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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano de la miel de Apis mellifera y la algarrobina de Prosopis pallida
sobre los coliformes presentes en quesillos preparados artesanalmente
expendidos en el mercado “La Union” de Truijillo, Perd. Para ello, se trabaj6é un
disefio experimental de estimulo creciente. Se establecieron 3 grupos para miel
de abejas y 3 para algarrobina. Se agreg6 50uL, 100uL y 150uL de miel de
abejas por cada gramo de quesillo, a cada uno de los tres grupos. De forma
similar, se procedié para la algarrobina, ademas, se trabajé con un grupo
testigo al cual no se le adiciond nada. Después de 20 minutos de accion de las
dos sustancias, se realiz6 la deteccion de coliformes mediante el método del
ndmero mas probable (NMP). Los resultados indican que la miel de abejas
tiene actividad antibacteriana contra coliformes a 100uL/g y 150uL/g, mientras
que la algarrobina lo hace en las 3 concentraciones, pero tiene efecto total a
100puL/g y 150uL/g. Al realizar un andlisis de varianza se obtuvo un valor p de
0.00, que indica que existe diferencia altamente significativa entre el efecto
antibacteriano de las 2 sustancias. Se concluye que tanto la miel de abeja
como la algarrobina presentan efecto antibacteriano sobre los coliformes,
siendo mayor el efecto de la algarrobina que actia a concentraciones menores

que la miel de abejas.

Palabras clave: Miel de abejas, algarrobina, efecto antibacteriano, coliformes.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the antibacterial effect of Apis
mellifera honey and Prosopis pallida algarrobina on coliforms present in
handmade cheeses in the "La Unién" market in Trujillo, Peru. For this, an
experimental design of increasing stimulus was applied. Three groups were
established for honey and 3 for algarrobina. 50uL, 100uL and 150uL of honey
were added for each gram of quesillo, to each of the three groups. The same
way, we proceeded for algarrobina. beside, another group was made as a
witness to which nothing was added. After 20 minutes of action of the two
substances, coliforms were detected by the most probable number method
(MPN). The results indicate that bee honey has antibacterial activity against
coliforms at 100uL/g and 150uL/g, while algarrobina does at all 3
concentrations, but has a total effect at 100uL/g and 150uL/g. When performing
a variance analysis, a p-value of 0.00 was obtained, indicating that there is a
highly significant difference between the antibacterial effect of the two
substances. It is concluded that both bee honey and algarrobina have an
antibacterial effect on the coliforms, being greater the effect of the algarrobina

that acts in concentrations lower than the honey of bees.

Key words: Honey of bees, algarrobina, antibacterial effect, coliforms.



INTRODUCCION

1.1 Realidad problemaética

Los productos lacteos, especialmente los diversos tipos de quesos y
quesillos preparados artesanalmente, son muy susceptibles de
contaminarse con bacterias que deterioran al alimento y bacterias
patdogenas para el humano; las cuales proceden de una inadecuada
practica de manipulacion, sin ningun criterio de prevencion al momento de
la elaboracion. En algunos casos incluso no cuentan con licencia sanitaria.
Esto cobra mayor importancia de contaminacién cuando la venta es
ambulatoria. Estos productos se adquieren porque se tiene la idea que
son mas frescos (sin preservantes) y mas baratos. Segun la FAO, entre el
25 al 30% del gasto familiar se destina al consumo de alimentos

expendidos de forma no higiénica o ambulatoria®.

Los quesillos que se expenden en los mercados de abastos de la ciudad de
Trujillo, provienen mayormente de Cajamarca y la sierra libertefia como
Otuzco, y son preparados artesanalmente, lo cual implica un riesgo mayor
por la carga microbiana que presentan, y porque no tienen un buen control
sanitario al momento de su elaboracién, lo que podria devenir en una
Enfermedad de Transmision Alimentaria (ETA). Por otro lado, el quesillo
contiene una actividad de agua elevada, con alta humedad (6509/Kg.) y
alrededor de 130g/Kg. de materia grasa, lo que predispone el desarrollo de

bacterias coliformes?.

1.2 Trabajos previos

Turcios® Realizd una investigacion en Guatemala, en el afio 2007, cuyo
propaosito fue estimar la concentracion minima inhibitoria (CIM) de la miel
polifloral procedente de 5 departamentos de Guatemala, sobre Escherichia
coli. La investigacion se realizo en 2 etapas: En la primera se llevo a cabo
la confrontacion de la miel contra Escherichia coli; en donde se observo la

actividad antibacteriana en cuatro de las muestras analizadas (p <0.05),
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siendo la miel de Escuintla, en la que no se vio actividad inhibitoria. En la
segunda etapa se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM)
mediante la metodologia planteada por Mitscher et al, en donde se
demostré que la miel procedente de Chiquimula y El Progreso presentan
actividad inhibitoria contra Escherichia coli a una concentracion de 0.25
mg/ml, mientras que la miel del departamento de Quetzaltenango a 0.70
mg/ml. Con estos andlisis se comprobo6 la eficaz actividad bactericida de
cuatro de las cinco tipos de miel que fueron analizadas para combatir
Escherichia coli, mostrando mayor porcentaje de eficacia de inhibicion en
las mieles de Guatemala, Chiquimula y El Progreso, llegando a concluir
que la miel es un medio natural adecuado para inhibir el crecimiento

bacteriano de Escherichia coli.

Gamboa y Figueroa* Estudiaron el comportamiento bactericida de las
mieles de las especies de abejas Apis mellifera y Tetragonisca angustula
fue evaluado y comparado luego de aplicar la técnica de concentracion
minima inhibitoria (CMI) a 94 muestras de miel, de las cuales 50
correspondieron a la especie A. mellifera 'y 44 a T. angustula Para el caso
de las mieles de T. angustula se evaluaron concentraciones de miel desde
un 90% hasta un 5.6%, en 5 microdiluciones 1:1, mientras que mieles de A.
mellifera, se evaluaron desde un 80% hasta un 5%. La actividad, se detecto
por subcultivos incubados a 24h sobre agar Mueller Hinton Se utilizaron
cepas bacterianas de referencia ATCC, del grupo Gram negativo,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, ATCC 14028;
Escherichia coli, ATCC 31617 vy Klebsiella pneumoniae, subsp.
pneumoniae, ATCC 700603 y del grupo Gram positivo Bacillus subtilis
subsp. spizizenii, ATCC 6633; Staphylococcus aureus subsp. aureus
Rosenbach, ATCC 6538 y Micrococcus luteus Kocuria rhizophila, ATCC
9341. Los resultados fueron evaluados por distribucion binomial con
probabilidades de 0 a 1, para lo cual se observo que las cepas bacterianas
altamente sensibles al comportamiento bactericida de las mieles de A.
mellifera fueron Micrococcus, Klebsiella y B. subtilis, excepto para
concentraciones de 5% de miel. Por otro lado T. angustula exhibe accion

bactericida significativa sobre Micrococcus y E.coli en todas las
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concentraciones y sobre Klebsiella y Salmonella solo en concentraciones
de 90, 45 y 22.3% de miel La resistencia de S. aureus se hizo evidente

para mieles de ambas especies con probabilidades por debajo de 0.22.

Cabrera et al®, realizaron un trabajo que consistié en evaluar la actividad
anti bacteriana de miel de abejas procedente de cuatro zonas apicolas del
estado Zulia: Agronomia, La Rinconada, Mara y Caja Seca durante la
época seca (Es): noviembre-abril y lluviosa (Ell): mayo-octubre. Se analiz
una muestra representativa de 20 panales de miel por zona, llevando a
cabo diluciones de 50 a 5% de concentracion utilizando como diluyente
agua destilada estéril. Las muestras fueron analizadas por triplicado
utiizando cepas patdgenas indicadoras de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes y Proteus mirabilis en concentraciones de 1x10° ufc/ml y
utilizando la técnica de difusién en agar. La actividad antibacteriana fue
evaluada como halos de inhibicion medidos en milimetros. Los resultados
obtenidos revelaron que la miel de abejas procedente de las cuatro zonas
del estado Zulia, mostraron actividad antibacteriana del tipo bacteriostéatico
contra las cepas bacterianas analizadas. La diluciéon de las muestras de
miel, contribuyé a disminuir el efecto antibacteriano de manera

independiente de la zona, época y concentracion.

Cruzado et al® realizaron un estudio cuyo objetivo fue determinar los
componentes quimicos y el efecto de antibiosis “in vitro” de la miel de
abeja, frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, comunmente
causantes de enfermedades prevalentes en la poblacién. Quimicamente
determinaron metabolitos primarios y secundarios; a través de pruebas
qguimicas, y encontraron que la miel de abejas presentan flavonoides,
esteroides y leucoantocianidinas. Para determinar el efecto antimicrobiano
“‘in vitro” se emple6 el Método de Difusién en Discos de Kirby y Bauer.
Encontraron como resultado que ejerce efecto antibacteriano para
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus y no lo hace

contra Klebsiella pneumoniae.



Aguilera et al”’, desarrollaron un trabajo de investigacién para determinar la
actividad antimicrobiana de nueve mieles venezolanas, para ello, usaron
cepas ATCC de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Las mieles que
se evaluaron estuvieron concentradas y diluidas (1:2, 1:4, 1:8). Observaron
la inhibicién del crecimiento de S. aureus en la miel procedente del estado
Trujillo sin diluir y en su dilucion 1:2, y no se observo inhibicion del
crecimiento de las cepas de E. coli, por lo que deberian probarse otras

bacterias para futuras aplicaciones.

1.3 Teorias relacionadas al tema

Las enterobacterias son una familia de bacilos gram negativos anaerobios
facultativos que fermentan la glucosa; se encuentran en muchos sustratos
incluyendo a los alimentos. Comprende los géneros Escherichia,
Salmonella, Shigella, Yersinia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus,
Citrobacter, Serratia, entre otras. Frecuentemente ocasionan casos de
infecciones gastrointestinales por la ingesta de alimentos contaminados
con estos patdgenos. Pero no todas las enterobacterias son patdgenas,
existen algunas que son comensales y parte de nuestra microbiota
intestinal. Sin embargo, la presencia de alguna de las especies de esta

familia bacteriana en los alimentos, es indicador de contaminacion fecal’8.

La miel es una sustancia producida de forma natural de sabor dulce
producida por la abeja Apis mellifera o por otras especies, lo elaboran a
partir del néctar de flores y de otras secreciones extra florales y van
almacenandolas en panales. Presenta una composicidbn compleja con
carbohidratos en la mayor parte de su peso total, como la fructosa y
glucosa. Ademas presentan una gran variedad de sustancias menores
dentro de las cuales estan las enzimas, aminoacidos, acidos organicos,
antioxidantes, vitaminas y minerales. La composicion de la miel es
dependiente de diversos factores que intervienen, como las flores de la
planta, el suelo, el clima y las condiciones ambientales. Asimismo, estan
asociadas otras funciones, tales como algunas relacionadas con el

tratamiento de afecciones de la salud®.



Diversos estudios demuestran que la miel de abeja presenta actividad
antibacteriana contra las enterobacterias, tales como Escherichia coli’,
Salmonella typhimurium®! 'y Klebsiella pneumoniae®. El efecto
antibacteriano de la miel se le atribuia a una sustancia denominada
“inhibina". La cual era susceptible al calor y a la luz. Luego, en diferentes
oportunidades los investigadores demostraron y establecieron que mieles
de diversos origenes tenian efecto sobre bacterias gram-positivas y gram-
negativas. El efecto no se debia a la acidez, ni a la alta concentracion de
azlcares, ni compuestos nitrogenados, sino a una sustancia bactericida
que era susceptible al calor, a la luz solar y a un pH bajo, la inhibina.
Plachy (1944) publico que las mieles de altura (>1,000 msnm) tenian mayor
porcentaje (el doble) de actividad antibacterial que aquellas mieles de
procedencia de areas menores a 1,000 msnm. Sin embargo, se observo
que sobre los 1,000 m la mayoria de las mieles tenian un porciento mas
alto de mielada. Una sustancia denominada la mielada posee propiedades
antibacteriales mas marcadas que la miel floral. Después, se encontré que
los efectos de la "inhibina" eran causados por la acumulacién de peréxido
de hidrégeno, producido por un sistema natural de oxidasa de glucosa'?.

Por otro lado, la algarrobina es un derivado de la algarroba, fruto del
“algarrobo”, Prosopis pallida (Humboldt & Bompland ex Willdenow) H.B.K.
El extracto acuoso del fruto de algarrobo, de forma concentrada, es un
alimento con alto valor energético, que es la algarrobina'3. El fruto del
algarrobo se divide en tres partes: pulpa, semilla y endocarpio. La pulpa
constituye el 56% del fruto y posee un 60% de azlcares, de los cuales, el
96% es sacarosal®. El extracto del fruto de Prosopis pallida (EFPP)
“algarrobina”, presenta elevada cantidad de azucares reductores, saponina,

hemaglutinina, polifenoles, nitrato, oxalato, fitato, entre otros?'®.

La medicina alternativa utiliza la savia de los tallos de los “algarrobos” para
curar heridas ulcerativas de la boca. La corteza es triturada para
convertirse en harina, la cual también sirve para el tratamiento de
mordeduras de serpientes y picaduras de escorpiones. Asimismo, es usada

para dolores de estdmago y cuadros diarreicos agudos. Las hojas del
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algarrobo contienen un alcaloide llamado vinalina, responsable del efecto
antimicrobiano. La vialina actda sobre las membranas celulares de las
bacterias, desestabilizandolas y causando lisis 0 muerte celular alteracion
del transporte de sustancias para el desarrollo bacteriano. También, la
harina de algarroba es empleada como antidiarreico por su elevada
concentracion de azucares, los cuales pueden ser tolerados por lactantes y
prematuros, y es adecuado por el olor y sabor agradable de la algarroba.
Por otro lado, los cataplasmas del jugo de algarroba sirven para aliviar el
dolor de muelas, mientras que los frutos cocidos son utilizados como

astringentes en las diarreas'®1’.

1.4 Formulacién del problema

¢Cual es el efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera y la
algarrobina de Prosopis pallida sobre coliformes en los quesillos

preparados artesanalmente expendidos en el mercado “La Unién” - Truijillo?

1.5 Justificacion del estudio

Las bacterias patdogenas que pueden estar en los quesillos deberan ser
erradicados utilizando formas practicas como las mismas sustancias
alimenticias, por ejemplo, la miel de abeja o la algarrobina, que
normalmente son las que se acompafian cuando se consume los quesillos.
En este trabajo se demostré la actividad antibacteriana de la miel de abeja
y la algarrobina en el control de la proliferacion de la carga microbiana de

coliformes que trae consigo los productos artesanales como el quesillo.

Se demostré que estas dos sustancias tienen efectos antibacterianos y
ademas, se estableci6 la dosis minima requerida para que los
microorganismos inhiban su crecimiento. Los resultados obtenidos sirven
para que las personas, al consumir quesillo, tengan alimentos mas seguros

si le agregan miel de abejas y/o algarrobina, en dosis adecuadas.



1.6

1.7

2.1

Hipotesis

La miel de Apis mellifera y la algarrobina de Prosopis pallida a diferentes
concentraciones tienen efecto antibacteriano sobre los coliformes en los

quesillos preparados artesanalmente.

Objetivos.

Objetivo General
Determinar el efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera y la
algarrobina de Prosopis pallida sobre coliformes en los quesillos

preparados artesanalmente expendidos en el mercado “La Unién” - Truijillo.

Objetivos Especificos

e Identificar el efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera a
concentraciones de 50, 100 y 150 uL/g sobre coliformes en quesillos
preparados artesanalmente.

¢ I|dentificar el efecto antibacteriano de la algarrobina de Prosopis pallida
a concentraciones de 50, 100 y 150 uL/g sobre coliformes en quesillos
preparados artesanalmente.

e Comparar el efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera y

algarrobina de Prosopis pallida.

METODO

Disefio de Investigacion

Experimental de estimulo creciente

G1: X1 O1

G2: X2 02

G3: X3 O3

G4: 04 -

Donde:

01, O2, Os: Observaciones después del tratamiento
Oa4: Observacion de testigo al inicio



X1: Tratamiento con 50uL miel de abejas o algarrobina / g de quesillo
X2: Tratamiento con 100uL miel de abejas o algarrobina / g de quesillo

Xs: Tratamiento con 150uL miel de abejas o algarrobina / g de quesillo

2.2 Variables, Operacionalizacion.

Variable Definicion conceptual Definicion Indicadores Escala de
operacional medicion
Concentracion |Cantidad de miel que |Se agreg6 una pUL miel de Apis
de miel de Apis |se encuentra en una |cantidad de pL de miel mellifera /
mellifera proporcion determinadalpor cada gramo de g quesillo Cuantitativa
de volumen-peso con |quesillo, y 50 discreta
otro producto. uniformizando la 100
mezcla. 150
Concentracién |Cantidad de algarrobinaSe agreg6 una ML extracto de
de extracto de |que se encuentraen |cantidad de pL de Prosopis pallida /g
Prosopis pallidajuna proporcion algarrobina por cada quesillo Cuantitativa
determinada de gramo de quesillo, y 50 discreta
volumen-peso con otro |uniformizando la 100
producto. mezcla. 150
Efecto Actividad inhibitoria Se verifico el
antibacteriano |bacteriostatica o crecimiento de Recuento de
bactericida de un coliformes por el coliformes: Cuantitativa
agente antibacteriano |método microbiolégico NMP/g discreta
en condiciones del Nimero mas
determinadas. probable (NMP).

2.3 Poblacion y muestra:

Poblacién:

Estuvo constituida por

todos

artesanalmente expendidos en el Mercado “La Unidn” de Trujillo.

los quesillos preparados

Muestra: Se consider6 a quince muestras de quesillo las cuales se

recolectaron de cinco puestos de venta, tres muestras de cada puesto. El

tamafio muestral se determiné utilizando la formula para la comparacién de

2 medias:




n=2(Za+ ZB)* S?
d2

Za =1,96 asumiendo el 95% de confianza

ZB = 0,842 asumiendo una potencia de 80%
S?2 =1.16

d=X1—-X2

X1 = 63.4; segun prueba piloto

X2 = 64.5; segun prueba piloto

N = 15 repeticiones por cada tratamiento

Muestreo: Probabilistico, aleatorio simple.

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez vy
confiabilidad:

Técnica: Se aplico la técnica de observacion directa de los tratamientos.

La realizacion de las técnicas se hizo considerando las pruebas de
laboratorio convencionales en microbiologia de alimentos para determinar
la cantidad de coliformes, Nimero mas probable'®. La técnica se aplicé a
las muestras de quesillos, antes y después de someterlas a estimulo, tanto

de la miel de abejas como de la algarrobina.

Instrumento: Los instrumentos utilizados fueron la ficha de recoleccion de
datos (anexo 1), la tabla de Niumero mas probable — NMP (anexo 2) y los
criterios microbiolégicos de la Norma técnica sanitaria N° 071 del MINSA

para coliformes en productos lacteos (anexo 3).

Procedimiento

Se compr6 la miel de abejas y la algarrobina, certificada con registro
industrial y sanitario, proveniente de la ciudad de Piura. Asimismo, se
compro el queso fresco llamado “quesillo” preparado artesanalmente del
mercado de abastos “La Unidén” de la ciudad de Trujillo, proveniente de la
provincia de Otuzco; el cual se mantuvo en refrigeracién hasta el momento

de su uso.



Preparaciéon del medio de cultivo
Se preparé Caldo Verde Brillante y se agregd 5 ml en tubos de ensayo de
13x100mm, que contenian campanas de Durham, y se llevo a esterilizar a

la autoclave a 121°C por 15 min.

Preparacion de la muestra

Se coloco sobre la mesa de trabajo 7 placas Petri estériles de 100mm de
diametro y se numeraron del 1 al 7. Se pes6 25g de quesillo en cada una
de las 7 placas Petri. Inmediatamente, se agregé miel de abejas a las
placas 1, 2 y 3, en dosis de 50, 100 y 150 uL por cada gramo de quesillo,
respectivamente; en total, a la placa 1 se le agregd 1250 ulL, a la placa 2
2500 pL y a la placa 3 3750 uL. De forma similar, se agreg6 algarrobina a
las 4, 5 y 6. Después de agregar la miel de abejas y la algarrobina, se
mezcld lo mas uniformemente posible y se dejaron en reposo por 20

minutos.

Técnica del NUomero mas probable (NMP)

La placa 7 sirvi6 como muestra control y se trasvasé los 25 g de quesillo a
un matrdz de 500 mL estéril, y se le adicion6é 225 mL de suero fisioldgico
estéril, formando una solucién de 10-1. De esta solucién, se tomd 1 mL y se
agreg6 a un tubo de ensayo de 15x150mm que contenia 9 mL de suero
fisiolégico estéril, con ello se formé una solucién de 102 De esta nueva
solucion, se tom6 1 mL y se agrego a otro tubo de ensayo de 15x150mm
gue contenia 9 mL de suero fisiolégico estéril, con ello se formé una
solucion de 103, Se mezclaron agitandolos y luego, se tomé 50 pL de cada
una de las soluciones (101, 102 y 103 vy se agregaron a 3 tubos de
ensayo con caldo verde brillante estéril.

Pasado los 20 minutos, se realizd el mismo proceso que para la muestra
control.

Todos los tubos sembrados se llevaron a incubar a la estufa a 37°C

durante 24 horas.
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Interpretacion

Se realizé la lectura observando las campanas de Durham, para detectar la
presencia de burbujas de gas dentro de la campana, lo que indica
crecimiento de coliformes, en este caso se le atribuye el nimero 1y si no
hay burbuja se coloca cero (0)°. La suma de las 3 repeticiones indica un

valor que fue comparado con la tabla de NMP.

2.5 Métodos de analisis de datos:
Los datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion, se analizaron
estadisticamente en el software SPSS v22. Se aplicaron las pruebas
estadisticas de Analisis de varianza ANOVA y prueba de Tukey, que
evaluaron la diferencia entre los promedios de recuentos de bacterias antes

y después del tratamiento tanto con algarrobina como con miel de abeja.

2.6 Aspectos Eticos

Se tomo en cuenta los principios éticos de proteccidon del medio ambiente y
de la salud, procediendo con responsabilidad en el desecho de los
materiales con microorganismos patdgenos, previamente esterilizado; tal
como lo estipula la Ley General del Ambiente N° 28611%°:

Articulo 66.- De la Salud ambiental: “La prevencion de riesgos y dafios a
la salud de las personas es prioritaria en la gestion ambiental. Es
responsabilidad del Estado, a través de la Autoridad de Salud y de las
personas naturales y juridicas dentro del territorio nacional, contribuir a una
efectiva gestion del ambiente y de los factores que generan riesgos a la
salud de las personas.”

Articulo 74.- De la responsabilidad general. “Todo titular de operaciones
es responsable por las emisiones, efluentes, descargas y demas impactos
negativos que se generen sobre el ambiente, la salud y los recursos
naturales, como consecuencia de sus actividades. Esta responsabilidad
incluye los riesgos y daflos ambientales que se generen por accion u

omision.”
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. RESULTADOS

Tabla 1. Recuento de coliformes en quesillos tratados con diferentes

concentraciones de miel de abejas, en 5 puestos de venta.

Coliformes totales (NMP/g)*

50 pL/g** 100 uL/g 150 pL/g Control
Puesto 1 1100 3 0 1100
Puesto 2 1100 3 0 1100
Puesto 3 1100 6.1 0 1100
Puesto 4 1100 0 1100
Puesto 5 1100 0 1100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

* NUmero mas probable de coliformes por cada gramo de quesillo.

** Microlitros de miel de abejas por cada gramo de quesillo.

12



Tabla 2. Recuento de coliformes en quesillos tratados con diferentes
concentraciones de algarrobina, en 5 puestos de venta.

Coliformes totales (NMP/g)

50 uL/g 100 uL/g 150 pL/g Control
Puesto 1 160 0 0 1100
Puesto 2 210 0 0 1100
Puesto 3 460 0 0 1100
Puesto 4 290 0 0 1100
Puesto 5 53 0 0 1100

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
* NUmero mas probable de coliformes por cada gramo de quesillo.

** Microlitros de algarrobina por cada gramo de quesillo.
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Tabla 3. Prueba de analisis de varianza entre los grupos y dentro de cada

grupo para tratamiento con miel de abejas.

ANOVA
Recuento de coliformes
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 6036711,96 2012237,32 1241738,55
3 0,000
2 1 0
Dentro de
25,928 16 1,620
grupos
Total 6036737,89
19

0
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Tabla 4. Prueba de analisis de varianza entre los grupos y dentro de cada

grupo para tratamiento con algarrobina.

ANOVA
MEDIDAS1
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
4098739,350 3 1366246,450 234,995 0,000

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

93023,200

4191762,550

16 5813,950

19
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IV. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano de la miel de Apis mellifera y la algarrobina de Prosopis
pallida sobre los coliformes presentes en los quesillos preparados
artesanalmente, expendidos en el mercado “La Unién” de la ciudad de
Trujillo. Las muestras de quesillo utilizadas en el presente trabajo de
investigacidon presentaron caracteristicas organolépticas buenas; sin
embargo, al analizarlos microbiolégicamente en el laboratorio presentaron
coliformes en cantidades mayores a 10° por gramo (Tablas 1 y 2)

superiores a las permisibles por la NTS N°071 de la DIGESA (anexo3).

Los resultados de la Tabla 1, muestran que la miel de abejas a
concentracion de 50uL/g de quesillo no ejerce ningun efecto sobre el
crecimiento de los coliformes; a partir de concentraciones de 100uL/g se
observa el efecto antibacteriano sobre los coliformes; a ésta concentracion,
se observa que existe una inhibicién casi total del crecimiento bacteriano,
por lo que se deduce que el efecto inhibitorio comienza entre 50 y 100 uL/g.
Las cantidades de miel de abejas utillizadas en las diferentes
concentraciones, fueron 50uL/g, 100uL/g y 150uL/g, lo que equivale a 5%,
10% y 15% de la mezcla miel-quesillo. Vale decir que, al 10% tiene un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de coliformes, casi total. Dato
diferente al reportado por Estrada et al’°, quienes evidenciaron un efecto
inhibitorio recién a partir del 25% sobre el crecimiento de Escherichia coli.
Esto se deberia posiblemente al tipo de miel de abejas, ya que varia en la
cantidad de sus componentes, segun sea el tipo de flores que utilizan las

abejas para la elaboracién de la miel2.

El efecto antibacteriano de la miel de abejas puede ser diferente, segun
sea su procedencia y el tipo de néctar utilizado en la elaboracion; sin
embargo, existen componentes y propiedades comunes que determinan su
actividad contra las bacterias. Uno de ellos es la acidez (pH bajo): La miel
de abejas tiene un pH entre 3.2 a 4.5. La acidez, desestabiliza la

permeabilidad de las células provocando lisis bacteriana. Otro es la

16



osmolaridad: La miel es una sustancia hiperosmolar debido a la alta
concentracion de glucosa que presenta, tiene alta presion osmoética y baja
actividad de agua Aw 0.5 (16% agua) en un rango de temperatura de 4° a
37°C. La alta osmolaridad crea un ambiente con poca cantidad de agua, lo
cual hace que ninguna bacteria u hongo pueda desarrollarse. Asimismo la
presencia de peréxido de hidrogeno, producido por la enzima glucosil-
oxidasa presente en la miel de abejas, hace que sea toxica para la célula
bacteriana. Sin embargo, en el afio 2010, Kwakman et al?!, descubrieron
que las abejas afiaden una proteina a la miel, la defensina-1, similar a la
producida por las células epiteliales de la cavidad oral y de los neutrofilos.
Después del analisis que realizaron, los cientificos concluyeron que la gran
mayoria de las propiedades antibacterianas de la miel vienen de esa

proteina. La defensina-1 actia como toxina sobre las células bacterianas.

La tabla 2 muestra que la algarrobina ejerce efecto inhibitorio sobre los
coliformes presentes en los quesillos. En promedio, la carga microbiana de
coliformes bajé en mas de la mitad, respecto a la carga microbiana que
tenia; bajo de >1100 coliformes/g a menos de 400 coliformes/g, segun el
método del nimero mas probable. Este control lo ejerce la algarrobina al
5% de la mezcla algarrobina-quesillo. Sandoval y Zufiiga??, encontraron un
efecto concentraciones de menos de 0,25%, ya que ellos, purificaron el
extracto y sélo utilizaron los polifenoles totales que tiene la algarroba y que
le dan la propiedad antibacteriana. Los polifenoles presentes son el acido
gdlico, catequinas, taninos condensados, entre otros!3. Si se considera lo
establecido por el departamento de agricultura de la FAO?!, que en el
extracto de algarrobo el 1% corresponde a los polifenoles, se puede decir
que en este estudio se utiliz6 0,05%, 0,10% y 0,15% de polifenoles.
Comparando con el estudio de Sandoval y Z(figa®?, se tiene que la
concentracion que ejerce efecto antibacteriano es similar al encontrado en

este estudio.

Los polifenoles actian de forma selectiva sobre las estructuras bacterianas.
Asi, el acido galico, las catequinas y otros compuestos fendlicos, presentes

a la algarrobina, actian sobre las membranas celulares, inhibiendo los
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canales i6nicos?®. Otros compuestos fendlicos pueden alterar las
membranas y pared celular de las bacterias e inhibir la sintesis de enzimas,
con la consecuente salida de proteinas, acidos nucleicos, iones inorganicos
y otros elementos vitales para la célula bacteriana, con lo que conduciria a

la muerte bacteriana?4.

En la Tabla 3 se observa que la varianza entre los grupos de tratamiento a
diferentes concentraciones de miel de abejas es muy significativa (< 0.05),
mas no asi entre los elementos del mismo grupo. Al hacer la prueba de
Tukey se observa que se forman 3 distintos grupos, de acuerdo al efecto
gue ejercieron sobre los coliformes (Anexo 4), en donde se muestra que la

mejor concentracion antimicrobiana es a partir de 150 uL/g.

En la Tabla 4 se observa de forma similar a la Tabla 3, donde la varianza
entre los grupos de tratamiento a diferentes concentraciones de algarrobina
es muy significativa (< 0.05), asimismo, no lo es dentro del grupo. Al hacer
la prueba de Tukey, también se observa que se forman 3 distintos grupos,
de acuerdo al efecto que ejercieron sobre los coliformes (Anexo 5). Aqui, la
concentracion de algarrobina a partir de 100 uL/g es la mejor para ejercer

efecto antibacteriano sobre los coliformes.

La técnica del NMP utilizada esta validada por la FDA de los Estados

Unidos de América, recomendada para este tipo de estudios en alimentos.
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V. CONCLUSIONES

El efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera es significativo a
concentracion de 100uL/g y 150uL/g (p = 0.00) sobre los coliformes
presentes en los quesillos preparados artesanalmente, procedentes de
Otuzco.

El efecto antibacteriano de la algarrobina de Prosopis pallida es
significativo a concentraciones de 50, 100 y 150 uL/g (p = 0.00) sobre
los coliformes presentes en los quesillos preparados artesanalmente
procedentes de Otuzco.

La algarrobina presenta efecto antibacteriano sobre los coliformes a

concentraciones menores que la miel de abejas.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se debe profundizar en la investigacion del efecto antibacteriano de la
miel de abejas y de la algarrobina de diferentes lugares del pais para
ver la variabilidad de la actividad antibacteriana.

En investigaciones posteriores se debe considerar mayor nimero de
concentraciones, de acuerdo a lo que se ha encontrado en este estudio
y en otras referencias, para establecer la dosis exacta de inhibicion.

Se debe realizar estudios cuantitativos tanto de coliformes como de
otros microorganismos presentes en los quesillos segun sea el lugar de
procedencia.

En estudios posteriores, se debe utilizar miel de abeja y algarrobina
muestreada directamente del proveedor y debe estar protegida de la luz
y a temperatura controlada.
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.  ANEXOS

ANEXO 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Puesto

Muestra

DILUCIONES

101

10

103

T1

T2|T3

21

T1

T2|T3

22

T1

T2|T3

23

CODIGO

Coliformes
totales
NMP/g

P1

M1

1|0

3-2-2

210

M2

M3

P2

M1

M2

M3

P3

M1

M2

M3

P4

M1

M2

M3

PS5

M1

M2

M3
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ANEXO 2

Tabla del Numero Mas Probable de microorganismos por gramo de muestra de

alimento, para serie de 3 tubos

Table 1

For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 95 percent confidence intervals.

Pos. Tubes
0.10 o.M
o o
] 0
0 1
0 1
0 2
0 3
1 0
1 0
1 0
1 1
1 1
1 2
1 2
1 3
2 0
2 0
2 0
2 1
2 1
2 1

MPN/g
=3.0
3.0
30
6.1

6.2

—_
N

20

27

i
(&3]

I
o

33

20

23

42
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42

42

42
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Pos. tubes
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2 3
3 o]
3 4]
3 a
3 1
3 1
3 1
3 1
3 2
3 2
3 2
3 2
3 3
3 3
3 3
3 3

MPN/g

36
23

33

220
240
260
1100

=1100

8.7

8.7

8.7

48

8.7

37

40

13

37

40

20

42

20

130

420

42

24

24

24

24

G4

110

120

120

200

420

2420

220

420

230

1.000

1,000

2.000

4100

Fuente: FDA. Bacteriological Analytical Manual, Appendix 2 Most Probable Number from Serial

Dilutions2s,
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ANEXO 3

Criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para leche y

productos lacteos

ucayalino, otros).

1.8 Quesos no madurados (queso fresco, mantecoso, ricotta, cabafia, crema, petit suisse, mozarella,

Agente microbiano Categoria | Clase n c Limite por g
m M
Coliformes 5 3 5 2 5x10° 10°
Staphylococcus aureus 7 3 5 2 10 10?
Escherichia coli 6 3 5 1 3 10
Listeria monocytogenes 10 2 5 0 Ausencia /25 g -
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia /25 g ---

Fuente: Norma Técnica Sanitaria 071 - MINSA/DIGESA-V01?7,
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ANEXO 4

Pruebas de normalidad®d¢€ de los valores obtenidos en el recuento de

coliformes mediante el nimero mas probable, para miel de abejas.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk (n<50)
Estadistic Estadistic
0 Gl Sig. 0 gl Sig.
100mg/g .
MIEL 0,229 5 0,200 0,881 5 0,312

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. 50mg/g MIEL es constante. Se ha omitido.

b. Correccién de significacion de Lilliefors

d. 150mg/g MIEL es constante. Se ha omitido.

e. control es constante. Se ha omitido.
Sig. =0.312>0.05 ------- - los datos de M2 presentan distribucion normal.
Por tanto aplicamos ANOVA.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos



Valores estadisticos descriptivos del recuento de colonias, para miel de abejas

95% del intervalo de

confianza para la media

Desviacion  Error Limite Limite
N Media estandar estandar inferior superior Minimo Maximo
P1 5 1100,000 0,0000 0,0000 1100,000 1100,000 1100,0 1100,0
P2 5 2,420 2,5460 1,1386 -0,741 5,581 0,0 6,1
P3 5 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,000 0,0 0,0
P4 5 1100,000 0,0000 0,0000 1100,000 1100,000 1100,0 1100,0
Total 20 550,605 563,6693 126,0403 286,800 814,410 0,0 1100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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Establecimiento de homogeneidad entre grupos mediante la prueba de Tukey

para tratamiento con miel de abejas.

Recuento de coliformes

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
FACTOR N 1 2 3
P3 5 ,000
P2 5 2,420
P1 5 1100,000
P4 5 1100,000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica = 5.000.

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Pruebas Post Hoc — HSD Tukey: Comparaciones multiples de recuento de
colonias, para miel de abejas

Diferencia de Error 95% de intervalo de confianza

() FACTOR  (J) FACTOR medias (I-J) estandar  Sig.  Limite inferior Limite superior

P1 P2 1097,5800" 0,8051 0,000 1095,277 1099,883
P3 1100,0000" 0,8051 0,000 1097,697 1102,303
P4 0,0000 0,8051 1,000 -2,303 2,303
P2 P1 -1097,5800" 0,8051 0,000 -1099,883 -1095,277
P3 2,4200" 0,8051 0,038 0,117 4,723
P4 -1097,5800" 0,8051 0,000 -1099,883 -1095,277
P3 P1 -1100,0000" 0,8051 0,000 -1102,303 -1097,697
P2 -2,4200" 0,8051 0,038 -4,723 -0,117
P4 -1100,0000" 0,8051 0,000 -1102,303 -1097,697
P4 P1 0,0000 0,8051 1,000 -2,303 2,303
P2 1097,5800" 0,8051 0,000 1095,277 1099,883
P3 1100,0000 0,8051 0,000 1097,697 1102,303

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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ANEXO 5
Pruebas de normalidad®d¢€ de los valores obtenidos en el recuento de

coliformes mediante el nimero mas probable, para algarrobina

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
M11 0,164 5 0,200 0,980 5 0,933

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

c. M22 es constante. Se ha omitido.

d. M33 es constante. Se ha omitido.

e. CONTROL1 es constante. Se ha omitido.

Sig. =0.933>0.05 ------- - los datos de M11 presentan distribucion normal.

Por tanto aplicamos ANOVA.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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Valores estadisticos descriptivos del recuento de colonias, para algarrobina

95% del intervalo de

confianza para la media

Desviacio Error Limite Limite
N Media n estandar estandar inferior superior Minimo Maéaximo
P1 5 234,60 152,499 68,199 45,25 423,95 53 460
P2 5 0,00 0,000 0,000 0,00 0,00 0 0
P3 5 0,00 0,000 0,000 0,00 0,00 0 0
P4 5 1100,00 0,000 0,000 1100,00 1100,00 1100 1100
Total 20 333,65 469,701 105,028 113,82 553,48 0 1100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

33



Establecimiento de homogeneidad entre grupos mediante la prueba de Tukey

para tratamiento con algarrobina.

MEDIDAS1

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
FACTOR N 1 2 3
P2 5 ,00
P3 5 ,00
P1 5 234,60
P4 5 1100,00
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica = 5.000.

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Pruebas Post Hoc — HSD Tukey: Comparaciones multiples de recuento de
colonias, para algarrobina

(1) Q) Diferencia de Error 95% de intervalo de confianza
FACTOR FACTOR medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior Limite superior
P1 P2 234,600 48,224 0,001 96,63 372,57

P3 234,600 48,224 0,001 96,63 372,57
P4 -865,400" 48,224 0,000 -1003,37 -727,43
P2 P1 -234,600" 48,224 0,001 -372,57 -96,63
P3 0,000 48,224 1,000 -137,97 137,97
P4 -1100,000" 48,224 0,000 -1237,97 -962,03
P3 P1 -234,600" 48,224 0,001 -372,57 -96,63
P2 0,000 48,224 1,000 -137,97 137,97
P4 -1100,000" 48,224 0,000 -1237,97 -962,03
P4 P1 865,400 48,224 0,000 727,43 1003,37
P2 1100,000 48,224 0,000 962,03 1237,97
P3 1100,000 48,224 0,000 962,03 1237,97

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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ANEXO 6:

B« L Dl |
Esterilizacién de materiales de vidrio Tubos con Caldo verde brillante y campana

de Durham

Pesado del quesillo en 2 grupos de prueba.
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Muestras de quesillo con miel de abeja y algarrobina

Siembra en tubo con caldo verde brillante e incubacion a 37°C por 24 horas
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