto pero que respeCtO a la Cual se dispone de



muy poCos CohoCimientos precCisos, es |a de absorber Y retener (g
humedad, fendmeno que téchiCamente se denomina
“higroscopiCidad”. ESste faCtor debe ser tenido muy en cuenta
en el almacenamiento de la miel. Cuahdo el producCto es
almacenado a temperaturas relativamente bajas en un ambiente
humedo, absorbe humedad Yy se diluye, |0 que a su vez tiende a
provocCar su fermentacion. Eh Cambio, el almacehamiento en un
local con poca humedad dara como resultado una pérdida de
agua en el producto, de modo que la miel tiende a volverse de

cuerpo mas denso. (16, 22).

4.7.2.4 Granulacion:
LLa formacion de cCristales de azucar enh la miel,

corrientemente denominada grahulacioh, consiste en |3
separacion de la glucosa en forma sOlida. Por diversas razones,
el manejo inteligente de |a SranulaCion presenta Su importanCia
cuando se considera con relacion al envase, distribucion y venta
de la miel. QOtra de las formas en que la granulacidn adqguiere
importancCia se refiere a la haturaleza de |0s Cristales de glucosa
presentes. Algunas mieles Cristalizah en unh estado
relativamente deliCado, mientras que otras Cristalizan eh forma

grosera (16).



4.7.2.5 Tension de superficie:
ES esta CaracCteristiCa de la miel la que la hace un

humectante excelente; es utilizada en produCtos COsmeéticos, |a
tension de superficie Varia con el origen de la miel Y es probable
a las substancCias coloidales; junto Con Viscosidad alta, es
responsable para dar |a CaracteristiCa de espumado de |3 miel.
4.7.2.6 Propiedades termales:

El calor especCifico Varia de 0.56 a 0.73 Cal/g/eC, segun su
composicion y estado de Cristalizacion. [,a conductibilidad
termal Varia de 118 a 1¢3 X 10 Cal/Cm2/sec/eC (white 1975) (22).
4.7.2.7 Color:

El color de la miel liguida Varia de Claro a colores dmbar Yy
0OSCuros hasta el negro. [,0s colores de la miel son basiCamente
todos |0s matices de ambar amarillo, como diluciones diferentes
O concentracCiones de azUCar Caramelizado como una norma del
color. El color varia con el origen botanico, edad Y
almacCenamiento, pero |a trahsparencCia O |a Claridad depende
de la cantidad de particulas suspendidas como el polen (16, 22).

4.7.2.8 Cristalizacion:
[La CristalizaCion es otra CaraCteristiCa importante de |a

miel. [a mayoria de |as mieles Cristaliza a temperaturas de

almacenamiento normales. Esto es debido al hecho que la miel



es una solucion de azucar sobresaturada que contiene mas
azUcar que puede permanecer en solucion.

[La cCristalizacion es el resultado de la formacCion de
Cristales de glucosa, en nUmero, dimension y calidad con la
composicion de miel ¥y [as condiciones de almacenamiento (16,
22).

4.7.3 ComposiCion quimica:

[as prinCipales CaraCteristiCas fisiCas ¥ el Comportamiento
quimico de la miel se deben partiCularmente a la glucosa Y la
fructuosa. QOtros autores hablah que [a SaCarosa es Otro
elemento en la Composicion de la miel (3). Los
constituyentes menores, tales ComoO Compuestos del Sabor,
pigmentos coloreados, acidos menores, etC., partiCipan en gran
parte de |as diferencCias entre (as distintas mieles (3, 12).

Pequenas cantidades de materias Colorantes establecen la
diferenCia entre una miel Clara ¥y Ootra OSCura, Y sustancCias del
sabor entre unha miel suave y otra de sabor fuerte (3).

En forma similar, Cantidades muy peguenas de aminoacidos
Y Compuestos hitrogenados afines, aumentan la tendencia de la
Mmiel @ oscurecerse durante el almacenamiento o cuahdo es
sometida a la accidon del calor. [,a presencCia de muy pequefas
Cantidades de proteinas U OtraS sustancCias coloidales es

SUficiente para acentuar, en forma prohuncCiada, |a tehdencCia de



la miel a formar espumas O retener burbujas de aire finamente
dividido (3).

Los azucares representah el 95 a 99% de la materia seCa de
la miel. [La mayoria de estos azUcCares es la fructosa Y glucosa
que representa 85 a 95% de |0s azUcCares totales. Generalmente
|3 fructosa es mas abundante que |a glucosa. Este predominio
de azUcares simples ¥ partiCulartmente el porCentaje alto de la
fructosa es responsable de la mayoria de las CaracCteristicas
fisicas ¥y nutricionales de la miel (22).

[as cantidades pequefnas de otros azUcCares también estan
presentes Como disacaridos (saCarosa, maltosa, isomaltosa), Y
unos trisacaridos Yy oligosacaridos; auhque Ccuantitativamente
son de importanCia menor Su presenCia puede proporcCionar
informacion sobre la adulteracion y origen botanico de |a miel (8,
22).
4.7.3.1 Agua:

ES cuantitativamente el segundo compohente mas
importante de |a miel, Su Volumen es Critico desde el punto de
que afeCta el almacenhamiento de |a miel. Solo mieles Coh menos
de 18% de agua puede guardarse con pequefo o hingln riesgo de
fermentacion (22).

Entre [0S elementos menores estan [0S 4Cidos organicos son

los mas importantes ¥y de estos el 4Cido gluconico gue es un



derivado de |a digestidon enzimatica de la glucosa. Este es
responsable de |a aCidez de la miel Y contribuye Sranhdemente a

SU sabor Caracteristico (22).

4.7.3.2 Minerales:

Estd presente en Cantidades muy pequenas el potasio que
es el mas abundante. Mieles osCuras, partiCulartmente (as mieles
Hawaianas son las mas ricas en estos minerales.

Otros elementos, inCluyen compuestos hitrogenados, que
se origihan de las seCrecionhes salivales de las abejas obreras
meliferas.

Las enzimas prinCipales de |a miel son saCarosa, amilasa Y
glucosaoxidasa.

Casi ausente en |la miel recién producida, hay un elemento
que es hidroximetilfurfural (HMF) es un subproducto del
deCaimiento de la fructuosa, que se forma durante el
altmacenamiento O Calentamiento de |a miel. ASi su presencia es
considerada como el indicador prinCipal de la deterioracion de

la miel (14, 22).



4.7.4 Propiedades antimiCrobiales de |la miel:

e FE| efecto osmotico

La acidez

El peroxido de hidrogeno

LOs factores fitoquimicos

La inhibina (5, 9, 11, 12, 1%, 15, 18, 20, 22).

La miel tiene propiedades anhtimiCrobiales que hanh sido
conocidas por mas de un siglo. Se ha usado como uha mediCina
desde hace mucho tiempo eh muchas culturas, fue usada como
uh remedio efiCaz por sus propiedades antimiCrobiales.

Ce establece que la miel ihhibe un espeCtro anhcho de
especies bacterianas. Hay muchos informes sobre |a actividad
bacCteriCida ¥y bacCteriostatiCa, antifungal (20).
4.7.4.1 Efecto osmoético:

La miel es uha solucion de azucares Saturadas O sobre-
saturadas, en un 84% SOh una mezCla de fructosa Yy glucosa. El
volumen de agua es normalmente 15 — 21% del peso total. [a
fuerte interaCCiOn de estas moléculas de azUcCares con
moléculas de agua deja muy poCas moléculas de agua disponibles
para |0s miCroorganismos. Esta agua libre es la que es medida en
la actividad del agua (ay ) 10s Valores sighifiCativos de la miel han

sido reportados de 0.562 a 0.62 . Ademas algunas levaduras



pueden ViVir en |as mieles que tienen un alto contenido de agua,
causando descomposicion de la miel, el hivel de agua de la miel
diluida es muy bajo para mantener el CreCimiento de algunas
especies, no se da la fermentacion si el contenido de agua es
menor 17.1%. Algunhas espeCies de bacCterias tienen el
CreCimiento completamente inhibido Si el contenido de agua se
encuentra en el rango de 0.9¢ a 0.99. Estos Valores
corresponden a soluciones tipicas de miel (contenido de agua
0.6 Sih diluir) de 12% a menos de 2%. TPor otro |ado algunas
especies tienen su maximo rango de CrecCimiento Cuanhdo el
contenido de agua es 0.99, asi |a inhibicion del efecto osmbtico
de las soluciones de mie| diluida obviamente depende de |as

especies de bacterias (20).

4.7.4.2 ACidez:

[La miel es caracteristiCamente bastante acCida, su pH se
encuentra entre 3.2 Y 4.5 que es |0 suficientemente bajo para
inhibir el crecimiento de bacterias. El pH para Optimo para el
CreCimiento de |as bacCterias es de 7.2 a 7.¢. El ph minimo para el
CreCimiento de alguhas especCies infecciosas en heridas es,

Escherichia coli, ¢.3; Galmonella Sp, ¢.0; Pseudomonas

aeroginosa, ¢.¢4; StreptOCOCCUS pyogenes, ¢.5. [La miel pura, Su

acidez es un factor antibacterial importante, pero Si la miel es



diluida especCialmente por |0s fluidos del cuerpo que estan bien
buferizados, puede nho ser |0 sufiCientemente bajo y perder
parte de este faCtor antibacterial (20, 22).

4.7.4.3 Peroxido de hidrégeno:

LLa mayor actividad antibacCterial de la miel, es debida al
peroxido de hidrogeno que se produce enzimaticamente en la
miel. La enzima glucoxidasa se seCreta en la glandula
hipofaringeal de |a abeja dentro del nécCtar para ayudar en 3
formacion de la miel que proviene del néctar.. E| peroxido de
hidrogeno Y acidez de |a miel son producidas por |a reaccion:

Glucosa +H,0 + 0, - acido gluconico + H,0,
que se utilizan para preservar la miel. El peréxido de hidrogeno
producido puede tenher unh efecto de agente esterilizador
durante la dilucidn de la miel. [a miel completamente fuerte
tiene un nivel de perdxido de hidrégeno negligible por que esta
sustanCia tiene unha vida muy Corta enh la presencCia de iones
metales en transicion y acido ascorbico el cual Cataliza su
descomposicion en agua Yy oxigeno. [,a enzima se ha encontrado
praCtiCamente inaCtiva en la miel completa, dando el iniCio a
peroxido de hidrogeno cuando la miel es diluida. Esto es porque
la acidez producida en la aCcCidn de las gotas enzimaticas Ileva el

pH al punto en el Cual es muy bajo para que la enzima trabaje.



El peroxido de hidrogeno producido solo serig de efecto como
un agente esterilizante durahte e| proceso de maduracCion de |a
miel2o, 22)

4.7.4.4¢ Factores fitoquimicos:
LLa evidenCia de |a existenCia de otros facCtores

antibacteriales es prinCipalmente que |0s factores generadores
de peroxido no cuentan para toda la actividad antibacterial, han
habido reportes del aislamiento de algunos sustancCias que hacen
la funcidn antibacCterial en la miel que no son el peroxido de
hidrogeno. Ademas al Calentar la miel se inaCtiva la glucoxidasa,
Causando perdida de l|a actividad contra algunhas especies.
También la estabilidad de |a enzima varia en diferentes mieles, se
hanh reportado mieles Con alta estabilidad que muestran uh
factor antibacCterial adiCional. LLa evidenCia mas direCta de |a
existencia de factores antibacteriales que no son el peroxido en
la miel se ven en reportes de persistenCia de actividad en mieles
tratadas Conh Catalasa para remover |3 acCtividad del peroxido de
hidrégeno. Varios quimicos con actividad antibaCterial han sido
identificados en la miel pOr Varios investigadores: pihocembrin,
terpenos, alcohol benzilico, 3.5 acido
dimethoxy’¢hidroxibenzoico, 2 hidroxy-3 4Cido fenilpropionico, 2

hidroxibenzoico. Sih embargo |as Cantidades de estas sustancias



estaban presentes en bajas Canhtidades, para considerar su

actividad inhibitoria (1¢,20).

4.7.4.5 Inhibina:
[La presenCia de una actividad antibaCteriaha en dicho

producto fue dada a conocer por el afo 19¢0, ¥ ha sido
Conhfirmada en Varios laboratorios. (zeneralmente se ha estado
de acuerdo, eh que la inhibina (hombre usado por Dold, su
descubridor, para la actividad antibaCteriana) es sensible al
Calor Y a la luz. El efecto del Calentamiento de la miel sobre su
contenido de inhibina ha Sido estudiado por Varios
investigadores. Segun parece, el Calentamiento suficiente para
reducir notablemente o0 destruir su actividad inhibina le restaria
mercado, como miel de primera cCalidad, en Vvarios paises
europeos (5, 15, 22).

La actividad antibacCterial es la mas £acil de evaluar ¥ |3 mas
estudiada. En la miel normal se atribuye a (as altas
concentraciones de azUcCar Y acidez. En la miel diluida se ha
demostrado actividad antibacCterial, el ingrediente activo fue
atribuido a una sustanCia genéricamente (lamada inhibina.
Mucha de esta acCtividad fue mas tarde atribuida al peroxido de
hidrégeno un subproducto enzimatico de la formacion de acido

glucoénico de la glucosa (5, 15, 22).



4.7.5 {Jsos de la miel:
e Tratamiento de mastitis
e Tratamiento en ulceras péptiCcas
e Tratamiento de gastroenteritis
e Tratamiento de tiheas.
e Poder laxante
e Tratamiento de heridas.
e Curaciones rapidas
o Estimulacion de |a regeneracion de tejido
e Reduccion de inflamacion
o Oftalmologia (12, 13, 20).

4.8 PLACA PETRIFILM.
4.8.1 DescripCion:

Un Petrifiln mide 19.5 X 7.5 Centimetros y tiene apenas 1
mm de espesor. Consiste en uha peliCula base Con uha Capa de
medio de cultivo completamente seco. [Esta peliCula esta
cubierta por una pelicula superior de cubierta. También estd
presente en el medio unh colorante indiCador que contiene
tretazolio, este Colorante Sirve para identifiCar |as bacCterias
Gram. hegativas.

Enh la aplicacion normal del Gistema 3M Petrifilm, |a
pelicula superior tiene que ser levantada Y 1 ml del liquido



prueba debe colocarse en la hendidura CirCular de la pelicula
inferior. Después de cerrarlo Con |a pelicula superior, el liguido
de prueba tiene que ser distribuido uniformemente por medio
de |a 1dmina de plastico proporcionada .

4.8.2 Placa para recuento aerobico:

Componentes:  Nutrientes de métodos Estandar, digerido
pahCreatico de Caseina, extraCto de |evadura, glucosa, goma
guar.

Tiempo de incubacidén: ¢8 horas, se recomienda revisar las
plaCas a las 24 horas Yy tomar [eCctura final a 1as 48 horas (17).
Temperatura: Para produCtos |4Cteos se recomienda una
temperatura de 32 °C. Y para oOtros productos la temperatura
recomendada es de 35 a 37 °C.

Caracteristicas de las colonias: Colonias rojas con diferente
intensidad, tamafo Y forma.

Todas |as placas Petrifilm soh fabriCadas en operaciones
certificadas ISO 9002 Y bajo procedimientos de control para
asegurar resultados persistentes entre pruebas y pruebas Yy de
laboratorio a laboratorio. [,os métodos de prueba Petrifilm han
sido probados en estudios en CcolaboracCidn y estan incluidos en
los Métodos QOficiales de Analisis publicados por la AQAC
Internacional. [as placas Petrifilm estan reconocidas también

como métodos oficiales por la ANFOR.asi Como otras.



Petrifilm ha sido utilizado en diversas areas de estudio, a
continuacCion se describiran algunos trabajos en |0os que se ha
usado Petrifilm:

* En Ttalia se utilizd Petrifilm para eValuar el control
miCrobiano de materias primas para Cosméticos, en donde dio
excelentes resultados al ser Comparado Con el VacCiado en plaCa
(Placa de Petri) donde |0os conteos fueron de 60 JFC/mI Y 45
UFC/m| respecCtivamente ( ho hubo diferencias estadistiCcas
Significativas).

* E| Ejercito Suizo realizd pruebas de Petrifilm en el agua
potable, el Cual consistia en analizar el agua potable en zonhas
de conflicto (guerras, desastres) en donde el persohal Sin
experienCia en uso de material de l[aboratorio hizo las pruebas
usando 1as placas de Petrifilm dando como resultado que él
ejercito Suizo diera su habal para que el producCto se usara para

dichas pruebas (17).

4.8.3 Ventajas del sistema petrifilm:
- TReducir el tiempo extra.
- Incrementar la supervisidn Yy registro (monitoreo) de
ingredientes, producto en proceso, ¥ ambiente.
- Implementar un programa de Analisis ¥y Registros y Control
de Puntos criticos (HACCP).



InCrementar |a interaCcion con |a |inea de produccion
4.8.4 Aprobaciones a hivel mundial para petrifilt:
AQAC (Association of OfficCial Analytical Chemist)
APHA (American Public Health AssocCiation)
NCIMS (U.S. Grade a Pasteurized Milk Qridinance)
Interhational Dairy Federation.
Canada-Health Protection Branch, Compendium of AnalitiCal
Methods
ANFORFRANCE
NMKTL, - Nordic Committee on Foiod Anhalisis (17).

V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales:

5.1.1 Recursos Humahos
Ihvestigador

Tres asesores

Técnico del laboratorio de Salud PubliCa Veterinaria.

5.1.2 Recursos Bioldgicos:
e [Muestras de leche Cruda de VaCa
e Miel de abeja
5.1.3 Material de Laboratorio:
o 7Placas de petrifilm de recuento de aerobios.

o 7Placas de petrifilm para recuento de enterobacterias



Aplicador para placas de petrifilm
Asgua peptonada

Pipetas de 1, 2,5y 10 ml

Tubos de ensayo

Gradillas

Bandejas

Beakers de 100, 200 m|

Probetas de 100, 200, 500 ml|
Mechero Bunhsen

Incubadora bacterioldgica
Aparato cuenta Colonias de Québec.
Autoclave

Campanha bacteriologicCa.

Plastico adherente

Agitadores plasticos.

5.1.4 Materiales de Campo:

hielera

RecCipientes estériles para transportar |3 leche
Identificador de muestras.

Fichas de control|

Vehiculo

zasolina

Computadora



5.2 METODOLOGIA.

5.2.1 Diseno experimental:
Completamente al azar, donde se probaron Cuatro

tratamientos Con 10 repetiCiohes Cada unho. Cada tratamiento
estaba conformado por 5 muestras de leche Cada unho (segun
norma Coguanor NGO 3¢ 046 hl). En el tratamiento 1 unha
proporcion de 3% de miel, en el tratamiento 2 una proporcion de
5% de miel, en el tratamiento 3 uh 10% de miel ¥ el tratamiento ¢
sin adicién de miel.

5.2.2 Metodologia de laboratorio:

Cada muestra fué de 800 m| de leche fresCa, |as Cuales se
dividieron en cCuatro Submuestras de 200 Ml Cada una,
distribuidas de la siguiente manera:

* 200 Ml mMuestra contro| recuento total Y de Coliformes

* 200 Ml de leche con adicidn de 3% miel, con siembras a 1 hora,
6 Y 2¢ hrs.

* 200 | de leche con adicion de 5% miel, Con siembras a 1 hora 6
Y 2¢ hrs.

* 200 Ml de leche con adicion de 10% miel, Con Siembras a 1 hora
6Y 24 brs.

Cada unha de las muestras se homogenizd y procedid a ser
diluciones en agua peptonada, hasta uha dilucion de 1073, para

posteriormente sembrar en Petrifilm e inCubar de 24 a 48 horas



para Su lectura. Esto se realizd para |os diferentes porcentajes

de adicion de miel a |a leche Y sus diferentes tiempos de siembra.

[Las muestras de leCche se mantuvieron a temperatura
ambiente. Y Cada una de éstas se sembrd en su tiempo
correspondiente en [as placas de petrifilm.

Tratamiento 1 (Control) =Volumen de |eche Cruda 200 ml.
e Evaluacion de su carga Bacteriologica (siembras en

Pertrifiltm)

 Gin adicion de miel de abeja.
o EValuacCion de su Carga BacCteriaha a 1 hora, 6 horas ¥ 2¢
horas.
Tratamiento 2 = Yolumen de |eche Cruda 200 ml|
e Evaluacion de su carga Bacteriologica (siembras en

Petrifiltn)

o Adicion de miel de abeja en un 3% a la muestra de leche de

VacCa

o EValuacion de su Carga BacCteriana a 1 hora, 6 horas Y 2¢
horas; post-adiCion.
Tratamiento 3 =Volumen de leche Cruda 200 ml.
o Evaluacion de su carga Bacteriologica (siembras en

Petrifilm)



o Adicion de miel de abeja en un 5% a la muestra de leche de
VacCa

o EvaluacCion de su carga BacCteriaha a 1 hora, 6 horas ¥ 2¢
horas; post-adicion.

Tratamiento ¢ = Yolumen de |leche Cruda 200 ml:

o Evaluacion de su carga BacteriologiCa (siembras en
Petrifiltm)

o Adicion de miel de abeja en un 10% a la muestra de leche
de vaCa

o EValuacCion de su Carga BacCteriaha @ 1 hora, 6 horas ¥y 2¢

horas, post-adicion.

5.2.3 Metodologia de muestreo:

[La toma de muestras de leche se realizd al momento del
ordefio habitual, de |as VaCas enh produccCion de la grahja
experimental de la TFacCultad de MediCiha Veterinaria Y
20o0techia. [as ubres reCiben un tratamiento de lavado con
agua Y jabon y posteriormente con desinfeccion con amonio
Cuaternario en Cada ordeiho, posteriormmente se elimind |os
primeros Cuatro Chorros de leche de Cada Cuarto, |uego se
procedio a tomar la muestra para el estudio (800 ml), en

reCipientes estériles identificados debidamente, para |uego asi



ser transportadas en hieleras al departamento de Salud Publica

Veterinaria en donde se realizaron |0s anhdlisis correspondientes.

5.2.4¢ Procedimiento de siembra de petrifilm:

Inoculacién de |as placas.

Ge utilizd 1 ml de dilucién 10> de leche fresCa, en [0S

diferentes tiempos, Y concentraciones de miel.

Sembrar y distribuir con el aplicador una placa de Petrifilm

ahtes de empezar a inoCular siguiente.

1

2.

w

Colocar la placa Petrifilm EC en unha superficie plaha
LLevantar el film superior ¥ coloCar 1 ml de la muestra O su

dilucion en e| centro del film inferior.

. Bajar con cuidado el film superior sobre la muestra

eVitando introducCir burbujas de aire

. Colocar el aplicador coh la Cara hacCia abajo en el centro

de la plaCa

. Distribuir |l muestra uniformemente presionando

suavemente en el centro del aplicador. NO deslizar el

aplicador sobre el film.

. GaCar el aplicador y esperar al menos uh minuto para

permitir que solidifique el gel.

. InCubar las placas en unha posicidn horizontal, Cara arriba,

en pilas de hasta 20 placas. EI| incubador debe estar



humidificado. [,a humedad perdida por la plaCa (que se
indiCa en el peso) no debe exceder del 15% durante (as 48 h
de incubacion.

5.3 ANALISIS DE DATOS:

Para establecer la reduccion de la Carga baCteriana de 0s
diferentes tratamientos se realizd un analisis de variahza en
Cada tiempo establecido, para Comparar |0s promedios de Carga
bacteriana.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se evalud e| efecto bactericida
de |la miel de abeja en leche Cruda de vaCa enh tres
diferentes concentracCiones (3%, 5%, 10% mas unh grupo
control); se utilizaron CinCo muestras de leche Cruda, para
[0 Cual se hiCieroh 10 repetiCiones efectuando Siembras a
una, seis, ¥y veintiCuatro horas post-adiCion de miel; ¥ sus
respecCtivas [eCturas a 2¢ - 48 horas después.

Enh el tratamiento de la leChe Coh 10% de miel a una
hora de apliCada se obtuvo el mejor efecto bacteriCida
alcanzando una destruccion del 6¢4.47% de la cCarga
bacteriaha aerobia; en tanto que Conh el mismo 10%, pero
Ccon 6 horas de tiempo, se observd que fue decreciendo su
efeCto bacteriCida llegando tah Solo al 47.73% de |a Carga
bacCterianha aerobia; a las VveintiCuatro horas se observa
que la adicion de |os diferentes porcentajes de miel no
reduce el CreCimiento de aerobios sino por e| contrario
este se inCrementa. (anexo 2 Y 3)

Los resultados que se obtuvieron se deben a las
propiedades antimiCrobiales de |a miel como [0 soh su pH,
factores fitoquimicos, peroxido de hidrégeno, ¥ la inhibina,
estos aCtlanh en un tiempo relativamente Corto ( 1 Y 6

horas); el pH de la miel juega un papel importe Ya que por



ser aCido (3.2 - ¢.5) no es el adecuado para la mayoria de
miCroorganismos que nhecesitan un pH Optimo de 7.2 a 7.¢
para Su CreCimiento, |0S demas factores COmo el peroxido
de hidrogeno, la inhibina Y |0s factores fitoquimicos se
encuentrah en menor Cantidad en |a miel por |3 tanto su
acCtividad inhibitoria es baja.

Enh el tratamiento de la leCche de vaCa Con 3% de miel
adicionada a una hora; se puede observar que alCahza el
Mmayor efecto bacCteriCida reduciendo en uh 18.96% [
Cantidad de coliformes, en tanto que la adiCcion de miel en
los distintos porcentajes (5% Y 10%) hO tiehen efecto en
ellas sino mas bien inCrementa el recuento de coliformes a
|as seis ¥ veintiCuatro horas. (Anhexo ¢, 5)

El porcentaje obtenido en |a reduccion de coliformes
no fue tah evidente como se esperaba, por las
CaraCteristiCas antimiCrobiales de la miel, todos |oOs
factores disminuyen la Carga bacCteriaha, pero en el Caso de
los coliformes debido a que se desarrollan en pH bajos, el
efeCcto bacCteriCida ho se cumple como tal ¥ los demas
factores son de corto tiempo de duraCion por eso en |0§
porcentajes del 5% Y 10% a 6 Y 2¢ horas aumenta Su Carga
bacteriana.

[LOS promedios obtenidos de |0s diferentes



tratamientos fueron sometidos a un analisis de varianza y la
prueba de Tukey; concluyéndose gue; Con respeCto a |0S
aerobios [a mayor reduccion estadistiCamente sighifiCativa
de bacterias fue adicionando el 10% de miel Y en uh tiempo
Corto de unha Y seis horas, Yy Conh [0S Coliformes la mayor
reduccion de bacterias estadistiCamente Significativas fue

al 3% de miel Y uha hora post-adicion.



VII. CONCLUSIONES

[a adicion del 10% de miel de abeja a la leche Cruda de
VaCa reduce en un 6¢.47% el recuento de aerobios uha hora
despues de aplicada la miel.

[a adicion del 10% de miel de abeja a la leche Cruda de
VaCa, reduce en un ¢7.73% el recuento de aerobios a seis
horas de apliCada la miel.

En coliformes presentes en |a |eChe el mejor efecto
bacCteriCida de |a miel se observa al 3% a unha hora, post-
adicion , alCanzando solamente el 18.96% de reduccion de
coliformes.

[Los diferentes porCentajes de miel de abeja, utilizadas en
este estudio aplicadas en leche Cruda de vaCa después de

24 horas ho tiehe efecto bactericida.



VIII. RECOMENDACIONES

(Jtilizar la miel de abeja como preservante hatural de Ia
leche a hivel rural; para el tranhsporte a Centros de aCopios
COh un |apsSo de 1 a 6 horas.

Que las instituciones que velah por |a Calidad de l|os
alimentos difunhdan el uso de la miel, Como preservante de
la leche Cruda, en un tiempo Corto.

Continuar |0s estudios para evaluar |0s Cambios de las
CaracCteristiCas oOrganoléptiCas de la leche, por [as
diferentes concentraCiones utilizadas para reducCir Carga
bacteriaha presente.

JJtilizar miel de abeja solamente en |eche Cruda de VacCa,
que ha sido sanhitariamente manhejada (libre de

contaminacion fecal).



IX-RESUMEN

El estudio se enfoco en la evaluaCion del efecto
bacteriCida de la miel de abeja apliCada a |a leChe Cruda de
VaCa, el Cual se efectlo en el laboratorio de Salud Publica
Veterinaria de la (Jniversidad de Sah Carlos de Guatemala.
Ce evaluaron 5 muestras de leChe, estas mismas se
subdividieroh en ¢ submuestras de 200 ml Cada una, siendo
estas la muestra control, la segunda muestra con adiCion
al 3% de miel la tercera con el 5% de miel Y una Ultima
muestra Con 10% de adicidn de miel. [La Carga bacCteriana se
evaluod a la hora Cero (muestra control), uha hora, seis
horas Y 2¢ horas post adicidn de miel, a temperatura
ambiente y todas estas Coh diez repetiCiones de Cada una.

Las siembras baCteriahas se hiCieronh en placCas
petrifilmR, para recuento de Coliformes ¥ para recuento de
Aerobios (recuento total), se incubaron a 32 °C durante 2¢
— 48 horas, para Su leCtura, por medio del cuenta COlOnias
Québec.

El tratamiento de l|a leChe coh 10% de miel de abeja se
puede observar que alCanza la mayor reduccion en el

CreCimiento de bacterias aerobias en unh 6¢.47% a 1 hora de



adicionada la miel, al utilizar el 10% de miel de abeja se
observa uha reduccion de 47.73% de bacCterias aerobias a 6
horas de adicionada la miel. De |0s diferentes porcentajes
de miel (3%, 5% Y 210%) adicionados a la leche de vacCa, al
evaluarios a 2¢ horas se establecid que no reduce el
CreCimiento de aerobios Siho por el contrario este se
inCrementa.

El tratamiento de |a leche con 3% de miel de abeja a
uha hora de adiciohada, se observa que alCanhza el mayor
efeCto en e| CreCimiento de bacterias coliformes
reducCiendo solo uh 18.96% el recuento de estos. [0S
distintos porcentajes (5% Y 10%) inCrementa el recuento de
Coliformes a |as seis Yy veintiCuatro horas.

La disminucion de |a Carga baCteriaha observadas en
el experimento tiene explicaCion basada en |as propiedades
antimicrobiales de la miel de abeja como [0 sonh: Su ph, él
peroxido de hidrogeno, factores fitoquimicos Y la inhibina.
Y su aumento de Carga bacCteriaha horas despues es

debido a que estas propiedades se pierden rapidamente.
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ANEXO 1RECOPILACION DE DATOS

Muestra

Vol
200Mm|

Leche cruda
sin miel
UFC/ml omin

Adiciéon de miel | Adicién de miel | Adicidn de miel
3% JFC/ml 5% (JFC/ml 10% {JFC/mi
1hr | 6br | 2¢br | 1hr | 6hr | 2¢hr | 1hr | 6hr |2¢hr




ANEXO No 2 RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES
PORCENTAJES DE MIEL APLICADOS A LECHE CRUDA DE VACA
EVALUANDO SU EFECTO BACTERICIDA (AEROBIOS) EN DIFERENTES
TIEMPOS. Guatemala 2001

3% Miel 5% Miel 10% Miel

Tiempo UFC/ml UFC/ml UFC/ml

0 Hora (Control) 252000 252000 252000
1 Hora 182840 204680 89520

6 Horas 419200 409600 131640

24 Horas *MNPC *MNPC *MNPC

*MNPC = Muy numeroso para contar




Bacterias arerobias

UFC/ml

ANEXO No. 3 RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES PORCENTAJES
DE MIEL APLICADOS A LECHE CRUDA DE VACA EVALUANDO SU EFECTO
BACTERICIDA (AEROBIOS) EN DIFERENTES TIEMPOS. Guatemala 2001

450000

400000 -

350000 -

300000 -
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200000 -

150000 -

100000 -

50000 -

3%

0 O Hora
(Control)

B 1 Hora

B 6 Horas

B 24 Horas

5%

Concentracién de miel

10%




ANEXO No 4 RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES PORCEN-
TAJES DE MIEL APLICADOS A LECHE CRUDA DE VACA EVALUANDO SV
EFECTO BACTERICIDA (COLIFORMES) EN DIFERENTES TIEMPOS.
Guatemala 2001

3% Miel 5% Miel 10% Miel

Tiempo UFC/ml UFC/ml UFC/ml
0 Hora (Control) 9280 9280 9280
1 Hora 7520 9240 12200
6 Horas 27640 36280 19360

24 Horas *MNPC *MNPC *MNPC

*MNPC= Muy Numeroso Para Contar




Bacterias Coliformes UFCh

ANEXO No.5 RESULTADOSOBTENIDOS DE LOSDIFERENTESPORCENTAJES DE
MIEL APLICADOSA LECHE CRUDA DE VACA EVALUANDO SU EFECTO
BACTERICIDA (COLIFORMES) EN DIFERENTES TIEM POS. Guatemala, 2001

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

B 0 Hora

(Contral)
E 1 Hora

M 6 Horas

B 24 Horas

3%

5% 10%
Concentracion de miel



M.E.P.U. Juan Carlos Ramén Vidaurre Lemus

Ihvestigador
Dr. Willson Valdez Melgar Dr. Jaime
R, Méndez S.
Asesor Asesor
Lic. Robin Ibarra

Asesor

Imprimase
Dr. Mario E. Llerena

Quanh

DECANO



