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RESUMEN

El estrés oxidativo y la infeccion bacteriana por estreptococos pneumoniaee es un problema
para la salud por eso es importante el estudio de antioxidante y antibacterianos como la miel
de abeja. El presente trabajo se propuso como objetivo evaluar los pardmetros fisicoquimicos,
actividad antioxidante y actividad antibacteriana in vitro frente acepas de Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 de la miel de abeja multifloral (Apis mellifera) Huardn Calca y miel
de eucalipto Chacdn Anta Cusco 2023 y como metodologia para contenido de polifenoles
totales se uso, el método desarrollado por Pérez et al., para flavonoides método desarrollado
por Zhishen et al., y método Colorimetro por DPPH, modificado por Brad Williams et al.. Los
resultados la ceniza calculados tanto en la miel multifloral (0.06%) como en la de eucalipto
(0.03%) estan dentro del rango aceptable segun la Norma Técnica Peruana (NTP), la densidad,
la miel multifloral (1.42 g/cm3) y de eucalipto (1.44 g/cm3) es minima. El pH calculados para la
miel multifloral (3.46) y la miel de eucalipto (3.26), la diferencia entre la acidez de la miel
multifloral (9.06 meqg/Kg) y de eucalipto (25.09 meqg/Kg), indica que la miel de eucalipto contiene
una mayor cantidad de 4cidos organicos. Segun la NTP 209.174-1999 la humedad de la miel
multifloral y de eucalipto (16.58% y 15.98%, respectivamente) se encuentra dentro del limite de
21% permitido por la NTP 209.171-1999 y el contenido de hidroximetilfurfural (HMF) los valores
son de 18.8 mg/kg y 6.2 mg/kg respectivamente, ambos por debajo del limite de 80 mg/kg
establecido por la NTP 209.176 y finalmente, el contenido de glucosa y fructosa para la miel
multifloral (53.88%) y eucalipto (77.62%). Contenido de polifenoles totales miel multifloral: 27.70
mg EAG/100 g de miel y miel de eucalipto: 44.51 mg EAG/100 g de miel, flavonoides miel
multifloral: 12.83 mg EQ/100 g de miel y miel de eucalipto: 7.97 mg EQ/100 g de miel, y por el
método colorimetro DPPH se obtuvo % Inhib. 46.9 de multifloral 77.9 de miel de eucalipto. Para
la concentracion minima inhibitoria (CMI) reportamos para la miel multifloral (0.5038 g/ml) y la
de eucalipto (0.5078 g/ml). Para la concentracion minima bactericida (CMB) para la miel
multifloral (0.70 g/ml) y la de eucalipto (0.61 g/ml). Afirmando que las dos muestras presentan
actividad antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

En conclusion, la miel multifloral y la miel de eucalipto cumplen con la mayoria de los estandares
de calidad, segun su origen botanico y composicion quimica, asi mismo ambas mieles
presentan sus propiedades antioxidantes y actividad antibacterianos con variaciones, como

fuentes naturales para futuras investigaciones.

Palabra clave: Parametros, antioxidante, DPPH, flavonoides, acidos fendlicos, antibacteriana,

macro dilucion.



ABSTRACT

Oxidative stress and bacterial infection by Streptococcus pneumoniae is a health problem, which
is why the study of antioxidants and antibacterials such as honey is important. The present work
aimed to evaluate the physicochemical parameters, antioxidant activity and in vitro antibacterial
activity against Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 strains of multifloral bee honey (Apis
mellifera) Huaran Calca and eucalyptus honey Chacan Anta Cusco 2023 and as a methodology
for total polyphenol content, the method developed by Pérez et al., for flavonoids the method
developed by Zhishen et al., and the Colorimeter method by DPPH, modified by Brad Williams
et al. The results the ash calculated both in multifloral honey (0.06%) and in eucalyptus honey
(0.03%) are within the acceptable range according to the Peruvian Technical Standard (NTP),
the density, multifloral honey (1.42 g/ cm3) and eucalyptus honey (1.44 g / cm3) is minimal. The
pH calculated for multifloral honey (3.46) and eucalyptus honey (3.26), the difference between
the acidity of multifloral honey (9.06 meg/Kg) and eucalyptus honey (25.09 meg/Kg), indicates
that eucalyptus honey contains a greater amount of organic acids. According to NTP 209.174-
1999 the humidity of multifloral and eucalyptus honey (16.58% and 15.98%, respectively) is
within the limit of 21% allowed by NTP 209.171-1999 and the content of hydroxymethylfurfural
(HMF) values are 18.8 mg/kg and 6.2 mg/kg respectively, both below the limit of 80 mg/kg
established by NTP 209.176 and finally, the glucose and fructose content for multifloral honey
(53.88%) and eucalyptus (77.62%). Total polyphenol content in multifloral honey: 27.70 mg
EAG/100 g of honey and eucalyptus honey: 44.51 mg EAG/100 g of honey, flavonoids in
multifloral honey: 12.83 mg EQ/100 g of honey and eucalyptus honey: 7.97 mg EQ/100 g of
honey, and by the DPPH colorimeter method it was obtained % Inhib. 46.9 of multifloral 77.9 of
eucalyptus honey. For the minimum inhibitory concentration (MIC) we report for multifloral honey
(0.5038 g/ml) and eucalyptus honey (0.5078 g/ml). For the minimum bactericidal concentration
(MBC) for multifloral honey (0.70 g/ml) and eucalyptus honey (0.61 g/ml). Stating that both
samples present antibacterial activity against Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 strains.

In conclusion, multifloral honey and eucalyptus honey meet most of the quality standards,
according to their botanical origin and chemical composition, and both honeys present their
antioxidant properties and antibacterial activity with variations, as natural sources for future

research.

Keyword: Parameters, antioxidant, DPPH, flavonoids, phenolic acids, antibacterial, macro

dilution.



ABREVIATURAS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de salud

FAQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal

MINSA: Ministerio de Salud

ORAC: Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

CDC: Control y la Prevencion de Enfermedades

DPPH: 1,1-difenil-2-picrihidrazil

IC50: La concentracién requerida para lograr una inhibicion del 50% en la actividad biolégica,

en comparacion con un control sin tratamiento.
NAC: Neumonia adquirida en la comunidad
SIREVA: Sistema Regional de Vacunas
ATCC: American Type Culture Collection
NTP: Norma Técnica Peruana

IRA: Infecciones respiratorias agudas

CMI: Concentracion minima inhibitoria

CMB: Para la concentracion minima bactericida
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INTRODUCCION

La miel de abeja (Apis mellifera) es un producto natural de alto valor nutricional y terapéutico,
ampliamente reconocido por sus propiedades antioxidantes, antibacterianas y su rica
composicion quimica. Su perfil fisicoquimico, asi como su actividad biologica, puede variar en
funciébn de multiples condiciones climéticas geogréficas, el origen botanico del néctar, los
métodos de procesamiento y almacenamiento.(1)

La miel multifloral, obtenida de diversas fuentes florales, y la miel unifloral
(Eucalyptus globulus), derivada del néctar del arbol de eucalipto, presentan caracteristicas
diferenciadas que podrian influir en su perfil bioactivo. En Pert hay pocos estudios sobre la miel
de abeja enfocados en sus propiedades antioxidantes y antibacterianos, por ese motivo se
estudio la actividad antioxidante mediante cuantificacion de polifenoles, flavonoides y el método
de DPPH y la actividad antibacteriano por el método dilucion en agar con las cepas de
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 en las mieles de abeja (Apis mellifera) multifloral
recolectadas del centro poblado de Huaran (Calca) y miel de Eucalipto del centro poblado de
Chacéan (Anta), Cusco.

Los compuestos antioxidantes en las mieles tales como flavonoides y fenoles presentan
beneficios terapéuticos, tanto en las industrias alimentaria y cosmética. (2) mientras que los
polifenoles, actlan como antioxidantes, y alcanzan a retrasar o inhabilitar la oxidacion y
neutralizar los impactos negativos de los radicales libres, causantes de las enfermedades

cronicas. (3)

Las altas tasas de enfermedad y mortalidad ligadas a Streptococcus pneumoniae persisten a
nivel global, en nifios y adultos mayores. La principal via de transmision de esta bacteria es por
via aérea, la mayoria de las personas portadoras de Streptococcus pneumoniae pueden no

experimentar sintomas.(4)

La biodiversidad de Perua incluye una gran variedad de plantas medicinales y tienen un valor
incalculable tanto cultural como cientificamente. La region de Cusco alberga valles andinos
donde crecen tanto plantas nativas como especies introducidas, las cuales se han adaptado al
clima. Ademas, la miel obtenida en estas praderas tiene diversas propiedades, influenciadas

por la flora local.
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CAPITULO |
GENERALIDADES
1.1 Planteamiento del problema

La miel producida por la abeja (Apis mellifera) segun los estudios tienen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antibacterianas, su actividad biolégica varian segun el origen
botanico y geografico del néctar de las flores que visitan las abejas. (5) Estas variaciones son
relevantes, especialmente en el contexto infecciones respiratorias agudas (IRA) producido por
bacterias y enfermedades crénicas, causados por radicales libres. (6) Sin embargo, en el Pera
existe una limitada investigacion sobre propiedades nutricionales y medicinales de los distintos

tipos de miel multifloral y unifloral.

El estilo de vida contemporaneo, marcado por una elevada ingesta de alimentos
ultraprocesados, una exposicion constante a multiples agentes quimicos y una actividad fisica
insuficiente, contribuye a la generacién de estrés oxidativo. Este fenémeno fisiopatolédgico se
asocia estrechamente con el inicio y la progresion de diversas enfermedades crénicas, incluidas
patologias cardiovasculares, diabetes mellitus, trastornos neurodegenerativos, procesos

oncoldgicos y el envejecimiento.(7)

Uno de los problemas de salud publica a nivel internacional, son las enfermedades
cardiovasculares (ECV) representan la primordial causante de defuncion, aproximadamente el
32% de todas las defunciones, citado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indicando
gue, el 85% son causantes de infartos y accidentes cerebrovasculares. (8) En Perd son las
enfermedades cardiovasculares, responsables del 29.7% de todas las muertes, ocupando
primer lugar y seguido por cancer, segun estadisticas del Ministerio de Salud (MINSA). (9)
Estas cifras alarmantes insiste la necesidad de estudios cientificos, para encontrar estrategias
efectivas para la prevencion y tratamiento de estas enfermedades, donde el estrés oxidativo

juega un papel crucial en su desarrollo.

Otro problema a nivel nacional, en Perl enfrenta ademas un incremento preocupante en las
infecciones respiratorias, siendo la neumonia como una de las principales causas de
enfermedad y muerte, especialmente en nifilos menores de cinco afios y adultos mayores.
Segun el Ministerio de Salud (MINSA), los casos de neumonia en nifios han aumentado en un
47.5% respecto a los niveles registrados antes de la pandemia, mientras que en adultos
mayores el incremento ha sido del 28.3%. (10) El principal patégeno asociado a la neumonia

adquirida en la comunidad (NAC) es la bacteria Streptococcus pneumoniae, una bacteria que



ha desarrollado una creciente resistencia a los antibiéticos que ha aumentado en los ultimos

anos, lo que complica el tratamiento de estas infecciones. (11)

Frente a estos problemas de salud publica, se plantea el estudio sobre la miel de abeja por su
valor nutricional y sus propiedades medicinales. Por ello, la presente investigacion busca
evaluar los parametros fisicoquimicos, la actividad antioxidante y antibacteriana de la miel
multifloral (Apis mellifera) de Huaran Calca y miel de eucalipto de Chacan Anta, departamento
del Cusco. Para contribuir con el cocimiento para futuras investigaciones y también aportar con

una base cientifica las propiedades de estas mieles y que respalde su utilizacion.

1.2 Formulacién del problema

¢,Como seradn los parametros fisicoquimicos y cual serd la actividad antioxidante y
antibacteriana in vitro frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 en muestras de miel

multifloral (Apis mellifera) de Huaran Calca y miel de eucalipto de Chacan Anta Cusco 20237

1.3 Objetivos de la investigacién
1.3.1 Objetivo general

Evaluar los parametros fisicoquimicos, la actividad antioxidante y la actividad antibacteriana in
vitro frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 en muestras de miel multifloral (Apis

mellifera) de Huaran (Calca) y miel de eucalipto de Chacan (Anta) Cusco 2023

1.3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar los parametros fisicoquimicos de la miel de abeja (Apis mellifera) multifloral y de
eucalipto y comparar con la Norma técnica peruana NTP 209.

2. Cuantificar las sustancias antioxidantes: flavonoides y polifenoles totales, de la miel de
abeja (Apis mellifera) multifloral y miel de eucalipto.

3. Determinar la actividad antioxidante, de la miel de abeja (Apis mellifera) multifloral y miel de
eucalipto.

4. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro frente a las cepas Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619, en muestras de miel multifloral (Apis mellifera) de Huaran Calca y miel de
eucalipto de Chacan Anta

5. Realizar una comparacion entre las muestras de miel multifloral y miel de eucalipto (Apis
mellifera), evaluando sus propiedades fisicoquimicas, actividad antioxidante vy

antibacteriana.



1.4  Justificaciéon de lainvestigacion

Justificacién en conocimiento

El presente estudio contribuira al conocimiento existente mediante la caracterizacién de mieles
especificas, generando datos valiosos que pueden servir para futuros investigaciones en las
areas de la medicina y nutracéutica. En Peru, y especificamente en Cusco, donde existe un
ecosistema Unico, se observa una marcada escasez de estudios sobre las propiedades de la
miel de abeja. Esta situacion justifica la necesidad de realizar investigaciones, ya que la miel
posee propiedades antibacterianas y antioxidantes. Este estudio se alinea con las prioridades
nacionales e internacionales de identificar soluciones innovadoras para enfrentar la resistencia
bacteriana y promover mejoras en la salud publica. Dado que numerosas enfermedades
cronicas, como las cardiovasculares y el cancer, presentan una alta tasa de morbilidad, resulta
fundamental enriquecer la dieta con antioxidantes que protegen contra los radicales libres. (9)
Ademads, la investigacion sobre la creciente resistencia a los antibiéticos, especialmente en
bacterias como Streptococcus pneumoniae, constituye una prioridad en la agenda de salud
publica tanto global como local. (10)

Justificacion en aplicabilidad

Los arabes, egipcios fueron los primeros pioneros en introducir aplicaciones farmacéuticas en
el mundo occidental, dieron origen a nuevos preparados farmacéuticos como los jarabes,
sentando las bases para el uso terapéutico de productos naturales. (12) La investigacion se
fundamenta en dos aspectos principales: la capacidad antioxidante y la actividad antibacteriano
de miel multiflorales de la época lluviosa y mieles monoflorales de eucalipto de la estacion seca
de los valles de Cusco. La identificacion de mieles segun su origen floral, con propiedades
antioxidantes y antibacterianas destacadas, podria ofrecer una alternativa terapéutica en el
manejo de infecciones bacterianas y en la reduccion del estrés oxidativo. Estos factores son
cruciales en la prevencion de enfermedades cronicas y en el tratamiento de neumonias
causadas por bacterias resistentes a los antibioticos. Este estudio se realiza con el objetivo de
prevalecer la salud de la poblacion y mejorar el estilo de vida de las personas que buscan

productos alternativos y naturales.
justificacién Social y econ6mica

Responde a la necesidad de encontrar tratamientos alternativos y complementarios que puedan
aliviar la carga de enfermedades prevalentes y mejorar la calidad de vida de los afectados. La

miel, con su potencial como agente antioxidante y antibacteriano, ofrece una opcion accesible
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y natural que podria integrarse en programas de salud preventiva. Esto es particularmente
relevante en comunidades rurales y en sectores de la poblacién con limitado acceso a
medicamentos convencionales, donde la adopcion de terapias basadas en productos naturales
podria ser mas viable y aceptada culturalmente. Ademas, la identificacion y promocion de
mieles con propiedades terapéuticas especificas podria incentivar la apicultura local y regional,
generando nuevas oportunidades de empleo y fortaleciendo las economias rurales y la
biodiversidad de flora principalmente de las plantas nativas del local.

15 Hipotesis

Las muestras de miel multifloral (Apis mellifera) de Huaran Calca y miel de eucalipto de Chacan
Anta Cusco, presentan diferencias en sus pardmetros fisicoquimicos, y asi mismo presentan
actividades antioxidantes y actividad antibacteriana in vitro frente a Streptococcus pneumoniae
ATCC 496109.

1.6 Delimitaciones

e El acceso limitado a recursos en linea privados, incluyendo bibliotecas especializadas,
tesis publicadas con restriccion en los repositorios web de las universidades nacionales
e internacionales y otros articulos recientes, constituy6 una limitacién para este estudio

en términos de obtener informacion relevante para la investigacion.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO CONCEPTUAL
2.1  Vision Historica
Este andlisis histodrico se centra en la evolucion del uso de la miel desde sus origenes hasta su

relevancia actual en el campo de la industria farmacéutica.
Origenes Prehistoricos

La historia de la miel se remonta al instante en que las abejas y las flores vienen. Los primeros
registros del uso de la miel datan de hace mas de 8,000 afios. Pinturas rupestres encontradas
en cuevas de Espafa, Sudéfrica (Zimbabue) muestran a seres humanos recolectando miel de
colmenas silvestres. Estas representaciones sugieren que la miel ya era un recurso valioso
para las sociedades de cazadores-recolectores, utilizada tanto como alimento como en

practicas medicinales. (13)

Figura 1 Pintura rupestre en la Cueva de la arafia, en Bicorp, Valencia y pintura rupestre Toghwana
Dam, en Zimbabwe
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06. (13)
Antiguo Egipto

En la cultura del antiguo Egipto, la miel era considerada un regalo de los dioses y se utilizaba
ampliamente en la alimentacion, la medicina y los rituales religiosos(ofrendas). Los egipcios
empleaban la miel para tratar heridas y enfermedades, aprovechando sus propiedades
antibacterianas y conservantes(de carnes). Ademas, la miel se utilizaba en el proceso de
embalsamamiento, lo que subraya su importancia cultural y religiosa. (13)


https://lahistoria.info/historia-de-la-miel/
https://lahistoria.info/historia-de-la-miel/
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https://www.apicolamontegayubar.com/blog/historia-miel/

Figura 2 Pintura rupestre de egipcios

Fuente: Martines F. et al. Apuntes de apicultura, 2006. (13)
Greciay Roma

Los antiguos griegos y romanos también valoraban la miel por sus propiedades curativas y
nutritivas. Hipdcrates, el padre de la medicina, recomendaba la miel para tratar diversas
afecciones, desde Ulceras hasta problemas respiratorios. En la mitologia griega, la miel era
considerada el alimento de los dioses, lo que refleja su estatus elevado en estas culturas. En la
civilizacibn Roma consumian los patrios y senadores y utilizaron como conservante de pescado

y las fruta, también elaboraron vino a partir de la miel y el hidromiel (licor de los dioses). (13)
Edad Media

Finales del ciclo XV durante la Edad Media, la miel continué siendo un ingrediente esencial en
la medicina y la cocina como un edulcorante antes de la llegada de azucar a Europa. La cera
de abeja era para fabricar velas. Los monjes medievales la utilizaban para preparar remedios
herbales y unguentos. Ademas, la miel era un conservante natural, crucial para la preservacion

de alimentos en una época sin refrigeracion. (13)
Era Moderna

En el siglo XXI, con los significativos avances en ciencia y tecnologia, la miel ha sido objeto de
numerosos estudios que han confirmado sus propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y
antioxidantes y utilizadas en las industrias alimentarias y farmacéuticas. (14)


https://lahistoria.info/historia-de-la-miel/
https://lahistoria.info/historia-de-la-miel/
https://lahistoria.info/historia-de-la-miel/
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2.2 Antecedentes del estudio
2.2.1 Antecedentes a nivel internacional

Nagy-Radvanyi, L.et al., “Actividad antibacteriana de las mieles varietales hungaras
contra patdgenos respiratorios en funcién del tiempo de almacenamiento” Facultad de

Farmacia, Universidad de Pécs (Reporte cientifico) Hungria -2024. (15)

En 2022, se evalué la actividad antibacteriana de mieles de acacia negra, vara de oro, tilo y
girasol recolectadas durante tres afios consecutivos (2020, 2021, 2022) frente a bacterias
gramnegativas (Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae, Pseudomonas aeruginosa) y
grampositivas (Streptococcus pneumoniae), como metodologia se utilizd dilucion en caldo:
Concentracién Minima Inhibidora (CMI) y Bactericida (CMB). Resultados a mayor tiempo de
almacenamiento de la miel, se necesitaban concentraciones mas altas para lograr un efecto
inhibidor. Las mieles de 2020 mostraron una CMI entre 42,5% y 50%, mientras que las de 2022
necesitaron entre 10% y 17,5%. Actividad Antibiofilm: La capacidad de la miel para inhibir la
formacion de biofilm también disminuy6 con el almacenamiento. Las mieles de 2020 tuvieron
una tasa de inhibicion del 34,7% al 53,4%, mientras que las de 2022 mostraron una inhibicion
mucho mayor, entre el 67,9% y 83,2%. Efecto Especifico: La miel de tilo y girasol mostro la
mayor actividad antibacteriana, especialmente contra las cepas de Haemophilus, alcanzando
hasta un 80% de inhibicion de biofilm en las muestras de 2022. Por otro lado, la miel de acacia
negra fue la menos activa. Degradacion de Membranas: El estudio también exploré el
mecanismo de accion de la miel de tilo, encontrando que las mieles mas recientes (2022)
degradaron las membranas bacterianas a concentraciones mas bajas (20%), en comparacion
con las mieles de afios anteriores que requerian concentraciones mas altas para el mismo
efecto. Microscopia Electronica de Barrido (MEB): Las imagenes MEB mostraron que la miel
de tilo de 2022 inhibi6 la formacién de biopeliculas mas efectivamente que las muestras mas

antiguas, con las células de S. pneumoniae tratadas mostrando una ruptura celular significativa.

Yayinie M. et al., “Polifenoles, flavonoides y contenido de antioxidantes de la miel
combinados con método quimiomeétrico: clasificacién de origen geografico a partir de

region de amhara”, Universidad de Bahir Dar (Articulo de revista) Etiopia-2022, (16)

Como objetivo estudiar 47 muestras de miel fresca de siete reas administrativas distribuidas
en tres provincias del Estado Regional Nacional de Amhara, Etiopia. Estas muestras fueron
analizadas mediante la cuantificacion del contenido fendlico y la evaluacion de sus capacidades

antioxidantes utilizando métodos estandar de colorimetria. La Metodologia, para polifenoles



totales método descripto por Pérez et al. Se utilizo &cido gélico (GAE) como estandar, y para
flavonoides totales, método descrito por Zhishen et al., y se utiliz6 quercetina como estandar
en actividad antioxidante ensayo de DPPH como estandar se utilizé &cido ascorbico.

Los resultados se revelaron que los valores promedio de polifenoles totales, expresados en
equivalentes de &cido galico (GAE), variaron entre 17,03 y 42,04 mg GAE por cada 100 g de
miel. En cuanto al contenido promedio de flavonoides, medido en equivalentes de catequina
(CE), oscilé entre 3,20 y 7,40 mg CE, mientras que utilizando equivalentes de quercetina (QE),
fluctué entre 1,67 y 5,08 mg QE por cada 100 g de muestra de miel. Respecto al contenido de
antioxidantes equivalentes al 4cido ascorbico (AEAC), se observaron valores que iban desde
16,23 hasta 26,59 mg AEAC por cada 100 g de muestra de miel. Ademas, el porcentaje de
actividades antioxidantes (% AA) vario entre el 23,74% y el 40,11% en las muestras de miel
analizadas. En conclusion, se encontré un contenido significativo de fenoles y flavonoides, lo
gue sugiere que la miel de la region posee cualidades terapéuticas y un alto valor nutricional.
Se observaron variaciones significativas en los niveles de fenoles y antioxidantes entre las
muestras, relacionadas con el color y el origen geogréfico de la miel. Sin embargo, el efecto del
clima en las muestras no resulté en variaciones notables en los niveles promedio. Las muestras
de miel de la zona de West Gojjam mostraron los valores mas altos de fenoles y propiedades

antioxidantes, mientras que las de la zona de Wag Himera presentaron los valores mas bajos.

Baldzs v., Radvanyi l., et al. “Actividad antibacteriana y antibiofilm in vitro de mieles
hungaras contra bacterias del tracto respiratorio” Facultad de Farmacia, Universidad de
Pécs (Articulo de revista) Hungria -2021 (17)

El objetivo del estudio, evaluar las propiedades antibacterianas y antibiofilm de muestra de miel
de acacia negra, tilo y girasol hangaras contra bacterias del tracto respiratorio tanto
gramnegativas como grampositivas en tres sistemas de prueba in vitro. Métodos Ensayo de
difusion en pocillos de agar, Ensayo de muerte temporal, Estudio de la degradacion de la

membrana y ensayo de microdilucion.

Resultados en cuanto a S. pneumoniae, tanto la miel de tilo como la de acacia negra mostraron
una actividad significativamente superior a la de la miel de girasol. Difusion en pocillos de agar:
Las muestras de miel fueron mas efectivas que las soluciones de azlcar, aunque no se
detectaron diferencias significativas en la actividad antibacteriana entre los tipos de miel.
Ensayo de muerte temporal: Las mieles de tilo, acacia negra y girasol (40% y 60% p/p)

exhibieron actividad bactericida significativa a partir de la segunda hora de tratamiento. La miel



de tilo fue la mas efectiva contra ambas bacterias. Degradacion de la membrana bacteriana:
Las mieles al 40% y 60% p/p mostraron capacidad de inducir bacteridlisis, con S. pneumoniae
siendo mas sensible que P. aeruginosa. La miel de tilo destac6 nuevamente como la mas eficaz.
Inhibicion de biopeliculas: Todas las mieles inhibieron la formacion de biopeliculas bacterianas,
con la miel de tilo mostrando una tasa inhibitoria media superior al 80% contra cada cepa
probada. Las muestras de acacia negra presentaron las tasas inhibitorias mas bajas (69%-
75%). En conclusion, este estudio destaco la eficacia de los tipos de miel hingara en el efecto
inhibidor de las mieles de acacia negra, tilo y girasol sobre S. pneumoniae; por lo tanto, la
novedad de nuestro estudio es indiscutible, la miel de tilo en particular merece méas atencion

como un poderoso agente antibacteriano natural.

Pauliuc D., et.al., “Actividad antioxidante, contenido fenélico total, fendlicos individuales
y parametros fisicoquimicos idoneidad para la autenticacion de la miel Rumana”,

Universidad Stefan cel Mare de Suceava, (Articulo de revista) Rumania 2020, (18)

Como Objetivo se realiz6 analisis fisicoquimicos, como la determinacion del contenido fendlico
total y la cuantificacion de flavonoides. La metodologia; pardmetros fisicoquimicos, para
polifenoles totales método descripto por Pérez et al., se utilizd acido galico (GAE) como
estandar, y para flavonoides totales, método descrito por Zhishen et al., y se utilizé quercetina

como estandar.

Resultados las muestras de miel Frambuesa tiene polen de Rubus idaeus, colza contiene
principalmente polen de Brassica spp. miel de girasol, de polen de Helianthus spp. y miel de
menta y tomillo, Mentha spp. y Thymus spp. Los valores medios de pH de las muestras
oscilaron entre 3,91 para la miel de tomillo y 4,22 para la miel de colza. la miel de girasol
presentaba la mayor acidez (31,63 meq-kg-1), mientras que la miel de colza tenia la menor
(16,01 meq-kg-1), contenido de HMF entre las muestras, con valores que oscilan entre 8,26
mg/kg para la miel de girasol y 50,8 mg/kg para la miel de tomillo. Algunas muestras de menta
y tomillo superaron el limite maximo permitido de HMF (40 mg/kg) segun la legislacion europea.
El contenido de flavonoides en la miel de frambuesa contenido mas alto (33,58 mg QE-100 g-1)
y la miel de tomillo la mas baja (17,45 mg QE-100 g-1). El ensayo DPPH se utiliz6 para evaluar
la actividad antioxidante de las muestras, observdndose la mayor actividad en las mieles de
frambuesa (79,05%) y menta (74,03%), y la menor en las de tomillo (63,77%) y colza (55,49%).
Conclusiones; Todas las muestras de miel presentaron valores de pH y acidez libre dentro de

los limites permitidos por las normas de calidad, lo que indica la frescura de las muestras. A



excepcion de tres muestras (dos de menta y una de tomillo) que mostraron un contenido de

HMF superior al limite permitido

2.2.2 Antecedente a nivel nacional

Coronado J., et al. “Caracterizaciéon fisicoquimica de miel de abeja (Apis mellifera L.)
procedentes de la Amazonia Peruana”, Universidad Nacional de San Martin, Tarapoto
(Articulo de revista) Peru 2022 (19)

El presente estudio tuvo como finalidad evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las mieles
recolectadas en los ecosistemas de Alto Mayo y Huallaga Central, ubicados en la region San
Martin, aplicando los procedimientos establecidos en la Norma Técnica Peruana. Para ello, se
analizaron 20 muestras de miel obtenidas de apiarios situados en las provincias de Rioja (Alto

Mayo) y Mariscal Caceres (Huallaga Central).

Los resultados indicaron que los pardmetros fisicoquimicos de las mieles se encontraron dentro
de los siguientes rangos: acidez (19,72 a 13,25 meg/kg), pH (4,19 a 3,96), contenido de
humedad (19,06). a 17,82%), actividad de agua (0,53 a 0,54), densidad (1,41 a 1,42 g/mL),
azucares reductores (63,00 a 64,95%), sélidos solubles (73,08 a 74,18 °Brix), color (62,57 a
85,55 mm PFund), conductividad eléctrica (0,26 a 0,41 mS/ cm), contenido de cenizas (0,23 a
0,52%), hidroximetilfurfural (14,30 a 15,0 mg/kg).

Conclusiones: En este estudio, dos mieles de abejas de dos diferentes ecosistemas de la
region amazonica peruana, Alto Mayo y Huallaga Central en el departamento de San Matrtin,
fueron caracterizada. La mayoria de los parametros no mostraron diferencias significativas
diferencias entre ellos. Sin embargo, en el ambito fisicoquimico, caracteristicas de pH, color,
conductividad eléctrica y ceniza. contenido, se expresaron diferencias estadisticas. La miel del
Alto Mayo es mas ligera que la miel del Huallaga Central, reflejado en los valores de color,
eléctricos conductividad y contenido de cenizas. La mayor parte de los fisicoquimicos.
Parametros de las muestras de miel de abeja del Alto Mayo. y los ecosistemas del Huallaga
Central se encuentran dentro de los pardmetros establecidos y requeridos por normas

nacionales e internacionales regulaciones

Mufioz A., Ortiz C., et al. “Determinacion de compuestos fendlicos, flavonoides totales y
capacidad antioxidante en mieles peruanas de diferentes fuentes florales” Articulo de

revista Universidad nacional Mayor de San Marcos, (Articulo de revista) Pert 2014. (3)
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Como objetivo, se determind los polifenoles totales (fendlicos y flavonoides) y capacidad
antioxidante. La Metodologia, para polifenoles totales método descripto por Pérez et al. Se
utilizo acido galico (GAE) como estandar, y para flavonoides totales, método descrito por
Zhishen et al., y se utilizé quercetina como estandar en actividad antioxidante ensayo de DPPH
como estandar se utilizo &cido ascoérbico y determinacién de compuestos fendlicos por HPLC.

Los resultados el estudio abarcé doce variedades de miel de diversas marcas recolectadas en
supermercados de Lima. Se destacé la miel silvestre del callejon de Huaylas por su elevado
contenido de fenoles, alcanzando los 207,89 mg por cada 100 g. En contraste, la miel multifloral
de Piura lider6 en cuanto a contenido de flavonoides totales y apigenina, registrando 3,839 mg
QE/100 g y 1,799 ppm, respectivamente. Sin embargo, mostr6 una menor capacidad de
inhibicion del anion superéxido, con un 53,21%. Por su parte, la miel de eucalipto de la sierra
central sobresalié por su alta capacidad antioxidante segun el método ABTS, con 68,452 ug
TEAC por cada 100 g, asi como por su destacada capacidad de inhibicién del anién superoxido,
alcanzando un 64,73%, la miel de zapote en panal de Piura presenté un contenido mas bajo de
flavonoides totales, con 0,914 mg QE/100 g, pero se distinguié por su fuerte capacidad de
inhibicién de radicales oxhidrilos, llegando al 54,80%, y por su contenido de acido clorogénico
de 0,866 mg/kg. Ademas, se identificé un nivel mas elevado de acido coumarico en la miel de
algarrobo, con 1,572 ppm. Conclusiones, se encontraron diferencias notables entre las
variedades de miel estudiadas. La miel silvestre del callejon de Huaylas se destaco por su
contenido elevado de fenoles, mientras que la multifloral de Piura lider6 en contenido de
flavonoides totales. La miel de eucalipto (sierra central) mostré una fuerte capacidad
antioxidante y de inhibicién del anidn superéxido. Estos resultados confirman que la miel posee
una significativa capacidad antioxidante, la cual estd relacionada con la presencia de

compuestos fendlicos y varia dependiendo de su origen floral y procedencia.

Adrianzén R.., et al., Efecto in vitro de la miel de Apis mellifera frente a Escherichia coli

y Candida albicans. Tesis pregrado de la universidad nacional de Trujillo Pert 2017 (20)

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto in vitro de la miel de Apis
mellifera contra Escherichia coliy Candida albicans, determinando sus caracteristicas
fisicoquimicas, metabolitos secundarios, y las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y
bactericidas (CMB). La miel utilizada provino de la provincia de San Ignacio, en el departamento
de Cajamarca, Peru. Todas las pruebas fisicoquimicas cumplieron con los estdndares del

Codex Alimentarius y el Consejo Nacional de la Miel.
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Los resultados mostraron que la acidez libre fue de 19.5 meqg/kg de miel + 1.31, la humedad
fue del 19.4%, la actividad diastasica fue de 12 en la escala de Goethe + 0.58, las cenizas
fueron de 0.824 g/100g de miel + 0.07, y los azucares reductores fueron de 66.8 g/100g de miel
+ 1.85. Ademas, el pH fue de 4.18 + 0.20, la densidad fue de 1.44 g/mL % 0.05, la densidad de
solidos totales fue del 80.6%, el indice de refraccion fue de 1.4876 + 0.58, los grados Brix fueron
de 79 + 0.58, los sélidos solubles fueron de 79, y los sélidos insolubles fueron de 0.058 g/100g
+ 0.019, todos dentro de los rangos establecidos.

Finalmente, el efecto antimicrobiano in vitro se determind con la técnica de macro dilucion,
mostrando una CMI del 50% y una CMB del 80% para Escherichia coli, y una CMI del 60% y
una CMB del 90% para Candida albicans.

2.2.3 Antecedente a nivel local

Vasquez C., Obtencion de galleta integral con incorporacion parcial de chia negra
triturada (salvia hispanical.), miel de abeja (Apis melliferaL.) y sacarosa. Tesis pregrado
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. Industria alimentaria, Cusco
2016. (21)

como objetivo se centra en el desarrollo de una galleta integral incorporando parcialmente chia
negra triturada (Salvia hispanica L.), (Apis mellifera L.) y azuUcar. Se realizaron andlisis
fisicoguimicos de los ingredientes: la chia mostré un perfil de acidos grasos con acido palmitico,
estearico, oleico, linoleico y linolénico. La harina integral tenia un contenido de humedad y
acidez especificos, mientras que el azucar y la miel de abeja también fueron analizados en

términos de humedad, acidez y otros componentes

Ensayos preliminares con diferentes proporciones de chia (9%, 6% Y 3%), miel de abeja (20%
12.5% y 5%) y azlcar (25%, 20% y 15%). utilizando un disefio experimental de superficie de
respuesta para obtener 15 tratamientos aleatorizados. Se evalué la dureza de las muestras,
comparandolas con una galleta testigo y una galleta integral comercial. Ademas, se realiz6 una
evaluacion sensorial con 39 personas y un perfil de textura con 9 jueces entrenados, analizando

parametros de endurecimiento, masticabilidad, debilidad y compacto.

El mejor tratamiento fue la muestra 14, que contenia 3% de chia, 20% de miel y 20% de
sacarosa. Esta muestra fue sometida a la evaluacion de caracteristicas fisicoquimicos (con
2,66% de humedad, 7,14% proteina, 2,8%fibra y 73,46% carbohidratos, ceniza 1,66%),
microbiol6gicos y cromatograficos. En cuanto a los acidos grasos, la galleta sin hornear y

horneada presenté: acido palmitico (37.12%), acido estearico (14.28%), acido oleico (28.77%),

12



acido linoleico (7.12%) y acido linolénico (1.24%). Los carbohidratos, determinados por HPLC,
fueron: sacarosa (64,18%), glucosa (19,41%) y fructosa (16,40%). Finalmente, se determina
que la vida util de la galleta integral, a una humedad relativa de 76.17% y temperatura

constante,
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2.3 Bases tedricas y cientificas
2.3.1 Abeja

Las abejas (Apis mellifera) Pertenecen al grupo de los insectos, caracterizados por su sistema
de respiracion a través de traqueas, la presencia de 3 pares de patas y un cuerpo dividido en
t3 partes distintas: la cabeza, el térax y el abdomen. Se clasifican en el orden Hymenoptera y
experimentan una metamorfosis completa, presentando un aparato bucal lamedor y dos pares

de alas membranosas. (22)

Tabla 1: Clasificacién taxonémica de abeja (Apis mellifera)

Clasificacion de la abeja (Apis mellifera)
Orden Hymenoptera
Suborden Apocrido
Superfamilia Apoideo

Familia Apidos
Subfamilia Apinae

Género Apis

Especie Mellifera

Fuente: Polaino Jiménez C. libro de Apicultura, 2006. (22)

2.3.1.1Colmena

Una colmena es el hogar de una comunidad de abejas, y también se refiere a la comunidad
misma que reside en ella. Una colmena puede contener hasta 80,000 abejas, que se dividen

en tres grupos principales: (23)

Reina: La abeja reina es la Unica capaz de reproducirse y mantiene el equilibrio de la poblacion
de la colmenay su vida puede extenderse hasta los 5 afios y desempefia un papel fundamental

en mantener la cohesion y la identidad de la colonia, transmitiendo mensajes quimicos. (23)

Zangano: Su Unico proposito es fecundar reinas virgenes durante el vuelo nupcial, después se

mueren. (23)

Obreras: Las abejas obreras son comprometidas con las labores de la colmena, con roles
definidos instintivamente por su edad y factores ambientales como el clima y la floracion.

Aunqgue son hembras al igual que la reina, no estan desarrolladas para la reproduccion.
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Su actividad laboral varia segun su edad y el desarrollo glandular:

e Del 2do al 3er dia, limpian los panales de la colmena y brindan calor a los huevos y
larvas.

e Del 4to al 12avo dia, preparan y cuidan la alimentacion de las larvas, siendo conocidas
como abejas nodrizas en este periodo. También producen jalea real.

e Del 13 al 18 dia, producen cera y construyen los panales, y en caso necesario, crian
una nueva reina construyendo la celda real, llamada "cacahuate" por su forma.

o Del 19 al 20 dia, defienden la colonia apostandose en la entrada de la colmena para
evitar la entrada de insectos extrafios o abejas de otras colonias.

e Del 21 al 38-42 dia, recolectan néctar, polen, agua y propéleos en el campo para cubrir

las necesidades de la colonia.

La esperanza de vida de la abeja obrera esta determinada por la cantidad de trabajo que realiza.
Durante la época de cosecha, debido al exceso de labores, su vida puede extenderse solo unas

6 semanas. Sin embargo, fuera de esta época, pueden vivir hasta 6 meses
e En su tercer dia, las abejas limpian y proporcionan calor ala crias.

e En suduodécimo dia, se encargan de nutrir a las larvas, siendo conocidas como abejas

nodrizas durante este periodo.

e En su decimoctavo dia, fabrican cera y construyen las celdas. Si es necesario, crian una

nueva reina construyendo una celda grande, conocida como “cacahuate”.

e En su vigésimo dia, defienden la colmena posicionandose en la entrada para evitar la

entrada de otros seres vivos.

e En su cuadragésimo segundo dia, salen de la colmena a recolectar néctar y otros

derivados, para satisfacer las necesidades de la colonia.

La longevidad de una abeja obrera esta directamente relacionada con la cantidad de trabajo
que realiza. Durante la temporada de cosecha, debido a la intensa actividad, su vida suele
ser de aproximadamente seis semanas. No obstante, fuera de este periodo puede alargarse

su vida hasta 6 meses. (24)
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2.3.1.2 Anatomia

Figura 3: anatomia de la abeja (Apis mellifera)

Fuente: National Science Foundation. Anatomia de abeja (Apis mellifera). (25)

Tabla 2: anatomia de la abeja (Apis mellifera)

1| Probéscide Seccion de la boca con forma tubular empleada para succionar néctar
3 | Mandibula Usan para digerir polen y manipular la cera en la reconstruccién de las celdas
5 | Canal de alimentacién | las abejas ingieren comida, que en su mayoria es liquida.
6 | Faringe Musculos encargados de mover el labio y extraer néctar de las flores.
7 | Eso6fago Los liguidos absorbidos se dirigen al estbmago del abdomen.
sintetiza compuestos esenciales para la produccion de jalea real, para
8 | Glandula hipofaringea

alimentar a las larvas.

Cerebro

procesa informacion utilizada en la navegacion, comunicacion y memoria.

10

Glandula salival

sintetiza un liquido que disuelve el azldcar y compuestos que limpian el

cuerpo, ademas de contribuir a la identidad quimica de la colonia

25

Glandula de veneno

Es la glandula encargada de producir el veneno, que puede dafiar los tejidos

al ser inyectado en el cuerpo.

26

Glandulas de la cera

Las abejas obreras comienzan a secretar cera aproximadamente 12 dias

después de su nacimiento

28

Proventriculo

Es una parte comprimida del estdmago de la abeja que regula el flujo de

néctar y solidos

29

Estobmago de la miel

(buche melario)

Es un saco de almacenamiento que las abejas utilizan para transportar el

néctar

Fuente: National Science Foundation. Anatomia de abeja Apis mellifera 2023. (25)
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2.3.1.3Los productos del colmenar

Los mielatos: Son sustancias similares a la miel elaboradas por las abejas a partir de jugos
azucarados obtenidos de nectarios extra florales en las plantas. Estos nectarios, disefiados,
para la defensa a las partes tiernas de la planta contra los animales. Cuando las abejas elaboran
este producto a partir de los jugos, se llama mielato (26)

Polen: Es una fuente vital de aminoacidos, lipidos, minerales y vitaminas para las abejas. Se
origina en los estambres de las flores y consiste en pequefias esporas que transportan las
células reproductoras masculinas de las plantas con flores. La falta de polen durante la
primavera puede ser una sefial de mala salud para la colmena, ya que es necesario para la cria
de abejas.(26)

El propdleos: Es una sustancia recolectada por las abejas de yemas y ramas jovenes de
arboles, asi como de otros lugares como los peciolos de las hojas. Se mezcla con cera y se
utiliza para tapar grietas en la colmena. Tiene una textura pegajosa y presenta un color marrén

o verde oscuro, acompafado de un olor resinoso distintivo y se funde con la temperatura.(26)

La cera: Es una combinacion de sustancias grasas, ésteres y sales segregada por las
glandulas ceriferas de las abejas jévenes. Se funde a 62.5°C y puede disolverse en aguarras,
creando una especie de encaustico. La cera frecuentemente incluye propéleo y polen en su

composicion.(26)

Jalea real: Es una mezcla de polen y miel producida por las abejas y transformado por sus
enzimas de las abejas jovenes, es utilizada para nutrir a las larvas menores de tres dias y a la

reina. (26) y por ultimo la mas importante la Miel.

2.3.2 Miel de abeja
2.3.2.1 Definicién

La miel es un compuesto dulce se obtiene del néctar de las flores de diferentes plantas, y son
recolectados y modificados adhiriéndose a sus sustancias especiales, luego se mezcla y

deshidrata, se almacena y se coloca en celdas, mientras continta el proceso de maduracion.

(2)

17



Figura 4: Proceso de la produccion de la miel
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Fuente: Elaboracidn propia de acuerdo con los autores. Quero M., Las abejas y la apicultura. (26)

2.3.2.2 Clasificacion de la miel de néctar o de flores

FAO/WHO y INDECOPI clasifica segun su origen:

e Mieles monoflorales: Estas mieles se caracterizan por tener un alto contenido de
néctar de una sola especie o género vegetal, con un predominio de polen de esa especie
0 género superior al 45%. (27)

e Mieles multiflorales: En estas mieles, no hay un tipo de polen que predomine
significativamente sobre los demas, lo que indica que el néctar proviene de diversas

especies vegetales sin que ninguna sea dominante. (27)
Segun el método de obtencion:

e Miel escurrida o decantada: Se obtiene mediante la decantacion de panales
desoperculados que no contienen larvas.

e Miel centrifugada: Se extrae por centrifugacion de panales desoperculados sin larvas.
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e Miel prensada: Se obtiene al prensar los panales sin larvas, con o sin la aplicacién de

calor, hasta un méaximo de 40°C.

o Miel filtrada: Es aquella miel que ha sido filtrada para eliminar toda materia organica o

inorganica, lo que resulta en una significativa reduccion del contenido de polen. (27)

2.3.3 Componentes de la miel

La sustancia tiene una estructura complicada, concentrado mayormente por azlcares
monosacaridos la fructosa (39,3%) y la glucosa (32,9%), en conjunto representan el 60%y 80%
de azucares reductores en la miel. Otro componente importante es la presencia de agua, cuyo
porcentaje oscila entre un 13,4% y un 26,6%. (24) No obstante, en su estructura se encuentran
presentes pequefias cantidades de sustancias de gran interés que exhiben actividad biolégica
o valor nutricional, afladiendo un componente de calidad a la miel. Estas incluyen aminodcidos,

minerales, enzimas, compuestos fendlicos, vitaminas y acidos carboxilicos.(28)
AZUCARES

La mayor parte de los azUcares presentes en la miel no provienen directamente del néctar, sino
gue se generan durante el proceso de maduracién y almacenamiento de la miel. Esto ocurre a
través de diversos procesos enzimaticos y reacciones no enzimaticas que transforman el néctar
en miel. Estos procesos son responsables de muchas de las caracteristicas fisicoquimicas de
la miel. Aunque los diferentes tipos de miel contienen los mismos azlcares, las cantidades
varian segun la flora, el clima y el origen geogréfico. La fructosa generalmente influye sobre la
glucosa. El contenido de sacarosa minimo al 3%, mientras que los disacéaridos reductores,
como la maltosa, representan alrededor del 7%. Ademas, se han identificado otros azlcares
como (isomaltosa, maltulosa, nigerosa, turcosa, kojibiosa, laminaribiosa y trehalosa). Se han

determinado 22 azucares complejos, incluyendo disacaridos, trisacaridos y polisacéaridos.(29)

Diversas investigaciones han establecido una relacién entre la composicién de azlcares y el

origen del néctar de las plantas.
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Tabla 3: Componentes principales en la miel.

Componentes %
Agua 13,4-26,6
Fructosa 21,7-53,9
Glucosa 20,4-44.4
Sacarosa 0,0-7,6
Otros 0,1-16,0

Fuente: Ajibola A, Nutraceutical values of natural honey and its contribution to human health and wealth.
Journal of Nutrition y Metabolism. 2018; 1(12). (28)

VITAMINAS; Presenta en pequeias cantidades

Tabla 4: Vitaminas presentes en la miel

Vitaminas Cantidad (mg/100g)
Tiamina (B1) 0,00-0,01
Riboflavina (B2) 0,01-0,02
Niacina (B3) 0,10-0,20
Acido pantoténico (B5) 0,02-0,11
Piridoxina (B6) 0,01- 0,32
Acido félico (B9) 0,002-0,01
Acido ascorbico (C) 2,2-2,5
Filoguinona (K1) 0,025

Fuente: Ajibola A, Nutraceutical values of natural honey and its contribution to human health and wealth.
Journal of Nutrition y Metabolism. 2018; 1(12). (28)

MINERALES; Varia de acuerdo con el origen de la miel de abeja

Tabla 5: Minerales presentes en la miel

Minerales Cantidad (mg/1009)
Sodio (Na) 1,6-17
Calcio (Ca) 3-31
Potasio (K) 40-3500
Magnesio (Mg) 0,7-13
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Fosforo (P) 2-15
Selenio (Se) 0,002-0,01
Cobre (Cu) 0,02-0,6
Hierro (Fe) 0,03-4
Manganeso (Mn) 0,02-2
Cromo (Cr) 0,01-0,3
Zinc (Zn) 0,05-2

Fuente: Ajibola A, Nutraceutical values of natural honey and its contribution to human health and
wealth. Journal of Nutrition y Metabolism. 2018; 1(12). (28)

ENZIMAS

Las enzimas son componentes caracteristicos de la miel y desempefian un papel crucial en la
mayoria de las reacciones quimicas que ocurren en ella. Estas enzimas provienen de los jugos
salivares y las secreciones hipofaringeas de las abejas obreras cuando transfieren la miel de
su buche a las celdillas. La miel tendra un mayor contenido enzimatico si se produce durante
una floracién lenta, ya que esto permite que muchas abejas lleven a cabo la trofalaxis (proceso

mediante el cual las abejas se transfieren la miel. (29)

Todas las mieles frescas presentan actividad enzimatica, que incluye enzimas como invertasa,
glucosa oxidasa, amilasa (diastasa), catalasa, fosfatasa acida, lactasa, proteasa y lipasa. Sin
embargo, las tres enzimas principales son la diastasa, la invertasa y la glucosa oxidasa, las
cuales se utilizan como indicadores de calidad debido a que su actividad disminuye con el

calentamiento y tiempo de almacenamiento. (29)

Los indices de actividad diastasica en la miel varian considerablemente; las mieles frescas de
diferentes origenes florales muestran valores muy distintos, a pesar de que se esperaban

valores similares.

La invertasa es una de las enzimas clave en la miel, ya que facilita la conversion de la sacarosa
del néctar en fructosa y glucosa. Esta enzima se va degradando con el tiempo durante el
almacenamiento de la miel a cualquier temperatura, por lo que también se utiliza como un
marcador. (29) Por otro lado, la glucosa-oxidasa es una enzima secretada por las glandulas
hipofaringeas de las abejas, que convierte la glucosa en glucolactona, la cual luego se
transforma en acido gluconico (el principal &cido organico) y peréxido de hidrégeno (H,O). Este

compuesto desempefia un papel protector para evitar la proliferacion.(22)
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Tabla 6 Principales enzimas presentes en la miel y su funcion

ENZIMA FUNCION
Invertasa Convierte la sacarosa a glucosa y fructosa.
Diastasa Hidroliza al almid6n a dextrinas y/o azlcar.

Glucosa-oxidasa

Convierte la glucosa a glucolactona; ésta a su vez es
transformada a acido gluconico y peroxido de hidrégeno.

Catalasa

Convierte el peroxido de hidrégeno a agua y oxigeno.

Fosfatasa acida

Convierte los fosfatos inorganicos a fosfatos organicos.

Fuente: ; Romero Q. Caracterizacion de mieles de abeja. 2017; 6(170).(29)

2.3.4 Propiedades de la miel como medicina

Desde tiempos antiguos, la miel ha sido usado, por sus propiedades medicinales. Se ha
utilizado para promover la cicatrizacion de heridas, regenerar tejidos y tratar diversas
afecciones como trastornos gastrointestinales y gingivitis. Su efecto terapéutico se debe a la
presencia de antioxidantes, especialmente compuestos fendlicos como flavonoides y acidos
fendlicos. Estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que la miel posee actividades
antimicrobianas, antivirales, antifingicas, anticancerigenas y antidiabéticas. Ademas, se ha
comprobado que protege los sistemas cardiovascular, nervioso, respiratorio y gastrointestinal.

También se ha observado que la miel tiene un efecto protector en situaciones de estrés

oxidativo, como en atletas que practican deportes intensos.(30)
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Figura 5: Efecto beneficioso del consumo de miel.
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Fuente: Cianciosi et al., Phenolic compounds in honey and their associated health benefits: Journaly
Molecules 2018;23(9). (30)

2.3.5 Radicales libres y Antioxidantes
2.3.5.1Radicales libres.

Son moléculas que tienen uno o mas electrones desapareados, lo que los hace altamente
reactivos. Buscan estabilizarse robando electrones de otras moléculas, lo que puede iniciar una
reaccion en cadena de dafio celular. Los radicales libres pueden formarse a partir de procesos
metabdlicos normales (factores internos) o por exposicion a (factores externos); la RV, el humo
del tabaco, contaminacién de aire y presencia de agentes quimicos como metales pesados.
(31)
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Tabla 7 Clasificacion y abreviatura de los radicales libres.

Radicales alcoxis y peroxis
Radical hidroperoxilos

CLASIFICACION RADICAL LIBRE ABREVIATURA

Especies reactivas del oxigeno | Oxigeno singulete . 102

(ROS) I6n superdxido . 02 .-
Radical hidroxilo o OHe
Perdxido de hidrogeno - H202

. RO- y ROO-
. ROOH+ ROOH-

Especies reactivas del | Oxido nitrico . NOe« NO-
nitrégeno Di6xido nitrico . NO2
Peroxinitrito . ONOO--
Especies radicales del azufre Radical tiilo . RS-
Especies reactivas del cloro Acido hipocloroso . HOCI

Fuente: Palacios L., Determinacion de la capacidad antioxidante de bayas y frutos del bosque

Tesis. 2017; (5)47. (31)

2.3.5.2 Los radicales libres pueden contribuir al desarrollo de diversas enfermedades

Diversos procesos bioldgicos naturales en nuestro organismo, como la respiracion, la digestion
de alimentos, el metabolismo del alcohol y las drogas, y la conversion de grasas en energia,
producen radicales libres, que son compuestos perjudiciales. Normalmente, estos radicales
libres son eliminados por el sistema antioxidante natural del cuerpo. Sin embargo, si este
sistema no funciona adecuadamente, los radicales libres pueden iniciar una reaccion en cadena
negativa que puede dafiar las membranas celulares, inhibir la accion de enzimas vitales,

interrumpir procesos celulares esenciales, impedir la division celular normal, dafiar el ADN y

bloguear la produccion de energia. (7)
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Tabla 8: Los radicales libres pueden desarrollar diversas enfermedades

Enfermedad

Descripcién

Mecanismo de Accion de

los Radicales Libres

Aterosclerosis

Endurecimiento y estrechamiento

de las arterias

Oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) que lleva
a la formacioén de placas

Enfermedades
Cardiovasculares

Enfermedades del corazén y los

vasos sanguineos

Dafio oxidativo al endotelio
vascular y oxidacion de LDL

Cancer

Crecimiento descontrolado de

células anormales

Dafio al ADN que puede
llevar a mutaciones y
proliferaciéon celular

descontrolada

Diabetes Mellitus

Enfermedad metabdlica
caracterizada por niveles altos de

glucosa en sangre

Estrés oxidativo que dafa las
células beta del pancreas y
afecta la sefializacion de

insulina

Enfermedades
Neurodegenerativas

Enfermedades como Parkinson,
Alzheimer y Esclerosis Multiple

Dafo oxidativo a neuronas y
acumulacion de proteinas

anormales

Asma

Enfermedad inflamatoria crénica de

las vias respiratorias

Estrés oxidativo que
contribuye a la inflamacion y

dafio de las vias respiratorias

Artritis Reumatoide

Enfermedad autoinmune que causa

inflamacioén de las articulaciones

Dafo oxidativo a las células

sinoviales y cartilago articular

Fuente: Sharifi-Rad M. et al, Lifestyle, Oxidative Stress, and Antioxidants: Back and Forth in

the Pathophysiology of Chronic Diseases. (7),(32)

2.3.5.3 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando existe un desajuste entre la generacion de radicales libres y

la capacidad del organismo para eliminarlos mediante antioxidantes. Este desequilibrio puede

provocar dafios en las células, proteinas y el ADN, este desequilibrio puede causar y esta

asociado con el envejecimiento y diversas enfermedades como el cancer, enfermedades

cardiovasculares y neurodegenerativas. Los antioxidantes, presentes en alimentos como frutas

y verduras, ayudan a contrarrestar los radicales libres. (7)
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Figura 6 Balance de antioxidante y prooxidante
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Fuente: Elaboracion propia

2.354 Antioxidantes

Es un elemento que puede prevenir, aplazar la oxidacion de otros compuestos o neutralizar la
actividad oxidante de los radicales libres al ceder electrones, que son posteriormente captados
por dichos radicales. La oxidacion es una reaccion quimica que puede producir radicales libres,

los cuales pueden iniciar reacciones en cadena que dafian las células. (31)
Funciones de los Antioxidantes

¢ Neutralizacion de Radicales Libres: Las moléculas de antioxidantes ceden sus
electrones a los radicales libres, estabilizandolos y previniendo que causen dafio a las
células

e Proteccidon Celular: Contribuyen a proteger las células del estrés oxidativo, que son
causante de diversas enfermedades cronicas como el cancer y enfermedades
cardiovasculares

e Apoyo al Sistema Inmunoldgico: Los antioxidantes tienen la capacidad de reforzar el

sistema inmunoldgico, apoyando al organismo en la lucha contra la infeccién. (7)
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Figura 7: Interaccion entre un radical libre y un antioxidante
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Fuente: Palacios L. Determinacién de la capacidad antioxidante de bayas y frutos del bosque.
Tesis. 2017; 5(47). (31)

A. Antioxidantes enddgenos enzimaticos

Tabla 9: Antioxidantes endégenos

ANTIOXIDANTE ACCION ANTIOXIDANTE COFACTOR
Superoxido disminuye radicales superoxidos. Cobre, sodio,
dismutasa (SOD) magnesio

Catalasa (CAT) Elimina peréxido de hidrogeno. Hierro

Glutation Peroxidasa | Elimina el H202 y convierte en agua, neutraliza al | Selenio
(GHX) OH ceden un electron y recicla antioxidante la

vitamina C

Fuente: Delgado L. et al. Importancia de los antioxidantes dietarios en la disminucion del estrés oxidativo
2010 (33)

B. Antioxidantes exdgenos naturales
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Tabla 10: antioxidantes exdgenos

ANTIOXIDANTES

ACCION ANTIOXIDANTE

EFECTOS SECUNDARIOS

Vit E (tocoferol)

Conserva la integridad de la membrana
celular, preserva la vitamina A contra la
degradacion y ralentiza el proceso de

envejecimiento celular.

(NRN)  No

Ninguno

Reportado

(provitamina A)

deterioro de tejidos

Vit C (acido | Es un agente que previene la oxidacion | EI consumo excesivo de
ascorbico) de lipidos, regenera la vitamina E y | esta  sustancia  puede
proporciona proteccioén frente a la piel. provocar la formacion de

calculos en los rifiones
B-Caroteno Resguarda al ADN, interrumpe el |ingesta excesiva, produce

descamacion de la piel,
caida del cabello, dificultad

para respirar y nauseas

Flavonoides

Quela metales.

NRN

Oligoelementos
(Se),
(Zn),
Manganeso (Mn),
Cobre (Cu)

Selenio
Zinc

Son componentes clave en el nucleo
activo de las enzimas antioxidantes,
contribuyendo al buen funcionamiento del
y el

reproductivo, ademas de actuar como

higado, el corazén sistema

protector.

El Se, es altamente téxico;

en grandes cantidades,
puede provocar la caida del
cabello, cambios en las
ufias y los dientes, asi como
nauseas, vomitos y aliento

con olor a leche agria

Fuente: Delgado L. et al. Importancia de los antioxidantes dietarios en la disminucién del estrés oxidativo

(33)

2.3.56.5 Actividad prooxidante de los polifenoles

Los flavonoides también tienen propiedades prooxidantes potencialmente relevantes y actlian

como defensa contra antimicrobianos. Los factores que influyen en la actividad prooxidante:

» Concentracion del flavonoide (Quercetina >100 uM suele mostrar efectos prooxidantes)

« pH del medio (pH alcalino favorece la auto-oxidacién) pH acido tiende a estabilizar los

flavonoides

* Presencia de metales de transicion
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» Estructura quimica especifica del flavonoide (Quercetina: Puede generar H,O, en
presencia de Cu?*(cobre (Cu2+ a Cul+), Catequinas: Actividad prooxidante en altas
concentraciones, Kaempferol: Puede inducir dafio oxidativo al ADN). (34)

Mecanismo de accion prooxidante:

» Autooxidacién: Pueden afectar negativamente componentes del sistema de defensa
antioxidante del cuerpo, como el glutation.

* Reduccion de Fe3* a Fe?* (Reaccion de Fenton), Puede generar H,O, en presencia
de Cu?z* (cobre, Cuz* a Cut")

* Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Importancia del balance: En general, a dosis moderadas, los flavonoides y acidos fendlicos
son beneficiosos y actian como antioxidantes. Sin embargo, a dosis muy altas, pueden tener

efectos prooxidantes y potencialmente dafiinos. (34)

2.3.6 Polifenoles

Los polifenoles son compuestos quimicos que se hallan en los vegetales y se caracterizan por
tener maltiples grupos fenol por molécula. Estos compuestos son conocidos por sus beneficios
para la salud (antioxidantes), especialmente en la prevencién de enfermedades. Hasta la fecha,
son reconocidos mas de 8,000 tipos de polifenoles en diferentes especies de plantas. Los

polifenoles se clasifican en no flavonoides, flavonoides y acidos fendlicos . (33)

Figura 8: Clases de polifenoles y estructuras quimicas de algunos de sus principales
compuestos
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Fuente: Sharifi-Rad M. et al, Lifestyle, Oxidative Stress and Antioxidants. Journaly Frontiers in
Physiology 2023. (7)

Chlorogenic acid Kaempferol
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2.3.6.1Acidos Fendlicos

Su funcion principal radica en estimular el crecimiento vegetal o servir como mecanismo
defensivo contra patdégenos. (35) Los acidos fendlicos se dividen en dos categorias: los &cidos
hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos. Es relevante destacar que la presencia de
Multiples grupos hidroxilo y una mayor distancia entre el grupo carbonilo y el anillo aromatico

incrementan la capacidad antioxidante. (36)

Los compuestos fendlicos quimicamente estan formados por uno o mas grupos hidroxilo,

carboxilo, fenoles y un anillo aromatico que contiene radicales activos.

Fuente: Grootveld et al. Aromatic hydroxylation as a potential measure of hydroxyl-radical

formation in vivo. Libro 1986; (499-504) (37)

Figura 9: Estructura quimica del &cido fendlico

OH

Tabla 11 Clasificacion de compuestos fendlicos en diferentes mieles

CLASIFICACION

SUBCLASIFICACION

Acidos

Fendlicos

Acidos

Hidroxibenzoico

acido p-hidroxibenzoico

acido protocatecuico

Acido galico

acido vanilico

acido siringico

Acido clorogénico

Acido cinamico

Acidos

Acido cafeico
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Hidroxicinamicos acido p-cumarico.

acido fertlico

acido sinapico

Acido elagico

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con los autores Martinez A. y Belén A. et al. (38)(39)

2.3.6.2Flavonoides

Los flavonoides se encuentran en las plantas, y son responsables de mucho de los colores

brillantes de las flores, verduras y frutas. (36)

Los flavonoides tienen como funcidén principal proteger al cuerpo contra dafios potenciales
causados por la contaminacion ambiental, los rayos ultravioletas, los olores como el oxigeno y
los productos quimicos en los alimentos. Aunque no son considerados nutrientes esenciales,
estos compuestos desempefian un papel significativo en el cuerpo humano, especialmente por

su propiedad antioxidante. (40)

Las variaciones en la disposicion de sus grupos hidroxilo y carbonilo permiten la creacién de

diversos patrones estructurales, lo que permite clasificar estos compuestos. (41)

Estdn compuestos por tres anillos de carbono: dos anillos fenilicos (A y B) y un anillo

heterociclico piranico (anillo C).

Figura 10: Ndcleo base de un flavonoide

Fuente: Prochazkova D et al. Fitoterapia. 201; 82(4) (41)
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Tabla 12 Clasificacion de compuestos flavonoides encontrados en las mieles

Clasificacién Subclasificacién
Flavonas Apigenina
Crisina
Rutina
Flavonoles Quercetina
Kaempferol
Miricetina
Galangina
Flavonoles Isoramnetina
Flavanonas Sakuranetina
Flavanos Catequina
Antocianidinas Cianidina
Isoflavonas Genisteina

Fuente: Elaboracién propia de acuerdo con los autores Martinez A. y Belén A. et al. (38)(39)

Tabla 13: Estructura quimica y biodisponibilidad de los &cidos fendlicos y flavonoides

Acidos Fendlicos

Flavonoides

Un grupo carboxilico (-COOH)

Estructura
. O

Quimica

HO

OH
HO H
OH

Grupos Un anillo aromatico (Fenoles) Hidroxilos (-OH)
funcionales: Al menos un grupo hidroxilo (-OH) Eter (-O-)

Carbonilo (C=0)
Carboxilo (-COOH)
Anillos aromaticos (2)

Biodisponibilidad:

Répida absorcidon (Principalmente
en intestino delgado)

Vida media: 2-3 horas

- La presencia de otros nutrientes

puede influir en su absorcion.

Absorcibn méas lenta y compleja
(principalmente en colon)

Vida media: Variable (6-28 horas)

- La biodisponibilidad puede ser mejorada por
la presencia de otros compuestos como

lipidos.

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con los autores Cartaya O. et al,(42),(36),(43)(44)
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Propiedades de los antioxidantes para estabilizarse
Los antioxidantes estan disefiados quimicamente para ser estables

* Resonancia molecular: Tras donar un electrén, el antioxidante se convierte en un
radical relativamente estable porgue la carga se distribuye de manera uniforme a través
de su estructura mediante resonancia.

+ Capacidad de regenerarse: Algunos antioxidantes pueden ser regenerados por otros
antioxidantes en el sistema bioldgico.

+ Ciclos antioxidantes: Los antioxidantes como la vitamina C, vitamina E, glutatién y la

coenzima Q10 participan en ciclos en los que unos regeneran a otros.

2.3.7 Determinacién y cuantificacion de sustancias antioxidantes
2.2.7.1. Contenido de polifenoles totales

Reaccién redox en el ensayo de Folin-Ciocalteu. El método FC se fundamenta en una
reaccion de entrega de electrones, donde la sustancia antioxidante funciona como donante de

electrones, mientras que el reactivo FC actlla como agente oxidante.

Figura 11: Reaccién redox general en el ensayo de Folin-Ciocalteu.

COOH coo" -2 coo~
N32C03 ”-_‘:“\ - . .
— R — (+ e ) &= oxidation half-reaction
HO OH pH=10 R R3 o OH
OH R2 o]
Antioxidant R RZR*=0OHorO Oxidized phenolic

(Phenolic compound) compound
| M = Mo or W |

Y

(+6) N P (+5) (+6)
2[PM;2040] L+ ej) = 2[PMMgOy)7 <= reduction half-reaction
F-C reagent (oxidant) (from antioxidant) reduced F-C reagent

( T

Fuente: Perez et al. The Chemistry Behind the Folin-Ciocalteu Method for the Estimation of (Poly)phenol
Content in Food 2023. (45)

Acidos fenélicos
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La capacidad de los acidos fendlicos para eliminar los radicales libres esta relacionado con la

cantidad y lugar de los grupos hidroxilo y metoxi en sus moléculas. (45)

2.2.7.2. Contenido de flavonoides

Se utilizara el método de Zhishen et al., se produce una reaccién de los flavonoides con cloruro
de aluminio (AICI3) y acetato de sodio (NaOAc) en medio alcalino para formar complejos
coloreados estables. La intensidad del color formado depende de la cantidad total de

flavonoides presentes en las muestras. (3)

Se afiade una solucién de nitrito de sodio (NaNO.,) y se deja reaccionar durante 5 minutos. Esta
etapa permite la diazotizacion de los flavonoides, luego, se agrega cloruro de aluminio (AICl;)
al 10%, que reacciona con los flavonoides formando un complejo coloreado y finalmente, se

afade hidroxido de sodio (NaOH) 1 M para desarrollar el color del complejo.

El complejo resultante de la reaccién entre los flavonoides y el cloruro de aluminio en presencia
de nitrito de sodio y hidroxido de sodio es de color amarillo. La intensidad del color amarillo es
proporcional a la cantidad de flavonoides presentes en la muestra, lo que permite su
cuantificacibn mediante espectrofotometria y la ABS del complejo coloreado se mide a una

longitud de onda 510 nm utilizando un espectrofotdmetro. (46)

2.2.7.1. Ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

La actividad antioxidante se determinara mediante el método modificado por Brand-Williams
(1995). El proceso de evaluar la capacidad antioxidante mediante el uso de DPPH implica la
reorganizacion de un electrén no emparejado, que normalmente le da un color violeta con una

banda de absorcion alrededor de 520 nm en una solucién de metanol.

* Al interactuar con un antioxidante, el DPPH experimenta una reduccion, lo que resulta
en la pérdida de su color y, por ende, de su capacidad de absorcion.

* Asi, la evaluacién de la capacidad antioxidante de las muestras se llevara a cabo
mediante la medicion del cambio de color en una solucién de metanol.

» Es relevante sefialar que el radical DPPH es uno de los pocos radicales organicos

nitrogenados estables y esté disponible comercialmente. (3)
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Figura 12 Mecanismo accion por el cual el DPPHe acepta un hidrogeno de una molécula
antioxidante

RH
NO, (antioxidante) NO,
{
. \\.,__
OsN N N = H) O,N NH—N
NO, R- NO,
DPPH' DPPH

Fuente: Mufios J. et al. Determinacién de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante 2014 (3)

Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado. El porcentaje de DPPH inhibido (% DPPH) se calculé

con la ecuacion:
% DPPH inhibido= (A control—- A muestra) x 100/ A control
Donde:

« A Control es la absorbancia del control

¢ A muestra es la absorbancia de la muestra.

Los valores de CI50 se obtuvieron a partir de graficos que relacionan el porcentaje de inhibicién con las
concentraciones de los tratamientos. El CI50 representa la concentracién de un compuesto necesario

para reducir la concentracion inicial del DPPH al 50 %, con una ABS DE 517 nm.(47)
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2.3.8 NORMAS RELATIVAS A LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA MIEL

La miel reservada para el consumo humano tiene que ser exenta de microorganismos, mohos
y sustancias inorganicas u organicas ajenas a su composicion, Asimismo, libre de sustancias
toxicas originadas por microorganismos o plantas en niveles que puedan suponer un riesgo

para la salud.(48)

Tabla 14 criterio microbiologico segun la MINSA para la miel de abeja

V-4 Miel, jalea real y similares.
imi
Agente microbiana Categoria | Clase n C rnLl feporg v
Aerobios mesofilos 2 3 5 2 10° 10°
Anaerobios sulfite reductores 5 3 5 2 10% 10°
Mohos 2 3 5 2 10 10°

Fuente: Norma sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para

los alimentos y bebidas de consumo humano -Ministerio de Salud (MINSA) - Peru (2008) (49)

2.3.9 NORMAS RELATIVAS A LA CALIDAD FISICOQUIMICA DE LA MIEL

Cada nacién establece sus propias normativas sobre los criterios que determinan si una miel

cumple con los estdndares minimos para representar la calidad de los productos.

Tabla 15 Parametros de calidad de la miel de seglin la norma técnica peruana 209.168.

a) Contenido de humedad

Mieles no indicadas a continuacion 21% como maximo
Miel de brezo (calluna) 23% como maximo
Miel de trébol (trifolium) 23% como maximo

b) Contenido de azlcar reductor (glucosa y fructosa)

Mieles no indicadas a continuacion 65% como minimo

Miel de mielada 60% como minimo

¢) Contenido aparente de sacarosa

Mieles no indicadas a continuacion 5% como maximo

Miel de mielada, mezclas de miel de

mielada y miel de flores. 10% como maximo
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d) Acidez

40 miliequivalentes de acido por 1000

gramos como maximo

e) Sustancias minerales (cenizas)

Mieles no indicadas a continuacion

0,6% como maximo

Miel de mielada o una mezcla de miel

de mielada y miel de flores

1,0% como maximo

f) Contenido de hidroximetilfurfural

40 mg/kg como maximo

g) Actividad de la diastasa

3 indice de diastasa (ID) como minimo

h) Contenido de sdlidos insolubles en agua (agua destilada)

Mieles distintas de la miel prensada 0,1% como maximo

Miel prensada 0,5% como maximo

Fuente: INDECOPI 1999. Norma técnica peruana 209.2008.

2.3.10 Metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Miel de eucalipto: la especie (Eucalyptus globulus)

Composicion quimica: Contiene compuestos como el 1,8-cineol (eucaliptol), a-pineno y
limoneno, que son responsables de su actividad antibacteriana. Estos compuestos actian
dafiando la membrana celular de las bacterias, lo que lleva a la pérdida de integridad celulary,
finalmente, a la muerte de la bacteria.(50)

El 1,8-cineol (eucaliptol). Este compuesto ha sido utilizado en la medicina tradicional debido a
sus multiples propiedades bioldgicas, incluyendo efectos antiinflamatorios, antioxidantes,

antimicrobianos, broncodilatadores, analgésicos y proapoptoticos.
Propiedades y Usos:

¢ Enfermedades Respiratorias: Utilizado en el tratamiento de la bronquitis, sinusitis, asma
y EPOC.

o Enfermedades Neurodegenerativas: Potencial en el manejo del Alzheimer y el dolor
neuropatico.

e Cancer: Investigado por sus efectos proapoptéticos en células cancerosas.

Farmacocinética:
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Absorcion y Metabolismo: Se absorbe en el intestino delgado y se metaboliza en el higado por

las enzimas CYP3A4/5. Sus metabolitos se excretan por la orina.

Distribucion: Puede alcanzar el sistema bronquial y ser exhalado, extendiendo sus efectos

beneficiosos a todo el sistema respiratorio.
Propiedades antimicrobianas de amplio espectro del 1,8-cineol

Disrupcion de la membrana celular: Los compuestos volatiles de eucalipto pueden alterar la
integridad de la membrana celular bacteriana, causando la pérdida de componentes

intracelulares esenciales.

Inhibicién de la sintesis de proteinas: Lo que imposibilita el desarrollo y la reproduccion de
las bacterias.

Efecto antiinflamatorio: Ademéas de sus propiedades antimicrobianas, puede reducir la
inflamacién en las vias respiratorias, lo que ayuda a aliviar los sintomas de infecciones

respiratorias.(51)
Miel multifloral

Composicion quimica de las plantas: La miel multifloral proviene del néctar de diversas
flores, cada una con sus propias propiedades antimicrobianas. Estas propiedades se transfieren

a la miel, enriqueciendo su capacidad antibacteriana.

Sinergia de metabolitos: De las plantas, los (flavonoides, alcaloides y terpenoides), tienen
efectos antimicrobianos. Cuando estos compuestos se combinan en la miel, su acciéon se

potencia, creando un efecto sinérgico que mejora la actividad antibacteriana.

2.3.11 Estreptococos pneumoniae
2.3.11.1 Definicion

Es una bacteria (Gram positiva), generalmente anaerobia facultativa, inmévil, de forma ovalada

y con una capsula que la rodea. Suele agruparse en cadenas de dos (diplococos o0 mas). (52)
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Tabla 16: Taxonomia de Streptococcus pneumoniae

Clasificacion cientifica
Dominio: Bacteria
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus
Especie: Streptococcus pneumoniae

Fuente: Lépez J. Microbiologia 2019

2.3.11.2 Caracteristicas

Morfologia, es una bacteria de forma ovalada y de 1,2-1,8 um de longitud, es alfa-hemolitica,
lo que significa que produce una hemdlisis parcial en agar sangre, creando una zona verdosa
alrededor de las colonias y es encapsulada, lo que le permite evadir la fagocitosis y aumentar
su virulencia. La pared de una bacteria grampositiva estd compuesta por una capa de

peptidoglicanos, separada de la membrana plasmatica por el espacio periplasmico. (52)
Grampositivo: Se tifie de color parpura en la tincién de Gram.

Cultivo: Crece en medios enriquecidos como agar sangre, donde produce hemodlisis alfa

(hemodlisis parcial, que da una apariencia verdosa alrededor de las colonias).

Figura 13: Esquema de la pared bacteriana gram-positiva A: Estructura del acido teicoico
constituido por fosfato, glicerol B: Acidos teicoico y lipoteicoico de la pared celular.

Acido teicoico Acido lipoteicoico

1

Peptidoglucano

Espacio —;
H—C—0—R periplasmico ~

Membrana
plasmatica
|

A B

Fuente: Mietzner T. Microbiologia médica, 2016. (53)
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2.3.11.3 Mecanismo de propagacién y transmisién

La transmisién se produce principalmente a través de las gotitas expulsadas por personas
afectadas al hablar, estornudar y toser. Sin embargo, el contagio entre personas es comun, la

mayoria no presentan sintomas y de la bacteria se hospeda en la mucosa nasofaringea. (54)

2.3.11.4 Infeccion

La infeccion neumocdcica puede manifestarse de diversas maneras, desde infecciones leves
del tracto respiratorio superior, como otitis media y sinusitis, hasta enfermedades graves como
la neumonia, meningitis y septicemia. Es mas comun en nifios menores de 2 afios, en adultos
mayores de 60 afios y en personas con enfermedades crénicas como problemas renales,

cardiacos. (52)
2.3.11.5 Tratamiento farmacol6gico
Antibiéticos

Pacientes Ambulatorios: El tratamiento recomendado es Amoxicilina a dosis altas (1 g via
oral cada 8 horas) durante 7 a 10 dias, para cubrir neumococos resistentes a la penicilina (CIM
<4).

Tabla 17: Tratamiento farmacoldgico

ANTIBIOTICO MECANISMO DE ACCION TIPO

Primera linea Inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana. La | Bactericida
amoxicilina se une a las proteinas de unién a
(Penicilinas) penicilina (PBP) en las bacterias, lo que impide la
Amoxicilina formacién de peptidoglicano, un componente
esencial de la pared celular bacteriana. Esto

conduce a la lisis y muerte de la bacteria.

Cefalosporinas 2da 3rA generacion Inhibe la sintesis de la pared | Bactericida
(Ceftriaxona, Cefotaxima): celular bacteriana al unirse a las PBPs.

en casos de resistencia

(Vancomicina) Inhibicion de la Sintesis de la Pared Celular impide | Bactericida
infecciones severas la polimerizacion y el entrecruzamiento de las
cadenas de peptidoglicano, lo que debilita la pared

celular y provoca la lisis de la bacteria. Interferencia

40



https://cne.isciii.es/enfermedad-neumococica-invasora
https://cne.isciii.es/enfermedad-neumococica-invasora
https://cne.isciii.es/enfermedad-neumococica-invasora
https://cne.isciii.es/enfermedad-neumococica-invasora

en la Sintesis de ARN. Dafio a la Membrana
Celular. aumentando su permeabilidad vy

provocando la muerte celular

Macrélidos (Azitromicina, Inhibe la sintesis de proteinas bacterianas al unirse | Bacteriostatico

Claritromicina): a la subunidad 50S del ribosoma, lo que impide la | (potencialmente

Fluoroquinolonas elongacion de la cadena polipeptidica. bactericida en

(levofloxacino y altas

moxifloxacino) Alternativa en pacientes alérgicos a la | concentraciones).
penicilina

Fuente: Elaboracién propia de acuerdo con los autores MINSA (55)

Figura 14: Mecanismo de accién en general
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Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con los autores. Goodman et al. (56)
Vacunas
Vacuna Polisacarido Neumococico (PPSV23):

+ Composicion polisérica que comprende 23 serotipos capsulares de Streptococcus
pneumoniae
» Cobertura epidemiolégica del 85-90% de cepas causantes de infecciones invasivas

* Mecanismo inmunogénico basado en respuesta T-independiente
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» Indicada en poblaciones de alto riesgo: pediatria avanzada y geriatria

» Eficacia demostrada contra cepas con fenotipos de resistencia antibiotica
Vacuna Antineumocaécica Conjugada (PCV13):

» Aspectos biotecnoldgicos e inmunoldgicos:

» Construccién molecular basada en 13 polisacaridos capsulares

» Conjugacién con CRM197, proteina transportadora derivada de toxina diftérica
modificada genéticamente

» Potenciacion de respuesta inmune mediante mecanismo T-dependiente

«  Optima para poblacion infantil: intervalo de 6 semanas a 5 afios

* Induccién de memoria inmunolégica mediante presentacion antigénica proteica.(57)

2.3.12 Caracteristicas de las areas de estudio

La miel de abeja (Apis mellifera) multifloral se recolecto de los apiarios de las localidades centro
poblado de Huaran Calca y la miel de eucalipto del centro poblado de Chacan Anta en la region

Cusco

Area de Recoleccion de la miel multifloral de centro poblado de Huaran provincia, Calca

region Cusco

Ubicacion: el poblado de Huaran pertenece politica y administrativamente al distrito de Calca
provincia Calca y regién Cusco, ubicado a 58 kildmetros de la ciudad de Cusco, para
informacion ANEXO

Ubigeo: 080401
Altitud: 2256 m s. n. m. Bosque seco montano bajo subtropical (27)
Clima

Aligual que en el resto de los Andes peruanos, el ciclo de lluvias se distingue por dos estaciones
claramente diferenciadas a lo largo del afio: la temporada lluviosa, que va de octubre a abril,
y la temporada seca, que se extiende de mayo a septiembre, con una variacién notable en la

precipitacién total anual.

La precipitacion total anual en la zona oscila entre 580 y 650 mm. Los meses de mayor
precipitacién son diciembre, enero y febrero, con valores mensuales superiores a 100 mm. En
contraste, los meses de menor precipitacion son mayo y junio, cuando se registran valores por

debajo de 5 mm, llegando en algunos casos a 0 mm.
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Tabla 18 Datos meteorologicos de temperaturay precipitacion resumidos por meses

MES TEMPERATURA | PRECIPITACION
MEDIA (°C) (mm)
Enero 15.86 129.53
Febrero 15.61 125.10
Marzo 18.33 91.75
Abril 15.57 20.54
Mayo 14.75 5.09
Junio 13.93 3.05
Julio 13.62 6.83
Agosto 14.35 6.91
Setiembre 15.66 14.72
Octubre 16.66 33.97
Noviembre 17.21 64.44
Diciembre 16.25 121.88
Promedio 15.65
Total anual 623.81
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Figura 15 cromatografia de la estacion meteorolégica
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Fuente: Yuca R., Andlisis polinico de las mieles producidas en dos localidades del Valle

Sagrado de los Incas (Cusco, Peru).(27)

La zona presenta en general un clima templado-célido-subhiimedo a arido, las precipitaciones
pluviales se inician en el mes de octubre y termina en abril (estacion lluviosa), siendo con mayor
intensidad en los meses, enero, febrero y marzo. (25) Temperatura promedio 17°C -a frio
moderado temperatura promedio 13 ° C. las temperaturas menores ocurren entre los meses de

mayo Y julio y las mayores se registran en, octubre noviembre y diciembre.(27)

La presencia de los vientos (templado-seco) es notoria en las primeras horas de la tarde en

direccién norte estando ausentes por las mafanas.
ECOSISTEMAS DE LA LOCALIDAD DE HUARAN.

1. Zona agricola

Incluye las areas destinadas a cultivos transitorios, es decir, aquellas que requieren ser
sembrados nuevamente después de la cosecha para continuar produciendo (con un ciclo

vegetativo corto, que varia de unos pocos meses hasta 2 afos), y los cultivos permanentes,
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gue tienen un ciclo vegetativo superior a dos afos y permiten varias cosechas sin necesidad

de replantar. (58)

En Huaran, la agricultura es una actividad fundamental. Ademas de las fresas y cucurbitaceas,
se cultivan otros productos agricolas importantes como Maiz, Papa, Quinua, y arboles frutales

como: Manzanas, duraznos, saucos y otros.

2. Matorral montano (valle interandino céalidos)

El ecosistema andino, que se extiende de manera amplia por todo el pais, incluye tres tipos de
matorrales (matorral montano, matorral de puna seca y matorral andino), con una altitudinal
qgue va desde los 1500 hasta los 4500 metros sobre el nivel del mar. Se distingue por la
presencia de vegetacion lefiosa y arbustiva, cuya composicidn y estructura varian. La
composicion floristica de este tipo de ecosistema incluye una diversidad de especies adaptadas
a las condiciones de altitud y clima de la regién, algunas de las especies que comprende son:
(58)

Tabla 19: Flora representativa del ecosistema Matorral de Huaran

Familia Especie

ASTERACEAE Baccharis latifolia
BERBERIDACEAE Berberis boliviana
ESCALLONIACEAE Escallonia resinosa
ROSACEAE Hesperomeles lanuginosa
ROSACEAE Kageneckia lanceolata
ANACARDIACEAE Schinus molle
ELAEOCARPACEAE Vallea stipularis
VERBENACEAE Duranta armata
BETULACEAE Alnus acuminata
FABACEAE Caesalpinia spinosa
FABACEAE Spartium junceum
SOLANACEAE Dunalia obovata
POLYGONACEAE Polygonum hydropiperoides
BIGNONIACEAE Tecoma stans var. Sambucifolia

Fuente: Elaboracion propia en base a datos de Campo(58)

2.3.12.1 La miel multifloral

Las abejas fabrican miel utilizando el néctar de flores de distintas especies vegetales, en

proporciones que pueden ser muy diferentes. (27)

Periodo de floracién
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Las caracteristicas de la miel estan determinadas por el entorno que rodea a la colmena,
particularmente por la flora presente y las condiciones climaticas. Las cosechas de néctar
dependen en primer término de la flora apicola del lugar, de las estaciones del afio, de la
temperatura, de la humedad, de la altitud de terreno y de la luminosidad. (59)

Las formaciones vegetales o pisos ecoldgicos de la localidad se caracterizan por la presencia

de especies tales como. ANEXO 10

Fotografia N° 1: Vegetacion y flores de la colmena de CC.PP. Huaran

Area de Recoleccion de miel de eucalipto CC. PP. Chacén distrito y provincia Anta

Ubicacién: El Centro Poblado pertenece a la provincia de Anta region Cusco, ubicado a tan
solo 40 minutos de la ciudad del Cusco.

Ubigeo: 080301
Altitud: 3537 m s. n. m.
ECOSISTEMAS DE LA LOCALIDAD DE POBLADO DE CHACAN.
Clima
La estacion seca se caracteriza por el estrés hidrico que se presenta desde mayo a setiembre

1. Zona agricola
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Comprende las areas dedicadas a cultivos. Pueden ser cultivos transitorios, es decir, aquellos
gue después de la cosecha deben volver a sembrar para seguir produciendo (ciclo vegetativo
de pocos meses hasta 2 afios). (58)

En Chacan la agricultura es una actividad fundamental, como: maiz, papa, trigo, etc.

2.3.13 Origen de la miel

Es relevante sefalar que las propiedades farmacolégicas de la miel dependen de su origen

floral y su procedencia. (3)

2.3.13.1 La miel de eucalipto (Eucalyptus globulus)

La miel es elaborada por las abejas a partir del néctar de las flores de eucalipto (Eucalyptus
globulus), que recogen exclusivamente de este arbol. Es una miel muy fragante, con un sabor

caracteristico a madera con ligeras notas acidas. (60)

Fotografia N° 2: Flores de eucalipto

Fuente: imagen propia

A. Fenologia
La floracion inicia en junio y concluye en diciembre. Las flores son numerosas, blancas,
individuales, con pedicelos muy cortos, axilares, poseen abundantes estambres y son

altamente meliferas. La duracion de la floracion esté influenciada por el clima. (61)

B. Néctar
La calidad del néctar estan afectadas por diversos factores, area geografica , el clima y las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, la temperatura, los estaciones del afio periodo de

lluvia y sequia. (62)
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Comprende las &reas dedicadas a las plantaciones de eucalipto (Eucalyptus globulus)

Fotografia N° 4: Vegetacién del CC.PP. Chacéan

Fotografia N° 3: Colmenas de las abejas

W7 e o,
\l’/ R, kD

Fuente: Imagen propia ~ Fuente: Imagen prpia
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24 Marco conceptual

Presion antibidética selectiva: es la “presion selectiva” son bacterias que adquirieron
resistencia y tienen mas prevalencia de sobrevivir y reproducirse aumentando el porcentaje de

microrganismos. (63)
Antibiotico: El término se define "contra la vida"; en este caso, contra los microbios. (64)

La resistencia: Las bacterias bloquean al antidoto ya que presenta un escudo o0 proteccion

gue le permite adecuar su especie para persistir. (63)

Era pre-antibiética: Se define que en generaciones sucederan y los contagios comunes como
una neumonia, una infeccién dérmica o una tuberculosis sigan en el enfermo un proceso de
evoluciéon natural y volveran a ser en un mecanismo de control ecolégico de nuestra especie.
(57)

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS): La OPS es un organismo internacional
dedicado a mejorar la salud publica en los paises americanos. Actia como la oficina regional
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el continente americano, trabajando en
estrecha colaboracién con los gobiernos y las comunidades para abordar diversos desafios

sanitarios. (65)

CDC MINSA: EIl Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades
tiene la responsabilidad de supervisar la salud publica y disefiar planes de accion para prevenir
y controlar enfermedades. (66)

Virulencia: La virulencia se refiere a la capacidad patégena de un microorganismo, como
bacterias, virus o hongos, para causar dafio en el huésped. Se mide mediante tasas de

mortalidad y su habilidad para invadir y dafar los tejidos del huésped. (57)

CLSI (El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio; Clinical and Laboratory Standards
Institute ): Es una organizacion internacional clave en el mundo de la salud, dedicada a crear

y mantener estandares uniformes para practicas de laboratorio y procedimientos clinicos.

PROOXIDANTE: Son agentes que genera especies reactivas de oxigeno (ERO) capaces de

provocar dafio celular durante los procesos metabdlicos. (43)
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Material de estudio (obtencion de miel)

Se adquirié las mieles multifloral de origen Apis mellifera, de los apicultores de Huaran-Calca y
la miel de eucalipto de Chacan Anta region Cusco.

3.1.2 Material Bioldgico

Cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

3.1.3 Material laboratorio

° Tubos de ensayo con tapa rosca 5 mL,10 mL y 20 mL
. Vaso precipitado 50 mL,100 Ml

. Matraz 100, 250 y 500 mL

o Pipetas 5 mLy 10 mL

. Micropipetas graduadas 10 uL, 100 yL y 1000 pL
. Fiolas 10 mL,50 mL,100mL

° Probetas 50 y 100 mL

o Embudo de vidrio.

. Placas petri.

o Asa de siembra

o Mechero Bunsen

. Pisetas

. Baguetas.

o Gradillas.

° Papel filtro

o Rollo de Papel de aluminio

o Algodon

o Gasa estéril

. Papel Kraft
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3.1.4

Equipos de laboratorio

Balanza analitica de sensibilidad 0.0001 g. OHAUS.
Bafio Maria.
Incubadora.
Autoclave.

Centrifuga.

Agitador magneético.
Vortex
Espectrofotometro UV
Refrigeradora

Cocina eléctrica
Equipo de HPLC

Destilador de agua

Medios de cultivo

Caldo Mueller Hinton con cationes y seriado
Caldo HBI (infusion cerebro, corazén)

Agar sangre con 5%

Medios de cultivo para control microbiolégico

Caldo agua peptona
Agar plata

Agar Sabouraud
Agar TSC

Agar Mc Conkey

Reactivos

Agua destilada

Trolox

Metanol 80%

Solucién de sulfito &cido de sodio (NaHSO3)
Reactivo de Folin-Ciocalteu

Hidréxido de sodio (NaOH)

Acido galico
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° Quercetina
. Cloruro de aluminio (AICI3) y acetato de sodio (NaOAc)
° Reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

3.1.8 Otros materiales

. Jeringas descartables de 10mL, 20 mL.
o Mandil descartable

o Guantes estériles

. Gorro

. Barbijos

o Mascarilla N95

o Plumones de tinta indeleble

o Cinta de esterilizacion autoclave
. Papel crepado para esterilizacion
. Papel indicador de pH

. Ligas

. Detergente

° Lejia

o Franelas

3.1.9 Ubicacién, tiempo y espacio de estudio

° Laboratorio de Ciencias Clinicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional San
Antonio de Cusco

. Laboratorio de Farmacologia y Productos Naturales de la Universidad Nacional San
Antonio de Cusco
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3.2 METODOLOGIA

Disefio de investigacion: Cuasiexperimental, Cuasiexperimental porque, se manipulan la
variable y no tiene un control absoluto de las variables. Ademés, no hay una asignacion
aleatoria de muestras

Enfoque: Cuantitativo, El estudio se basa en la medicion y analisis de datos numéricos

Secuencia temporal: trasversal se recolecta la informacion en un solo punto en el tiempo

3.2.1 Disefio de lainvestigacion
3.2.2.1. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos

Disefio de un solo grupo con postest. (Procedimiento y el flujo de trabajo segun la norma técnica

peruana 209)
GRUPO MEDICION DE LA
PRUEBA
Gy 0,
G, 0,
Gy Oy
Donde:

G1-Gx: Evaluacion de Humedad, ceniza, Densidad, acidez total, azucares reductores y

Hidroximetilfurfural

01-Ox : Lecturas correspondientes. (Resultados comparados y validados segun NTP 209)

3.2.2.2. Determinacion del contenido de polifenoles totales Mediante el método

descrito por Pérez et al., con el reactivo Folin Ciucalteu.

Disefio de un solo grupo con postest
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GRUPO MEDICION DE LA
PRUEBA
Gy 0,
G, 0,
Gx Ox

Donde:
G1-Gx: Tubos de ensayo con las muestras de miel y con el reactivo Follin Ciucalteu 10%
01-0Ox : Lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 765 nm.

3.2.2.3. Determinacién del contenido de flavonoides totales Mediante el método

desarrollado por Zhishen et al. Con el reactivo cloruro de aluminio (AICI3)

Disefio de un solo grupo con postest

GRUPO MEDICION DE LA
PRUEBA
Gy 04
G, 0,
Gx Oy

Donde:

G1-Gx: Tubos de ensayo con las muestras de miel y con los reactivos cloruro de aluminio

(AICI3) y acetato de sodio (NaOAc)

01-Ox : Lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 420 nm.
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3.2.2.4. Determinacion de la actividad antioxidante. Método Colorimetro por DPPH,

modificado por Brad Williams et al.

Disefio de un solo grupo con postest

GRUPO MEDICION DE LA
PRUEBA
Gy 0,
G, 0,
Gy O

Donde:

G1-G4 : Tubos de ensayo con el reactivo correspondiente

01-04 : Lectura en el espectrofotometro UV

3.2.2.5. Determinacién de la actividad antibacteriana de miel de abeja frente a

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 mediante el método de dilucién en caldo

Disefio con postest con grupo de control

TRATAMIENTO MEDICION DE LA
GRUPO
EXPERIMENTAL PRUEBA
G, X4 0,
Gz XZ 02
G; X3 03
Gy Xx Ox
Gxi1 Xxi1 Ox.11
Gxiz ) Ox.2

55




Donde:

Gl, G2, G3, .....Gx,1, Gx.»: Cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 en caldo

X1, X2, X3,....Xx,+1: Miel de abeja a diferentes concentraciones crecientes en g/mL. Por

triplicado

01, 02, 03,.... 0y, 0x,1, Ox,,: lectura de absorbancia por espectrofotométrica UV a 600 nm.

(-) : Grupo de control negativo y positivo

3.2.2.6. Determinacion de la actividad antibacteriana de miel de abeja frente a e

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 método dilucién en

TRATAMIENTO MEDICION DE LA
GRUPO
EXPERIMENTAL PRUEBA
Gy X1 0,4
G, X 0,
G3 X3 0;
Gx Xx Oy
Gxi1 Xx+1 Ox.1
Gxi2 ) Ox.2

Donde:

Gl, G2, G3, ...Gx,1, Gx.2: Cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 en agar

sangre

X1, X2, X3, ...Xx : Miel de abeja a diferentes concentraciones crecientes en g/mL. Por triplicado

01, 02, 03, .... Oy, Ox,1, Ox,: Presencia de colonias

(-) : Grupo de control positivo
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3.3 Identificacion y operacionalizacion de variables
3.3.1 Variable independiente

La miel multifloral y de eucalipto son densos y viscosos se uso disolvente metanol 80%
Definicién conceptual: La miel es un producto elaborado por las abejas a partir de sustancias
azucaradas, como el néctar y otros derivados de diversas plantas que se encuentran en la

colmena. Su composicion principal incluye glucosa y fructosa como principales azucares,

siendo el agua su tercer componente mas abundante.(12)

Definicién operacional:

o Naturaleza: Cuantitativa

° Tipo de medicién: Directa

o Escala: Razon

o Instrumento de medicion: Balanza analitica

o Procedimiento: Se peso la cantidad necesaria la miel puro
° Expresion final: mg/mL

3.3.2 Variable dependiente
3.3.2.1. Estudio fisicoquimico

Definicion conceptual: Expresan resultados cuantificables que permiten estimar la calidad de

las mieles, y su origen.

Definicién operacional:

o Naturaleza: Cuantitativa

° Tipo de medicién: Indirecta

o Escala de medicion: Razon

o Instrumento de medicién: con equipos y calculos de férmulas

. Procedimiento: se realizé mediciones de cada parametro en el laboratorio

. Expresion final: En porcentaje

3.3.2.2. Contenido de polifenoles totales de miel de abeja multifloral y de

eucalipto de origen Apis mellifera Lin

Definicion conceptual: Los polifenoles son compuestos bioactivos presentes en alimentos

vegetales, y su andlisis es relevante debido a su contribucién al mantenimiento de la salud
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humana. En el caso de la miel de abeja, se ha estudiado su contenido en polifenoles totales

utilizando el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. (3)
Definicién operacional:

* Naturaleza: Cuantitativa

* Tipo de medicién: Indirecta

« Escala de medicion: Razén

* Instrumento de medicién: Espectrofotémetro UV - Visible

* Procedimiento: El tratamiento del extracto de metanol con el reactivo de Folin Ciucalteu
produjo un color azulado y se incubo durante media hora. cuando se leyeron las
absorbancias correspondientes en un espectrofotémetro UV a 625nm.

+ Expresidn final: Equivalente mg de acido gélico/ 100ug

3.3.2.3. Contenido de flavonoides totales de miel de abeja multifloral y de

eucalipto

Definicién conceptual: Los flavonoides son compuestos bioactivos presentes en alimentos
vegetales, y su contenido en la miel de abeja es relevante debido a su potencial beneficio para
la salud humana. En un estudio realizado en mieles peruanas de diferentes fuentes florales, se
determind el contenido de flavonoides totales utilizando el método propuesto por Zhishen et al.
Este método se basa en la reaccién de los flavonoides con un reactivo especifico, produciendo

una coloracion detectable. Los resultados varian segun el origen floral y procedencia de la miel

(3)
Definicién operacional:

¢ Naturaleza: cuantitativa

e Tipo de medicion: indirecta

e Escala de medicion: razén

¢ Instrumento de medicion: Espectrofotémetro UV- Visible

e Procedimiento: Los tubos de ensayo que contenian extracto se trataron con solucién de
tricloruro de aluminio al 10% y se incubaron a temperatura ambiente, dando como
resultado un color amarillo, la absorbancia se medi6 con un espectrofotometro a 20 nm

e Expresion final: Equivalente mg de quercetina deshidratada /100 g de muestra
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3.3.2.4. Actividad antioxidante

Capacidad de captura de radicales libres (DPPH)

Definicién conceptual: La capacidad de captura de radicales libres (DPPH) es una medida
utilizada para evaluar la actividad antioxidante de diferentes sustancias, incluida la miel de
abeja. El método DPPH se basa en la reaccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

con compuestos antioxidantes presentes en la miel.(3)
Definicién operacional:

¢ Naturaleza: Cuantitativa

e Tipo de medicion: indirecta

e Escala de medicion: Razon

e Instrumento de medicion: Espectrofotémetro UV

e Procedimiento  se determind en espectrofotbmetro segun la disminucién em la
formacion de radicales libres detectada por las medidas de absorbancia.

e Expresion final: porcentaje de inhibicion de radicales libres (mg/ml)

e Indicadores: inhibicion de radical libre DPPH de la muestra

3.3.2.5. Actividad antibacteriana in vitro de la miel de abeja multifloral y de

eucalipto

Definicion conceptual: La actividad antibacteriana in vitro de la miel de abeja multifloral y de
eucalipto se refiere a su capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias en condiciones de

laboratorio.

Definicion operacional:

o Naturaleza: cuantitativa

° Tipo de medicién: Directa

. Escala de medicion: Razén

. Instrumento de medicién: Espectrofotometro UV- visible
. Procedimiento: Lectura de turbidez

o Expresion final: Concentracion minima inhibitoria (g/ml)
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3.3.2.6. Actividad antibacteriana in vitro de la miel de abeja multifloral y de

eucalipto

Definicion conceptual: La actividad antibacteriana in vitro de la miel de abeja multifloral y de
eucalipto se refiere a su capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias en condiciones de
laboratorio. Se han realizado estudios para evaluar esta actividad utilizando diferentes métodos,
como la técnica conteo de colonias y la determinacién de la concentracion minima bactericida
(CMB).(67)

Definicion operacional:

¢ Naturaleza: cuantitativa

e Tipo de medicion: Directa

e Escala de medicion: Razén

¢ Instrumento de medicién: vista

e Procedimiento: Observacién y presencia de colonias

e Expresion final: Concentracion minima bactericida (g/ml)
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3.3.3 Operacionalizacion de las variables

Tabla 20: Variable independiente

Naturaleza Medicion Escala instrumento Expresién final
de la variable
Concentracion de la miel de Cuantitativa Directa Razon Balanza mg
abeja
Tabla 21: Variable dependiente
Indicadores Naturaleza Mediciéon Escala Instrumento Expresion final de la variable
Parametros fisicoquimicos Densidad Cuantitativa  Indirecta  Razoén Hidrometro g/cm3
Ceniza Cuantitativa  Indirecta Razoén horno de mufla %
Humedad Cuantitativa  Indirecta  Razon Refractometro ABBE %
pH Cuantitativa  Indirecta  Razo6n pH-metro pH
Acidez total Cuantitativa  Indirecta = Razon meag/kg
Glucosa Cuantitativa  Indirecta  Razo6n Espectrofotémetro %
Fructosa Cuantitativa  Indirecta Razén Espectrofotémetro %
Hidroximetilfurfural ~ Cuantitativa  Indirecta Razén Espectrofotémetro mg/kg
Actividad antioxidante Polifenoles totales =~ Cuantitativa  Indirecta Razén Espectrofotémetro UV~ mg equivalentes de acido galico
por 100g
Flavonoides totales  Cuantitativa  Indirecta  Razoén Espectrofotémetro UV mg equivalentes de quercetina
por 100g
Método de captura  Cuantitativa  Indirecta  Razén Espectrofotémetro UV IC50 (uM/100g), (mg/100g)

del radical DPPH

equivalente a Trolox y % de

inhibicion
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Tabla 22: Variable dependiente (Continuacion)

Expresion final de la

Indicadores Naturaleza  Medicion Escala Instrumento variable

Actividad antibacteriana contra CMI (Dilucién en Cuantitativa Indirecta Razon Espectrofotometro UV mg/mL
S. pneumoniae caldo)

CMB Cuantitativa Directa Razoén Conteo de colonias mg/mL

Fuente: Elaboracion propia

34 Criterios de exclusion e inclusion

Criterios de inclusion:

e Las mieles multifloral y de eucalipto, de abejas (Apis mellifera) recolectadas de la localidad de Huaran provincia Calca Cusco

ano 2023.

o Cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 sensibles sin virulencia.

Criterios de exclusion:

¢ Mieles que no son multiflora ni eucalipto de genero Apis mellifera

e Cepas diferentes a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
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3.5

e

[ Miel de eucalipto ]

PARAMETROS
FISICOQUIMICO

Procedimiento general de la investigacion
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],
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por DPPH
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63



3.5.1 Obtencién y preparacion de la muestra miel de abeja

Se adquirié la muestra miel de abeja multifloral de origen Apis mellifera, de los apicultores de
Centro poblado de Huaran-Calca-Cusco 2023

Se adquirié la muestra miel de abeja de eucalipto de origen Apis mellifera, de los apicultores de
Chacéan- Anta-Cusco 2023

3.5.2 Control microbiolégico de las muestras

Se peso 10 g de miel de abeja y se diluyo en 100 ml de caldo peptona (dilucién madre), luego

se realiz6 3 dilucion seriados 1/10, 1/100, 1/1000 para mezclar se usé vortex

Se uso 3 tipo de agares Agar PCA, Agar SPS y Agar Sabouraud dextrosa, se sembrd 500 pL

de cada dilucién a cada placa con agar. Se realizo por triplicado (68)

Tabla 23: Analisis microbiolégico

criterios agar Pesos de la | Bacterias y hongos
miel

La presencia de aerobios mesdéfilos | Agar PCA 10g Aerobios mesdfilos

puede indicar una posible

contaminacion durante el

procesamiento, envasado o}

almacenamiento de la miel. Estos
organismos son comunes en

ambientes con exposicion al aire.

Su presencia puede indicar una | Agar SPS 10g Anaerobios sulfitos
contaminacion fecal o ambiental, lo reductores

cual afectaria tanto la calidad como la
seguridad de la miel.

La presencia de estos | Agar 10g Hongos y mohos
microorganismos puede afectar la | Sabouraud
calidad y la apariencia de la miel y, | dextrosa

en el caso de las colmenas,

comprometer la salud de las abejas.

Fuente: MINSA, norma sanitaria sobre los criterios microbiolégicos de Calidad sanitaria e

inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano. (49)
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3.5.3 Estudio fisicoquimico

a) Determinar la densidad relativa a 27°c

Durante el proceso de ajuste, el picnometro debera mantenerse sumergido en el bafio de Maria.
El picnémetro sera retirado del bafio de Maria, se procedera a secarlo utilizando papel filtro
cudntico y luego se pesara con una precision de 0,1 femtogramos.(69)

m2 —m

D=— "
ml —m

* D: Densidad relativa

* M: masa del picnémetro vacio, gr.

* ml: masa del picnbmetro con agua destilada, en g.
* m2: masa del picnémetro con la muestra en g. (53)

b) Determinacion de la humedad

M1 — M2

*  %H = Porcentaje de humedad
e M1 = Peso de muestra fresca

« M2=Peso de muestra seca

c) El hidroximetilfurfural (HMF)

Este componente es un aldehido que forma parte de los productos de degradacion de los
azucares, especialmente cuando la fructosa se deshidrata. Normalmente, en la miel recién
recolectada no se encuentra presente el HMF, sin embargo, este compuesto se forma de
manera espontanea y natural en la miel debido a su pH &cido, contenido de agua y su alta
concentracién de monosacaridos como la fructosa y glucosa. Su presencia tiende a aumentar

con el tiempo y otros factores.(70)

Finalmente, se determinara la absorbancia de la muestra y de la referencia a 284 nm y a 336

nm utilizando la férmula correspondiente

(A1—- A2) XF x5
P

HMF(mg/100g) =
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Donde:

+ Al: Absorbancia medida a 284 nm
» A2: Absorbancia medida a 336 nm
* P: Peso de la muestra (en gramos)
* F: 14,97 (para expresarlo en mg HMF/100g de miel). (71)

d) Determinacion de azucares (Glucosa, Fructosay Sacarosa)

Se determino los azlcares en la miel mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Principalmente, la miel contiene monosacaridos, como la glucosa y la fructosa, con una

pequefia cantidad de sacarosa que representa aproximadamente el 1% del peso en seco.

Se peso 5 gramos de miel y se disolverdan en 40 mL de agua en un vaso precipitado. A
continuacién, se pipetearan 25 mL de metanol en un balén volumétrico de 100 mL y se
transferira la solucion acuosa de miel al bal6n, completando el volumen con agua hasta
alcanzar los 100 mL requeridos. Posteriormente, la solucién se filtrar4 a través de un filtro de

tamafo de poro de 0.45 micrometros.

La fase movil utilizada en el futuro sera una mezcla de acetonitrilo y agua en una proporcion de
80:20 (v/v). El detector IR se mantendrd a una temperatura constante de 30°C durante el

analisis. Se inyectara un volumen de 10 microlitros para llevar a cabo la evaluacién(72)

3.5.4 Determinacién de la capacidad antioxidante y sus componentes
3.5.4.1. Contenido de polifenoles totales

La cuantificacion se realizé por el método de Folin-Ciocalteu (acido fosfotangstico y molibdato

de sodio) en una solucién acuosa de acido clorhidrico. (73)
Procedimiento para la extraccion de la muestra

1. Se peso 10 g de muestra de miel y se diluy6é en 100 mL de metanol al 80%. Incubar en
agitacion a 60°C por 60 min.

2. Se llevo a sonicar la muestra por 30 minutos a 25°C, la solucién obtenida pasar a la
centrifuga por 5 min a 3500 rpm; filtrar con ayuda de las jeringas de filtro N° 0.25nm.
Se evapor6 el sobrenadante a sequedad en una placa (en la estufa)
Se pesé y disolvio el residuo en metanol 80% para llevarlo a una concentracion de 10

mg/mL (solucién stock)
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Preparacion de reactivos

e Se prepard 150mL del reactivo Follin Ciocalteu con agua destilada a una concentracion
del 10% con agua destilada.

e Se preparé Na,CO; al 7.5%, pesando 11.25 gramos de Na,COg;, y disolver en 150 mL
de agua destilada.

Curva de calibracion o estandarizacion

e preparar un stock de acido gélico de 0.2 mg/mL. Pesar 20 mg de &cido galico y diluir en
100 mL metanol 80% (en una fiola).
e serealizé las diluciones para la curva extracto y para calcular el volumen necesario para

cada concentracion de extracto por tubo de ensayo se utilizé la siguiente formula

200ug/mL X V1=C X 10000pL
Donde:
« V1= volumen a pipetear de la solucién 50 pL
» C= concentracion requerida

Se realiz6 disoluciones para la curva segun la siguiente tabla:

Tabla 24: Curva de calibracion de acido gélico

CONCENTRACION | ACIDO  GALICO | METANOL 80% | VOLUMEN
(0.2 mg/mL) FINAL
BLANCO 0 pL 1000 pL 1000 pL
1 pug/mL 50 pL 950 L 1000 pL
3 pg/mi 150 pL 850 pL 1000 pL
5 pg/mL 250 pL 750 pL 1000 pL
7 pg/mL 350 pL 650 pL 1000 pL
9 pg/mL 450 pL 550 pL 1000 pL

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con la metodologia (74)

e Se adicionaron los reactivos en el orden de la tabla 24 en tubos de ensayo con tapa
con protector de la luz.

e Se afiadieron 5 mL de Follin Ciocalteu al 10% y se permiti6é actuar durante 5 minutos.

e Posteriormente, se introdujeron 4 mL de carbonato de sodio al 7.5% en la solucion y
se dejo reposar en la oscuridad durante 2 horas. Luego, se midieron las absorbancias

en el espectrofotometro UV a una longitud de onda 765 nm.

67



e Se realizé el ensayo por triplicado.
Determinacién de polifenoles en la muestra

1. Se tom6 1 mL de la muestra con una concentracion de 10 mg/ml, y agregue 5 ml. del
reactivo de FollinCiocalteu al 10%.

2. La mezcla debe mantenerse a una T° ambiente durante 5 minutos. Después, se
introdujeron 4 mL de la solucién de Na2CO3 al 7.5% (que previamente se habla diluido
en agua destilada). La solucién se agité y se incubo en la oscuridad durante 2 horas.

3. Luego, se procedié a medir la absorbancia a 765 nm. Expresién final (mg AGE/g de

materia seca).

Tabla 25: Cuantificacion de polifenoles en las muestras

Volumen por muestra (L)
Extracto 10mg/mL 1000 pL
Follin Ciucalteu 10% 5000 pL
Carbonato de sodio 7.5% 4000 pL

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con la metodologia (74)

1. Los reactivos se agregaron a los tubos en el orden indicado en la tabla, y estos tubos
estaban protegidos de la luz con cinta aislante.

2. Luego de la adicion de Na2CO3, se mezclé cada tubo, se mantuvieron en la oscuridad
a temperatura ambiente durante 2 horas y posteriormente se tomaron las lecturas de

absorbancia en el espectrofotometro a 765 nm. El ensayo de llevo por triplicado.

3.5.4.2. Contenido de flavonoides

Se utilizara el método de Zhishen et al se basa en la reaccidn de los flavonoides con cloruro de
aluminio (AICI3) y acetato de sodio (NaOAc) en medio alcalino para formar complejos
coloreados estables. La intensidad del color formado esta directamente relacionada con la

cantidad total de flavonoides presentes en la muestra.(3)
Procedimiento

1. Se prepar6 un stock de quercetina de 0.05 mg/mL. Pesar 2.5 mg de quercetina y diluir
en 50 mL metanol 80%.

2. Se prepar6 100 mL de cloruro de aluminio al 20%, disuelto en metanol.
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3. También se prepard 50 mL de 4cido acético al 50%, disuelto en agua destilada con una
relacion de 1:1.
50pg/mL X V1=C X 2100uL
Donde:
V1= volumen a pipetear de la solucion 30 pL

C= concentracion requerida

Tabla 26: curva de calibracién de Quercetina

CONCENTRACION | quercetina de | METANOL 80% | VOLUMEN FINAL
pg/mL 0.05 mg/mL

Blanco 0L 1000 pL 1000 pL

0.7142 pg/mL 30 L 970 L 1000 pL

1.1905 pg/mL 50 uL 950 L 1000 pL

2.3810 pg/mL 100 pL 900 L 1000 pL

3.5714 pg/MI 150 plL 850 pL 1000 pL

5.9524 pg/mL 250 L 750 pL 1000 pL

8.3333 pug/mL 350 pL 650 pL 1000 pL

Fuente: Elaboracién propia de acuerdo con la metodologia (74)

1. Al volumen final obtenido se adiciono 1mL de cloruro de aluminio al 20%
2. Seguido de acido acético al 50%, estos tubos se dejan reposar a temperatura ambiente
por 30 minutos a oscuridad, para posteriormente centrifugar a 4000 rpm por 4 minutos.

3. Serealizé6 la lectura de las absorbancias a 420 nm, todas las muestras por triplicado
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES EN LAS MUESTRA

1. Setomaron 1 mL de extracto y se combinaron con 1 mL de cloruro de aluminio al 20%
(disuelto en metanol al 80%) y 0.1 mL de acido acético al 50% (disuelto en agua
destilada). La mezcla obtenida se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

2. Posteriormente, se sometié a centrifugacion a 3500 rpm durante 3 minutos y se evalué
la absorbancia del liquido sobrenadante a 420 nm.

3. Losresultados se indicaron en miligramos de quercetina por gramo de materia seca (mg
QE/g de MS).
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Tabla 27: Cuantificacién de flavonoides en la muestra

Volumen de muestra (uL)

Extracto 10 mg/ ml 1000 pL

Cloruro de aluminio 20 % | 1000 pL

Acido acético 50% 100 pL

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con la metodologia (74)

3.5.4.3. Ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

La actividad antioxidante se determinara mediante el método modificado por Brand-Williams

(1995). El proceso de evaluar la capacidad antioxidante mediante el uso de DPPH implica la

reorganizacién de un electron no emparejado, que normalmente le da un color violeta con una

banda de absorcién alrededor de 520 nm en una solucién de metanol.

3.6

a)

Al interactuar con un antioxidante, el DPPH experimenta una reduccion, lo que resulta
en la pérdida de su color y, por ende, de su capacidad de absorcion.

Asi, la evaluacion de la capacidad antioxidante de las muestras se llevara a cabo
mediante la medicion del cambio de color en una solucién de metanol.

Es relevante sefialar que el radical DPPH es uno de los pocos radicales organicos
nitrogenados estables y esta disponible comercialmente. (31)

Se realizara una mezcla de 50 pL de la dilucion con 950 puL de DPPH a una
concentracion de 100 pM.

La capacidad antioxidante de las mieles se cuantificara en ug de trolox equivalente (por
cada 100 g de muestra.

La reaccidn se llevara a cabo durante 5 minutos y se mediran los niveles de absorcion

a una longitud de onda de 515 nm. (3)

Determinacién de la actividad antibacteriana

Activacion de las cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Las cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 se activo en caldo BHI nutritivo en dos

tubos madre bajo condiciones anaerdbicas. Estos tubos se incubaron durante 24 horas a 37°C

para permitir la reactivacion y posteriormente se sembra en placas con agar sangre a 5%.
(75)(76)
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b) Conservacion de las bacterias

Las temperaturas mas bajas ofrecen una mayor durabilidad, estabilidad genética y una amplia

capacidad de supervivencia durante largos periodos. Esto es aplicable para S. pneumoniae y

puede emplearse con crioprotector. (77)

c) Estandarizaciéon de las concentraciones de la miel de abeja

Se realizo ensayos con diferentes concentraciones de la miel de abeja por el método macro
dilucion en el caldo Mueller-Hinton ajustado con cationes y suplementado con 2-5 %de sangre

lisada de caballo (CMHAC-SLC) en tubos con tapa rosca. (75) (76)

Determinar la cantidad adecuada de miel de abejas a incluir en cada tubo de ensayo para lograr

las diversas concentraciones en (p/v)

(Miel de abejas: 100% pura)

Concentracion (%) = (

Masa del soluto
)xlOO

Volumen de la solucion

Tabla 28: Porcentaje y concentraciones establecidas de las mieles

MIEL MULTIFLORAL Y MIEL DE EUCALIPTO

%

Concentraciéon de miel Xn

25% 0.25 g/mL

40% 0.4 g/mL

50% 0.5 g/mL

60% 0.6 g/mL

70% 0.7 g/mL

80% 0.8 g/mL

90% 0.9 g/mL
Control (caldo y bacteria) 5mL
Caldo puro 5mL

Fuente: Elaboracion propia de acuerdo con la metodologia (17)
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1.6.1. Determinacion de la concentracidn inhibitoria minima (CMI) por el método de

dilucién en caldo frente a cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Se rotularon 9 tubos de ensayo con tapa rosca limpios a los que se pesé la miel de abeja
llevando a cero(tarar) a concentraciones crecientes en la tabla 28 de miel de abeja puro a los
cuales se les afiadio 5 mL de caldo Mueller-Hinton ajustado con cationes y suplementado con
2-5 %de sangre lisada de caballo (CMHAC-SLC) previamente preparado y esterilizado. Se
disolvi6 con agitador vértex por 5 min a cada tubo y también se afiadié un tubo blanco para
control de esterilidad de la miel de abeja y un tubo para control positivo crecimiento de la
bacteria. (77)

Se afiadio 100 pL de caldo con la cepa bacteriana ajustada a escala de McFarland (1.5 x 108
UFC/mL) a cada uno de los tubos con 5 mL de caldo (CMHAC-SLC) debidamente identificados.
Se flameé en fuego las boquillas de los tubos de ensayo y tapo con papel de sellado a cada
tubo.

Finalmente, todos los tubos se incubaron por 24 horas a 37°C en condiciones anaerobias
a) Lectura espectrofotométrica de la turbidez en los tubos de ensayo.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se retiraron los tubos de la estufa y mediante

espectrofotometria a 600 nm se realiz6 las lecturas correspondientes.

Los datos fueron registrados y posteriormente procesados para determinar la CMI de la miel

frente a Streptococcus pneumoniae.

1.6.2. Determinacion de la concentracién bactericida minima (CMB) por conteo de

colonias

a) Inoculacién de la cepa en caldo y sembrado en agar

1. Se rotularon 9 tubos de ensayo limpios a concentraciones crecientes de acuerdo con la
tabla 28 de miel de abeja puro a los cuales se les afiadié 5 mL de caldo Mueller-Hinton
ajustado con cationes y suplementado con 2-5 %de sangre lisada de caballo (CMHAC-
SLC) previamente preparado y esterilizado. Se disolvié con agitador vortex por 20 min
a cada tubo y también se afiadié un tubo blanco para control de esterilidad de la miel de
abeja. (77)

2. Se afadio 100 pL de caldo con la cepa bacteriana ajustada a escala de McFarland (1.5
x 108 UFC/mL) a cada uno de los tubos con 5 mL de caldo (CMHAC-SLC) debidamente

identificados. Después de incubo a 24 horas en condiciones anaerobias.
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3. Inmediatamente después de tomo 150 pL de cada tubo con las concentraciones
estandar de la miel de abeja y se vertié sobre las placas con agar sangre con 5% de
sangre de caballo. Este inoculo se ha distribuido con asa de siembra Drigaski,
uniformemente sobre el agar en placa se realizé por triplicado

4. Finalmente, todas las placas fueron incubadas en posicién invertida por 24 horas a 37°C
en condiciones anaerobias.

b) Conteo de colonias en agar.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se retiraron las placas de la estufa y se realizé el conteo

del nimero de colonias.

Los datos fueron registrados y posteriormente procesados para obtener la CBM de la miel de

abeja frente a Cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Recoleccion de la muestra de la miel de abeja multifloral y de eucalipto
La muestra fue obtenida de los apicultores del Centro poblado de Huaran-Calca-Cusco 2023 y
de los apicultores de Chacéan- Anta-Cusco 2023

4.2 Control microbiolégico de la miel de abeja multifloral y de eucalipto

El monitoreo de las colmenas y la recoleccion de la miel se llevaron a cabo bajo estrictas
practicas de produccion y rigurosas medidas de higiene. Los controles microbiolégica conforme
a las normas establecidas por la MINSA (49).

Tabla 29: Control microbiolégico de las mieles multifloral y de eucalipto

Tipo de miel
Controles Limites _ _ Miel de
_ o Miel multifloral .
microbiolégicos (UFC/qg) eucalipto
(UFC/g o ml)
(UFC/g o ml)
Aerobios <103 0 0
mesofilos
Anaerobios <10? 0 0
sulfitos reductores
Mohos <10 0 0

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio segin la metodologia.

Interpretacion

La tabla 29 presenta los limites establecidos por la MINSA vy los resultados de los controles
microbiol6gicos realizados para ambos tipos de mieles, los resultados muestran ausencia de
los microorganismos contaminadores.

Analisis y discusion

Los resultados muestran que ambos tipos de mieles son Optimos en los controles
microbioldgicos basicos establecidos por MINSA, que estan sefialados en la “Norma sanitaria
gue establece los criterios microbiol6gicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos
y bebidas de consumo humano”, aprobado mediante R.M. 591-2008/MINSA (49).
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Por otro lado, en 2022 Guerri G. (78), analiz6 28 muestras de miel de cuatro regiones de
Mozambique, utilizando los mismos pardmetros microbiol6gicos que los presentados en
nuestro estudio. Encontré un promedio de 7.92 x 102 UFC/g para aerobios mesofilos, presencia
positiva de anaerobios sulfito reductores en 6 de las 28 muestras, y 382.5 UFC/g de mohos. En
comparacion, nuestros resultados muestran similitudes significativas en aerobios mesdfilos,
estando ambos por debajo del limite de MINSA. Ademas, la cantidad de mohos en nuestras
muestras (<10 UFC/g) fue ausente, que la reportada por Guerri (382.5 UFC/g). En cuanto a los
anaerobios sulfito reductores, Guerri menciona dificultades para contabilizarlos debido a su
presencia masiva, lo que probablemente excederia nuestro conteo de estos microorganismos
(£10% UFC/g).

La calidad de las mieles multifloral y de eucalipto supera a las analizadas por Guerri en términos
de presencia de mohos y anaerobios sulfitos reductores, y manteniendo niveles similares en
aerobios mesdfilos. Esto confirma que el envasado y manipulacion son adecuados y las hace
aptas para el consumo humano y futuros estudios, cumpliendo con los parametros

microbiol6gicos establecidos por la autoridad competente.

4.3 Andlisis fisicoquimico de las mieles multifloral y de eucalipto

Tabla 30: Resultados del andlisis fisicoquimico para cada tipo de miel

Parametros Norma técnica peruana  Miel Miel de
fisicogquimicos (NTP 209.) multifloral eucalipto
Ceniza (%) 0.6 % como maximo 0.06 % 0.03 %
Densidad (g/cms) 1.39 g/cm3 como minimo 1.42 g/cm3 1.44 g/ cm’
pH 3.2-4.5 3.9 3.3

Acidez total (meqg/KQ) 40 meqg/kg como maximo | 9.06 meqg/kg 25.09 meg/kg
Humedad (%) 21% como maximo 16.58 % 15.98 %
Hidroximetilfurfural 40 mg/kg como maximo 18.8 mg/kg 6.2 mg/kg
(mg/Kg)

Glucosay fructosa (%) 65% como minimo 53.88 % 77.62 %

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio segin las metodologias.
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Figura 16: Columna agrupada de los pardmetros fisicoquimicos calculados para los 2
tipos de mieles.
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. . %
Parametros fisicoquimicos )

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio

Interpretacioén

Latabla 30 presenta los resultados fisicoquimicos los limites establecidos por la Norma técnica
peruana (NTP) 209. y los resultados de los controles fisicoquimicos realizados para ambos
tipos de mieles y la Figura 16, agrupa en columnas los valores descritos en la tabla y se aprecia
los parametros ordenados, acorde a sus resultados, de menor a mayor.

Analisis y discusion

Los niveles de ceniza calculados tanto en la miel multifloral (0.06%) como en la de eucalipto
(0.03%) estan dentro del rango aceptable segun la Norma Técnica Peruana (NTP) 209.175,
1999 (79), que establece un méaximo del 0.6% para la ceniza en la miel. Al comparar estos
resultados con la investigacion en el afio 2021 de Maza (80), que analizé6 muestras de miel de
nueve localidades en el distrito de San Martin, donde los niveles de ceniza oscilaron entre
0.16% y 0.32%, se puede apreciar que las mieles de Huaran, al tener un contenido de ceniza
menor, probablemente tengan un color més claro y un sabor mas suave, como sugieren en
1999 de Sancho et al. (81). La variacion en los niveles de ceniza entre estos estudios podria
ser indicativa de diferencias en el origen botanico del néctar, como sefialan Felsner et al. (82)
y Mairaj et al. (83).
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En cuanto a la densidad, la diferencia entre la miel multifloral (1.42 g/cm?) y de eucalipto (1.44
g/cm®) es minima. Segln la NTP 209.168, 1999 (84), los valores de densidad para las mieles
deben estar en el rango de 1.4 a 1.6 g/cm? a 20°C, por lo que nuestros resultados cumplen con
los estandares establecidos. Ademas, al comparar nuestros hallazgos con el estudio en afio
2022 de Coronado-Jorge et al. (19), donde se evalud la densidad de 20 muestras de miel, en
la regiéon de San Martin, Pert, encontramos que la densidad fue de 1.42 + 0.01 g/cm? para Alto
Mayoy 1.41 + 0.01 g/cm?® para Huallaga Central. Esto muestra una gran similitud entre nuestros
resultados y los informados por Coronado-Jorge et al. También se debe considerar que
variaciones en la densidad de la miel se deben a variaciones en la temperatura, como demostré
la investigacién de Oroian M. (85).

Sobre los niveles de pH calculados para la miel multifloral (3.86) y la miel de eucalipto (3.26),
fueron comparados con los resultados obtenidos por Coronado-Jorge et al. (19), donde
observaron gue el pH de la miel del Alto Mayo fue ligeramente mas alto, con un valor de 4.19 +
0.22, en contraste con la miel del Huallaga Central, que registré un pH de 3.96 + 0.18. En ambos
casos las mieles evaluadas por Coronado-Jorge et al.,, superan ligeramente a nuestros
resultados, pero para todos los casos se encuentran dentro de los limites de 3.4 a 6.1 que
consideran autores como Nzeh et al. (86), Abera & Alemu (73) (87) y Raweh et al. 2023 (88).
El pH, un parametro critico, influye significativamente en la extraccion, textura, estabilidad y
vida util de la miel. Ademas, su valor esta asociado con la tipificacién de las mieles segun su
origen (19).

La diferencia entre la acidez de la miel multifloral (9.06 meg/Kg) y de eucalipto (25.09 meqg/Kg)
es notoria, lo cual indicaria que la miel de eucalipto contendria una mayor cantidad de acidos
organicos. Segun laNTP 209.174-1999 (69), los valores para la determinacion de la acidez total
deben ser como maximo de 40 meqg/Kg, y nuestros resultados cumplen con estos estandares
establecidos. Al comparar nuestros hallazgos con los de Coronado-Jorge et al. 2022 (19), se
observa que los valores de acidez en la miel de abeja del ecosistema del Alto Mayo fueron de
19.72 + 1.53 (meqg/Kg), superiores a los de la miel del ecosistema del Huallaga Central, que
registré un contenido de 13.25 + 0.89 (meg/Kg). Estas disparidades entre los ecosistemas y
otras ubicaciones confirman la influencia de la flora en la acidez total de la miel (19).

El contenido de humedad en nuestras muestras de miel multifloral y de eucalipto (16.58% y
15.98%, respectivamente) se encuentra dentro del limite de 21% permitido por la NTP 209.171-
1999 (69). Ademas, al comparar estos valores con el promedio de humedad en las mieles
estudiadas por Coronado-Jorge et al. 2022 (19), se observé que fue mayor en la miel del Alto
Mayo, con un 19.06 + 1.48%, en contraste con la miel del Huallaga Central, que registr6 un

17.82 + 1.94%. Es importante destacar que el contenido de humedad varia debido a multiples
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factores como las condiciones del suelo y el clima, el origen geogréfico y botanico, la temporada
de produccion, y puede incluso variar durante el almacenamiento de la miel (19).

El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) es un indicador clave de la pureza y frescura de la
miel, asi como de las condiciones de su conservacion. En nuestras muestras de miel multifloral
y de eucalipto, los valores de HMF son de 18.8 mg/kg y 6.2 mg/kg respectivamente, ambos por
debajo del limite de 80 mg/kg establecido por la NTP 209.176 (70). Este compuesto se forma
por la reduccién de azucares en la miel, y su cantidad esta influenciada por las condiciones de
almacenamiento, lo que lo convierte en un indicador confiable de la calidad de la miel, como
han sefialado Shapla et al. 2018 (89). Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por
Coronado-Jorge et al. 2022 (19), quienes registraron valores de HMF de 15.00 £+ 0.0 mg/kg (Alto
Mayo) y 14.30 = 0.84 mg/kg (Huallaga Central), se sugiere que la miel de eucalipto ha sido
almacenada en condiciones de mayor calidad y es mas fresco.

Finalmente, el contenido de glucosa y fructosa para la miel multifloral (53.88%) se encuentra
por debajo de lo sefialado en la NTP 209.172 (65% como minimo) sobre contenido de azucar
reductor, mientras que la miel de eucalipto (77.62%) si cumple con el estandar sefialado (72).
En el trabajo de Coronado-Jorge et al. 2022 (19), obtuvieron valores de 63.00 = 1.43% para la
miel de Alto Mayo y 64.95 + 1.30% para la miel de Huallaga Central. Con ello, la miel de
eucalipto supero en algo mas de 12 puntos porcentuales a las mieles evaluadas por Coronado-
Jorge et al., pero la miel multifloral si se encuentra por debajo de ambas muestras. Segun
Damto 2019 (90), valores bajos del contenido de azucares reductores indicarian posible
adulteracion de las mieles, aunque segun Rybak 2007 (91) los valores de azucares reductores
podrian ser influenciados por el método de almacenamiento, también esta relacionado con el

origen floral hay flores nativas que no tiene mucha azuicar.

4.4 Cuantificaciéon de polifenoles totales por espectrofotometria UV
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Tabla 31: Valores de absorbancia para la curva de calibracion con &cido gélico

Lecturas de absorbancia
Concentracion (mg/mL) ABS.1 | ABS.2 ABS. 3 X+ EE DE
0.001 0.28 0.29 0.28 0.28 £0.00 0.00
0.003 0.57 0.58 0.58 0.58 £ 0.00 0.00
0.005 0.89 0.89 0.89 0.89 £0.00 0.00
0.007 1.30 1.30 1.30 1.30 £ 0.00 0.00
0.009 1.60 1.61 1.61 1.61+0.00 0.00

DE: Desviacion estandar, EE: Error estandar de la media
Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio.

Figura 17: Figura de dispersion y linea de tendencia, de la calibracion del acido galico como
estandar de polifenoles totales.
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g 0.50 -
Absorbancia 1
0.25 Absorbancia 2
x Absorbancia 3
0.00 T T T T T T T T T 1
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010

Concentracion de acido galico (mg/ml)
Fuente: Datos experimentales obtenidos.
Interpretacion
La Tabla 31 retne las lecturas de absorbancia por espectrofotometria UV para el patron de
acido galico, que servira para cuantificar polifenoles totales en las muestras de miel. Se

realizaron 3 lecturas para asegurar la confiabilidad de los resultados.
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Figura 17 muestra los puntos de cada concentracion de &cido galico versus sus valores de
absorbancia. Asociado a ello, se muestra la linea de tendencia, y los pardmetros calculados de
la ecuacion de la linea de tendencia.
La linea de tendencia sirve para determinar visualmente el grado de correlacion entre 2
variables, y puede ser determinada por una ecuacion de la recta tipo y = mx + b (92). En el
grafico se muestra el valor R de Pearson igual a 0.98, lo cual sefiala un grado de relacion
positiva muy fuerte entre las variables (a medida que la concentracion de acido galico se
incrementa, también lo hace la absorbancia de manera proporcional), como lo sefala
Hernandez-Sampieri 2014 (93).
Asimismo, el programa estadistico reporta los valores de intercepto (0.09 + 0.03) y pendiente
(168.52 + 5.25), con los cuales se formuld la ecuacion de la receta para determinar los valores
de absorbancia “y”:

y = 168.52x + 0.09
Reformulando la anterior ecuacién para determinar la concentracion de acido gélico, tuvimos:

_y—0.09
¥~ 16852
Tabla 32: Valores de absorbancia de las mieles multifloral y de eucalipto para determinacion

del contenido de polifenoles totales.

Lecturas de absorbancia
Miel ABS. 1 ABS. 2 ABS. 3 X +EE DE
Multifloral 0.48 0.48 0.47 0.48 £ 0.00 0.01
Eucalipto 0.73 0.73 0.73 0.72 £0.00 0.01

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio

Interpretacién

La Tabla 32 reltne las lecturas de absorbancia por espectrofotometria UV para las mieles
multifloral y de eucalipto. Este dato se usé para cuantificar polifenoles totales basado en la
concentracion de &cido gélico, en cada tipo de miel. Se realizaron 3 lecturas para asegurar la
confiabilidad de los resultados.

La tabla anterior redne las lecturas de absorbancia para ambos tipos de miel, asimismo se
reporta el valor promedio. De acuerdo con los valores de desviacion estandar (0.01) y error
estandar (0.00), se puede inferir que entre las lecturas practicamente no existe variabilidad, lo
cual sefala precisién y exactitud en las lecturas (92).

Para determinar el contenido teérico de polifenoles totales expresado en concentracién de acido

galico “X” en las muestras de miel, usamos la ecuacion de linea de tendencia senalado en el
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analisis y discusion del grafico 2, donde sustituimos los valores de absorbancia “y” obtenidos,
como asi lo hizo Suleiman et al. 2020 (94).
Realizando esta sustitucion en la ecuacion:
y —0.09
X =—
168.52
Obtenemos para la muestra de miel multifloral un contenido de acido gélico igual a 2.31

x 10 mg/mL, y para la muestra de miel de eucalipto un valor de 3.74 x 10 mg/mL.
Para la conversion a mg equivalente de &acido galico se usé la siguiente formula de

conversién usada por Molole, Gure & Abdissa (2022) (95):
CPT =C v 100
= Cyg X - b

Donde, CPT es contenido de polifenoles totales (mg EAG/100 g de miel), Cac €s
concentracion de acido gélico calculado para la muestra (mg/mL), V es el volumen de la muestra

en ml, y m es el peso seco la miel (g).

Para la miel multifloral tenemos los siguientes datos:
e Chac: 2.31 x 10 mg/mL
e V:1ml(Volumen analizado de la muestra)
e m: 8.34 x 102 g (En este tipo de miel, la materia seca es 83.4% de la muestra de 10 mg
usado como concentracion inicial).
Para la miel de eucalipto tenemos los siguientes datos:
e Cac: 3.74 x 10 mg/mL
e V:1ml(Volumen analizado de la muestra)
e m: 8.402 x 102 g (En este tipo de miel, la materia seca es 84.02% de la muestra de 10
mg usado como concentracion inicial).
Reemplazando estos datos en la ecuacién anterior, obtenemos los valores del contenido de
polifenoles expresado en mg EAG:
Tabla 33 Valores de las mieles multifloral y de eucalipto para determinacién del contenido de

polifenoles totales en expresion final en equivalentes de acido galico.

Contenido de
Miel X+ EE DE polifenoles totales Expresion final
Multifloral 0.48 + 0.00 0.01 2.31 x 10 mg/mL 27.70 mg EAG/100 g de miel
Eucalipto 0.72 + 0.00 0.01 3.74 x 10 mg/mL 44.51 mg EAG/100 g de miel

X + EE: promedio de absorbancias, DE: Desviacién estandar, EE: Error estandar
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Figura 18: Gréfico de barras para el contenido tedrico de polifenoles totales para cada

muestra de miel.

44 .51
mg EAG/100 g de miel

Miel de eucalipto

Miel multifloral 27.7 mg EAG/100 g de miel

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Polifenoles totales expresado en concentraciones de acido galico
(mg EAG/100 g de miel)

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio
Interpretacion
Figura 18 muestra la cantidad tedrica de polifenoles, expresado en mg EAG por cada 100
gramos de miel, que presenta cada muestra. Se aprecia que la miel multifloral casi alcanza 2/3
del contenido de polifenoles totales que tiene la miel de eucalipto.
Analisis y discusion
En el estudio de Pauliuc, Dranca y Oroian 2020 (18), se evaluaron 45 muestras de miel de
diversos origenes florales (girasol, frambuesa, tomillo, menta, colza y multifloral) de Rumania
en términos de contenido de polifenoles totales. Para su miel multifloral obtuvieron 20.3 mg
EAG/100 g de miel, mientras que, en nuestro estudio se obtuvo un valor de 27.7 mg EAG/100
g, lo que representa un incremento del 26% en comparacion con el valor obtenido por Pauliuc
et al.
Por otro lado, en un estudio realizado por Yayinie et al. 2022 (16) sobre mieles multiflorales de
la regibn de Amhara, Etiopia, se evaluaron 47 muestras de 7 zonas diferentes. Nuestros
resultados mostraron un contenido superior de polifenoles en comparacion con las muestras de
5 zonas, como el Norte de Wollo (17.03 mg EAG/100 g), Wag Himera (24.07 mg EAG/100 g),
sur de Gondar (23.65 mg EAG/100 g), este de Gojjam (19.16 mg EAG/100 g) y Awi (27.03 mg
EAG/100 g). Sin embargo, algunas muestras de 2 provincias nos superaron en contenido de
polifenoles: Sur de Wollo (32.12 mg EAG/100 g) y oeste de Gojjam (42.04 mg EAG/100 g).
En relacion con la miel de eucalipto, Karabagias et al. 2020 (96) evaluaron 20 muestras de
diferentes partes del mundo, incluyendo miel de eucalipto de Australia. El contenido de
polifenoles totales en la miel de eucalipto fue de 95.7 mg EAG/100 g, mientras que en nuestra

investigacion encontramos un valor de 44.51 mg EAG/100 g.
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Esta variabilidad en los resultados, como menciona Dzugan y otros 2018 (97), podria estar
relacionada con la temporalidad de la floracién, ya que las fluctuaciones en el néctar podrian
conducir a una disminucién en el contenido de compuestos fendlicos y otros elementos

necesarios para la produccion de miel por parte de las abejas.

4.5 Cuantificacion de flavonoides por espectrofotometria UV
Tabla 34: Valores de absorbancia para la curva de calibracion con quercetina

Concentracion Lecturas de absorbancia

(mg/mL x 10®) Abs.1 | Abs.2 | Abs.3 X +EE DE
0.71 0.14 0.14 0.15 0.14 £ 0.00 | 0.00
1.19 0.19 0.19 0.19 0.19+0.00 | 0.00
3.57 0.54 0.53 0.53 0.53+0.00 | 0.00
5.95 0.88 0.88 0.88 0.88+0.00 | 0.00
8.33 1.22 1.22 1.22 1.22+0.00 | 0.00

DE: Desviacion estandar, EE: Error estandar

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio
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Figura 19: Gréfico de dispersion y linea de tendencia, de la calibracion de la quercetina como

estandar de flavonoides totales.
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Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion

La Tabla 34 reune las lecturas de absorbancia por espectrofotometria UV para el patron de
guercetina, que servird para cuantificar flavonoides en las muestras de miel. Se realizaron 3
lecturas para asegurar la confiabilidad de los resultados.

Figura 19 muestra los puntos de cada concentracién de quercetina versus sus valores de
absorbancia. Asociado a ello, se muestra la linea de tendencia, y los parametros calculados de
la ecuacion de la linea de tendencia.

La linea de tendencia sirve para determinar visualmente el grado de correlacion entre 2
variables, y puede ser determinada por una ecuacion de la recta tipo y = mx + b (92). En el
grafico se muestra el valor R de Pearson igual a 0.99, lo cual sefiala un grado de relacion
positiva muy fuerte entre las variables (a medida que la concentracién de acido galico se
incrementa, también lo hace la absorbancia de manera proporcional), como lo sefala
Hernandez-Sampieri 2014 (93).
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Asimismo, el programa estadistico reporta los valores de intercepto (0.03 + 0.01) y pendiente
(0.14 £ 0.00), con los cuales se formulé la ecuacion de la receta para determinar los valores de
absorbancia “y”:

y = 0.14x + 0.03
Reformulando la anterior ecuacién para determinar la concentracion de acido gélico, tuvimos:
x_y—&%

0.14

Tabla 35: Valores de absorbancia de las mieles multifloral y de eucalipto para determinacion

del contenido de flavonoides totales.

Lecturas de absorbancia
Miel ABS. 1 ABS. 2 ABS. 3 X +EE DE
Multifloral 0.18 0.18 0.18 0.18 + 0.00 0.00
Eucalipto 0.12 0.12 0.12 0.12 + 0.00 0.00

DE: Desviaciéon estandar, EE: Error estandar

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio

Interpretacioén

La Tabla 35 retne las lecturas de absorbancia por espectrofotometria UV para las mieles
multifloral y de eucalipto. Este dato se uso para cuantificar flavonoides totales basado en la
concentracion de quercetina, en cada tipo de miel. Se realizaron 3 lecturas para asegurar la
confiabilidad de los resultados.

La tabla anterior reune las lecturas de absorbancia para ambos tipos de miel, asimismo se
reporta el valor promedio. De acuerdo con los valores de desviacion estandar (0.00) y error
estandar (0.00), se puede inferir que entre las lecturas practicamente no existe variabilidad, lo
cual sefala precision y exactitud en las lecturas (92).

Para determinar el contenido tedrico de flavonoides totales expresado en concentracién de

quercetina “x” en las muestras de miel, usamos la ecuacion de linea de tendencia sefalado en

%y 9

el andlisis y discusion del grafico 4, donde sustituimos los valores de absorbancia “y” obtenidos,
como asi lo hizo Suleiman et al. 2020 (94).
Realizando esta sustitucion en la ecuacion:
y —0.03
T 7014
Obtenemos para la muestra de miel multifloral un contenido de quercetina igual a 1.07 x 103

mg/mL, y para la muestra de miel de eucalipto un valor de 0.64 x 10 mg/mL.
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Para la conversibn a mg equivalente en quercetina se uso la siguiente formula de

conversién usada por Molole, Gure & Abdissa 2022 (95), y que también fue usada para calcular

polifenoles totales:

4
CFT = Cy x — x 100
m

Donde, CFT es contenido de polifenoles totales (mg EQ/100 g de miel), Co es

concentracion de quercetina calculado para la muestra (mg/mL), V es el volumen de la muestra

en ml, y m es el peso seco la miel (g).

Para la miel multifloral tenemos los siguientes datos:

e Cq:1.07 x 10° mg/mL

e V:1ml(Volumen analizado de la muestra)

e m: 8.34 x 103 g (En este tipo de miel, la materia seca es 83.4% de la muestra de 10 mg

usado como concentracion inicial).

Para la miel de eucalipto tenemos los siguientes datos:

e Cq:0.64 x 10° mg/mL

e V:1ml(Volumen analizado de la muestra)

e m: 8.402 x 102 g (En este tipo de miel, la materia seca es 84.02% de la muestra de 10

mg usado como concentracion inicial).

Reemplazando estos datos en la ecuacion anterior, obtenemos los valores del contenido de

flavonoides totales expresado en mg EQ:

Tabla 36 Valores de las mieles multifloral y de eucalipto para determinacién del contenido de

flavonoides totales en expresion final en equivalentes en quercetina

Obtencion de
Miel X +EE DE flavonoides totales Expresion final
Multifloral 0.18 £ 0.00 0.00 a1.07 x 10° mg/mL 12.83 mg EQ/100 g de miel
Eucalipto 0.12 £0.00 0.00 0.64 x 10 mg/mL. 7.97 mg EQ/100 g de miel

X + EE: promedio de absorbancias, DE: Desviacién estandar, EE: Error estandar
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Figura 20: Grafico de barras para el contenido teodrico de flavonoides totales para cada

muestra de miel.

Miel de eucalipto 7.97

Miel multifloral 12.83
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Flavonoides totales expresado en concentraciones de quercetina
(mg EQ/100 g de miel)
Fuente: Elaboracién propia.
Interpretacioén
Figura 20 muestra la cantidad teérica de flavonoides totales, expresado en mg EQ por cada
100 gramos de miel, que presenta cada muestra. Se aprecia que la miel de eucalipto casi
alcanza 2/3 del contenido de flavonoides totales que tiene la miel multifloral.
Analisis y discusion
El estudio de Yayinie et al. 2022 (16) sobre mieles multiflorales de la regién de Amhara, Etiopia,
incluyd la evaluacion de 47 muestras procedentes de 7 zonas distintas, centrandose, entre otros
parametros, en el contenido de flavonoides totales. Nuestro resultado (12.83 mg EQ/100 g de
miel) sobrepaso significativamente los valores encontrados en todas las muestras analizadas,
ya que los niveles de flavonoides reportados por ellos oscilaron entre 1.67 y 5.08 mg EQ/100 g
de miel. En otra investigacion relevante sobre flavonoides totales en miel multifloral, el estudio
llevado a cabo por Pauliuc, Dranca y Oroian 2020 (18), que evalué 45 muestras de miel
rumanas de diversos origenes florales, incluyendo la multifloral, informé un promedio de 24.1
mg EQ/100 g de miel, casi el doble de lo que hemos registrado (12.83 mg EQ/100 g de miel).
En cuanto a la miel de eucalipto, se encontraron trabajos previos datados en 2014, pero no
estudios mas recientes. Por ejemplo, Ciappini & Stoppani 2014 (98) evaluaron el contenido de
flavonoides en 81 muestras de miel, incluyendo 28 muestras de eucalipto, y obtuvieron un
promedio de 4.03 + 1.22 mg EQ/100 g para flavonoides totales. Por otro lado, Mufioz Jauregui
et al. 2014 (3), en su estudio que incluyd 3 muestras de miel de eucalipto junto con otros tipos
de mieles, reportaron un promedio de flavonoides totales de 1.54 + 0.07 mg EQ/100 g.

Comparando nuestro valor de 7.97 mg EQ/100 g con los estudios previos de Mufoz Jauregui
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et al. y Ciappini & Stoppani, queda claro que las muestras de miel de eucalipto de Huaran

superan significativamente los resultados previamente publicados.

Estas variaciones en el contenido de flavonoides, tanto en muestras de origen multifloral como

de eucalipto, pueden atribuirse al tipo de flor de la cual las abejas recolectan el néctar, tal como
han sefalado Ciappini & Stoppani 2014 (98) y Akbari et al. 2020 (99).
4.6 Actividad antioxidante de las mieles multifloral y de eucalipto

El ensayo de actividad antioxidante fue realizado en el Laboratorio de Cromatografia y

Espectrometria, de la Facultad de Ciencias en la UNSAAC. Constando el reporte oficial en el

(Anexo N° 8)

Tabla 37: Actividad antioxidante por colorimetro DPPH y porcentaje de inhibicion de las

mieles multifloral y de eucalipto

Repeticiones Promedio
Trolox Clso | Trolox Clso %
Muestra 1 2 3 4 5 (mg/1009) (uM/100g) | Inhib.
Miel multifloral 3.50 | 3.49 | 3.50 | 3.50 | 3.50 3.50 95.4 46.9
Miel de eucalipto 255|247 | 246 | 243 | 2.47 2.47 25.0 77.9

Fuente: Reporte del Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria, Facultad de Ciencias, UNSAAC

Figura 21: Porcentaje de inhibicién de las mieles multifloral y de eucalipto
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En la tabla 37 se muestran los resultados de la actividad antioxidante mediante el método
colorimetro DPPH expresa al coeficiente de inhibicion al 50% CI50 en mg, pMoles equivalentes
a Trolox por 100 g de miel (uM ET/100g), asi como su porcentaje de actividad antioxidante o
de inhibicion Figura 21 se verifica, actividad antioxidante por el método colorimetro DPPH, que
la miel de eucalipto supera en 31 puntos porcentuales al porcentaje de inhibicion de la miel
multifloral.

Analisis y discusion

Mendoza-Bacilio et al. 2022 (100) evaluaron 21 muestras de miel de diversos origenes
recolectadas en 2018 en distintas regiones del estado de Guerrero, México. Entre los analisis
realizados se incluy6 la prueba del DPPH mediante calibracion con Trolox para determinar el
poder antioxidante. Los valores reportados oscilaron entre 0 y 24 uM ET/100g, mientras que
nuestras mieles multiflorales y de eucalipto arrojaron resultados de 95.4 y 25.0 uM ET/100g,
respectivamente. Esto sugiere que nuestras mieles podrian tener una mayor capacidad
antioxidante, dado que existe una correlacion entre la concentracion de Trolox y el porcentaje
de inhibicién, como lo indica Olszowy 2021 (101).

Ademas, en un andlisis entre nuestros propios resultados, se observa que la capacidad
antioxidante de nuestra miel de eucalipto seria casi cuatro veces superior a la de la miel
multifloral. Sin embargo, segun lo mencionado por Mutha et al. 2021 (102), los polifenoles y
flavonoides son los principales responsables de la actividad antioxidante, y los flavonoides
estan incluidos en la categoria de polifenoles. Efectivamente en cuanto a la actividad
antioxidante, coincide ya que el contenido total de polifenoles en la miel de eucalipto (44.51 mg
EAG/100 g) fue mayor que en la miel multifloral (27.70 mg EAG/100 g). Asimismo, seguiin Kumar
et al. (103), a un mayor valor de CI50, el porcentaje de inhibicion disminuye, y viceversa. Esta
relacion inversamente proporcional se aprecia en los datos de la tabla 25.

Hasta la culminacion del presente proyecto, no se hallaron otros trabajos recientes que hayan

evaluado la actividad antioxidante de miel mediante el uso de DPPH equivalente a trolox.

4.7 Actividad antibacteriana in vitro de las mieles multifloral y de eucalipto frente a S.

pneumoniae
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4.7.1 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por diluciéon en

caldo

Tabla 38: Concentraciones de trabajo y lecturas de absorbancia

Miel multifloral Miel de eucalipto

Concentracion Absorbancias Absorbancias

(g/ml) X + EE DE Lect. X+ EE DE
Lect.1 | Lect.2 | Lect.3 Lect.1 | Lect. 2 3
0.25 0.64 0.67 0.65 0.65+0.01 | 0.02 | 0.68 0.69 0.66 | 0.68+0.01 |0.02
0.40 0.25 0.24 0.25 0.25+0.00 | 0.01 | 0.26 0.28 0.28 | 0.27+0.01 |0.01
0.50 0.01 0.02 0.04 0.02+0.01 | 0.02 | 0.03 0.04 0.01 | 0.03+0.01 |0.02
0.60 0.00 0.00 0.00 0.00+0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00+0.00 |0.00
0.70 0.00 0.00 0.00 0.00+0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00+0.00 |0.00
0.80 0.00 0.00 0.00 0.00 £0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00+0.00 |0.00
0.90 0.00 0.00 0.00 0.00 £0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00+0.00 |0.00
1.00 0.00 0.00 0.00 0.00+0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00+0.00 |0.00
Control (Caldo 1.32 1.30 131 1.31+0.01 | 0.01| 1.30 1.30 131 1.30+£0.00 |0.01
y bacteria)

Caldo puro 0.00 0.00 0.00 0.00 £0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00+0.00 |0.00

DE: Desviacion estandar, EE: Error estdndar de la media
Fuente: Datos estadisticos del estudio

Interpretacion

La Tabla 38 reune las lecturas de absorbancia por espectrofotometria UV del caldo de cultivo

Mueller Hinton conteniendo a la cepa de cepa de S. pneumoniae junto a distintas

concentraciones de las mieles de estudio. Se realizaron 3 lecturas para asegurar la confiabilidad

de los resultados.
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Figura 22: Gréfico de dispersion y linea de tendencia, de las absorbancias de los caldos de

cultivo con S. pneumoniae junto a diversas concentraciones de (a) miel multifloral y (b) miel de

eucalipto.
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Fuente: Datos estadisticos del estudio

Figura 22 muestra como diversos grados de concentracion de las mieles (a) multifloral y (b) de
eucalipto tuvieron influencia sobre los valores de absorbancia. En la tabla 26 se observan
valores nulos de absorbancia a partir de una concentracion de 0.6 mg/ml. Eso indica que el
valor exacto de CMI se encuentre entre la concentracion de 0.5y 0.6 g/mL

Para determinar el valor teérico exacto de la concentracién a la cual se alcanza la CMI, se debe

reemplazar la variable “y” por un valor de absorbancia igual 0, segun la siguiente operacion:
Para el caso de la miel multifloral:

y = —2.60x + 1.31

91



0= —-2.60x+ 131

—1.31 = —2.60x
X = 0.5038i
ml

Para el caso de la miel de eucalipto:
y = —2.56x+1.31

0= —2.56x+1.30

—1.30 = —2.56x
x = 0.5078i
ml

Analisis y discusion

En la investigacion realizada por Baladzs et al. 2021 (17), donde evaluaron la actividad
antibacteriana de las mieles de acacia negra, tilo y girasol frente a cepas de Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Pseudomonas aeruginosa Yy Streptococcus
pneumoniae, se determiné que las CMI para las mieles de acacia negra, tilo y girasol fueron de
0.44 g/ml, 0.43 g/mly 0.45 g/ml, respectivamente. Estos valores son muy cercanos a los que
reportamos para la miel multifloral (0.5038 g/ml) y la de eucalipto (0.5078 g/ml).

En otro estudio liderado por Nagy et al. 2024 (15), se encontrd que las muestras de mieles de
acacia negra, tilo, vara dorada y girasol recolectados y almacenadas en los afios 2020, 2021 y
2022 y evaluadas frente a cepas de Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae,
Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus pneumoniae, mostraron una CMI de 0.5 g/ml para
acacia negra y vara dorada, y de 0.45 mg/ml para tilo y girasol en las muestras recolectados
del afio 2021. Estos valores son muy cercanos a los reportados en nuestro trabajo.Tras
exhaustivas busquedas bibliograficas, no se encontraron otros estudios previos que hayan
evaluado la actividad antibacteriana de los tipos de miel de nuestro estudio frente a S.

pneumoniae.
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4.7.2 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) por método de

dilucion en agar

Tabla 39: Concentraciones de trabajo y conteo de colonias

Miel multifloral Miel de eucalipto
Concentracié
Colonias - Colonias -
n (g/ml) X+ EE DE X+ EE DE
Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3 Cont. 1 Cont.2 | Cont.3
0.25 83 80 85 82.67+1.45 | 2.52 75 70 69 71.33+£1.86 | 3.21
0.40 58 60 57 58.33+0.88 | 1.53 42 40 45 42.33+1.45 | 2.52
0.50 38 36 39 37.67£0.88 | 1.53 22 20 25 22.33+1.45 | 251
0.60 21 18 19 19.33+0.88 | 1.52 3 4 5 4,00 £0.58 1.00
0.70 5 3 4 4.00+£0.58 | 1.00 0 0 0 0.00 £ 0.00 0.00
0.80 0.00 £0.00 | 0.00 0 0 0 0.00 £ 0.00 0.00
0.90 0.00£0.00 | 0.00 0 0 0 0.00 £ 0.00 0.00
1.00 0.00£0.00 | 0.00 0 0 0 0.00 £ 0.00 0.00
Control (Caldo 130 132 140 134.00 = 5.29 128 122 130 126.67 +2.4 | 4.16
y bacteria) 3.06
Caldo puro 0 0 0 0.00£0.00 | 0.00 0 0 0 0.00 £ 0.00 0.00

Fuente: Datos estadisticos del estudio

Interpretacion

La Tabla 39 retne el conteo de colonias de S. pneumoniae junto a distintas concentraciones

de las mieles de estudio. Se realizaron 3 lecturas para asegurar la confiabilidad de los
resultados.
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Figura 23: Gréafico de dispersiéon y linea de tendencia, del conteo de colonias de S.

pneumoniae junto a diversas concentraciones de (a) miel multifloral y (b) miel de

eucalipto.
(a)
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Fuente: Datos estadisticos del estudio

El grafico 23 muestra como diversos grados de concentracién de las mieles (a) multifloral y (b)
de eucalipto tuvieron influencia sobre la cantidad de colonias de S. pneumoniae que lograron
desarrollarse sobre agar. En la tabla 27 se observan valores nulos de colonias a partir de una
concentracion de 0.8 mg/ml para el caso de miel multifloral, y de 0.7 g/ml para el caso de miel
de eucalipto. Eso indica que el valor exacto de CMB se encuentre por debajo de estas
concentraciones. Para determinar el valor tedrico exacto de la concentracion a la cual se

alcanza la actividad bactericida, se debe reemplazar la variable “y” por un valor de absorbancia

igual 0, segun la siguiente operacion:
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Para el caso de la miel multifloral:

y = —194.72x + 136.85
0= —194.72x + 136.85

—136.85 = —194.72x

x = 0.70 g
ml

Para el caso de la miel de eucalipto:

y = —209.77x + 127.42
0= —209.77x + 127.42

—127.42 = —-209.77x

x = 0.61 9
ml

Analisis y discusion

En la investigacion de Nagy et al. 2024 (15), se encontrd que las muestras de mieles de 4 tipos
de especies vegetales (acacia negra, tilo, vara dorada y girasol) recolectados en 3 etapas en
los afios (2020, 2021 y 2022) y evaluadas frente a cepas de Haemophilus influenzae,
Haemophilus parainfluenzae, Pseudomonas aeruginosa Yy Streptococcus pneumoniae,
mostraron una CMB de 0.58, 0.55, 0.5y 0.5 g/ml para cada tipo de miel recolectados en el afio
2020, en tanto que los valores de CBM fueron menores para las mieles con mas tiempo de
almacenamiento, Estos valores son muy cercanos a los que reportamos para la miel multifloral
(0.70 g/ml) y la de eucalipto (0.61 g/ml). La pérdida de integridad de la membrana bacteriana
se observo a concentraciones del 0.6 g/ml miel recolectada del afio 2020, 0.4 g/ml 2021 y la
mayor liberacion de material celular se midi6é para la miel de tilo del afio 2022, alcanzando el
0.437 g/ml de miel proporcionando células lisadas para S. pneumoniae, se produjo cierta
actividad incluso a la baja concentracion del 0.2 g/ml. La liberacion de ADN de las células
bacterianas comenzé a los 20 y 60 min en el caso de la miel de tilo de 2022 y 2020, se infiere
gue la actividad bactericida disminuye a mayor tiempo de almacenamiento de la miel, segun los
autores Nagy et al. 2024 (15)
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1.

CONCLUSIONES

Se recolecto la miel multifloral del valle interandino durante la temporada de lluvias y
miel de eucalipto del valle altoandino en temporada seca, asi mismo los resultados de
control microbioldgico son aptos segun los estandares del Ministerio de Salud (MINSA),
en cuanto a los parametros fisicoquimicos, ambas muestras cumplen con la mayoria de
los estandares establecidos por la Norma técnica peruana (NTP) 209. Para el contenido
de polifenoles, la miel de eucalipto tiene una mayor cantidad, mientras que la miel
multifloral present6 una mayor cantidad de flavonoides, en la actividad antioxidante, la
miel de eucalipto demostré6 mas % de inhibicién que la miel multifloral. Respecto a la
actividad antibacteriana, ambas mieles presentan actividad antibacteriana contra
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 con variaciones minimas.

La miel de eucalipto se distingue por su menor contenido de hidroximetilfurfural (HMF)
y una mayor concentracion de glucosa y fructosa, lo que indica una mayor frescura y
dulzura por otro lado, la miel multifloral, con un contenido ligeramente mayor de HMF,
presenta una acidez mas baja y una densidad adecuada, ambas cumplen con los
estandares de la Norma Técnica Peruana (NTP) con la excepcion de la miel multifloral,
con los % de azucares reductores bajos y esto refleja a su origen floral.

Se midio6 los polifenoles totales para la miel multifloral contiene 27.70 mg EAG/100 g
(Equivalente de &cido gélico), asi mismo para la miel de eucalipto presenta 44.50 mg
EAG/100 g y para los flavonoides totales, la miel multifloral contiene 12.83 mg EQ/100
g (Equivalente a Quercetina), y asi mismo la miel de eucalipto presenta 7.97 mg EQ/100
g.

Se determino la actividad antioxidante para la miel multifloral y presenta un IC 50 de
3.50 mg ET/100g (Equivalente Trolox) y un porcentaje de inhibicion del 46.9%, y para la
miel de eucalipto presenta un IC 50 de 2.47 mg ET/100g y un porcentaje de inhibicion
del 77.9%, con mayor capacidad antioxidante.

En la concentracion minima inhibitoria (CMI) la miel multifloral demuestra inhibicion a
una concentracion de 0.5038 g/mL, y la miel de eucalipto a una concentracion 0.5078
g/mL. Para la concentraciéon minima bactericida (CMB) la miel multifloral genero muerte
celular a una concentracion de 0.70 g/mL, asi mismo para la miel de eucalipto logré una
CMB de 0.61 g/mL. La miel multifloral y la miel de eucalipto tienen actividad

antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus pneumoniae 49619 respectivamente.
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6. Ambos tipos de miel, multifloral y de eucalipto, presentan propiedades, antioxidante y
actividad antibacteriana contra Streptococcus pneumoniae 49619 con variaciones

minimas.

97



SUGERENCIA Y RECOMENDACIONES

PARA LA AUTORIDAD UNIVERSITARIA

e Incentivar y aumentar el presupuesto para proyectos de ciencias de la salud,

especialmente para la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica.

PARA LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL

e Promover e incentivar a los estudiantes a realizar mas estudios e investigaciones en el

campo de la salud y los alimentos (nutraceuticos).

RECOMENDACIONES PARA FUTUROS ESTUDIOS E INNOVACION

e Se recomienda realizar estudios clinicos adicionales tanto en mieles de eucalipto como
en mieles multiflorales, con el fin de evaluar de manera mas detallada sus propiedades
terapéuticas y determinar su eficacia en diferentes condiciones de salud, especialmente
en el contexto de infecciones bacterianas y su posible papel en la lucha contra la
resistencia antimicrobiana.

e Se sugiere investigar la viabilidad de la industrializacion de la miel, especialmente para
su formulacién en presentaciones farmacéuticas y cosméticas, y otros.

e Se sugiere estudios en los aspectos de seguridad y posibles contraindicaciones en el
uso prolongado de la miel como tratamiento complementario, asegurando asi un

enfoque integral para su posible uso en la medicina moderna.
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ANEXOS

Anexo N° 1: Ficha de monitorio y recoleccion de la miel de abeja

Departamento: Provincia: Localidad:
Fecha: / /
Nombre del productor.
Fecha de nacimiento Edad
) Afios dedicados
Grados de estudio o
a la actividad
2do 6to 7mo
ler colmena 3er colmena | 4to colmena 5to colmena
N° de apiarios y colmenas colmena colmena colmena
Condiciones en que se
encuentran
Ubicacion de o los
apiarios
Fecha de la tltima visita
Método de extraccion
Meses de cosecha de miel
Produccion de miel kg
]
¢Hace cambio de Reyna?
NO
SANIDAD
Como evita
Que ¢Como i i
) ¢, Qué hacen i gue esas Queé
enfermedad | evita que ¢ Cuales son las
) cuando sus plagas y/o |fechas se |que hacen
¢Cada cuando revisa sus | es han sus y depredadores
colmenas se depredador | enferman cuando se
colmenas? presentado | colmenas que acatan a sus )
enferman? ) es ataquen |aproximad |enferman?
sus se ) abejas?
(tratamiento) sus 0?
colmenas enfermen? )
colonias?

Fuente: Elaboracién propia de acuerdo con los autores

ANEXO N°2 Mapa de ubicacién de los apicultores de la miel de abeja multiflora del centro

poblado de Huaran Calca-Cusco y Mapa de monitorio de la miel de abeja multiflora del
centro poblado de Chacan ANTA-CUSCO
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ANEXO N° 3 NORMA DE CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICO

NTS N° OF{ -MINSA/DIGESA-V.01,

NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS MICROBIOLOGICOS DE
CALIDAD SANITARIA E INOCUIDAD PARA LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS DE
CONSUMO HUMANO

{

1. FINALIDAD

La presenta notma sanitana se establece para garantizar Ia seguridad sanitaria de los
alimentos y bebidas deslinades al consumo humano, siendo una actualizacidn de la Resolucian

Ministerial N* §15-2003-SA/DM gue aprobd los “Criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e

inccuidad para los alimentos y bebidas de consumo humana”.

2, OBJETIVOD

Establecer las condiclones microbioltgicas de calidad sanitaria e incculdad que deben cumplir
los alimentes v bebidas on estado natural, elaberados o procesados, para ser considerados
aptos para el consumo humano.

3. AMBITQ DE APLICACION

La presente noma saniiarnia es d= chiigatorio cumplimiento en todo el temiizrio nazional, para
cfeclos de todo aspecto relacionadc con la vigilancia y control de la caldad sanltaria e
inocuidad de los alimentos.

4, BASE LEGAL Y TECNICA

Basa legal
= Reglamento gsobre Vigilancia y Control Sanitario da Alimentos y Bebidas, aprobado por
Decreto Suprema N® 007-88-SA.

\ Ease técnica

= Principios para ¢l establecimiento y la Aplicacion ¢z Crterios Microbioldgicos para los
Alimenios del Codex Alimentarius (CACIGL-21, 1997).

= Microorganismos de los  Alimentos 2. 'Métodos de muestrec para  analisis
microbiolbgicos: Principlos y aplicaciones especificas, ICMEF. 2da. Edicidn. 1898,
5. RISPOSICIONES GENERALES
5.1, DEFINICIONES OPERATIVAS

Para fines de la presente Norma Sanitaria se establecen las siguientes defniciones:

Alimentos aptos para consume humano: Alimentos que cumplen con los crilerios de calidad
sanitaria & inocuidad eslablecidos por la norma sanitaria.

Alimento: Teda sustancia elaborads, semielaborada o en bruto, gue se destina al coRsuUmo
humano, inciuide el chicle y EuﬁlESqme‘a otras suslancias gue se utilicen en la elaboracién,
preparacion o tratamiento de "zlimentos”, pero no incluye los -cosmélicos, = fabaco ni las
sust@ancias que se wlilizan dnicamente como medicamentos.

Allmentos para ragimenes especlales: Allmentes elaborados o preparados especialmente
para satisfacer necesidades determinadas por condiciones fisicas o fisiologicas particulares. La
composicitn de esos alimentos es fundamentalmente diferente de la composicidn da los
alimentos ordinarios de naturaleza andloga. Estén incluidos los alimentos de uso infandil,
destinades a Programas Sociales de Aimentacion (PSA).

Alimento acido: Todo alimento cuyo pH natural sez de £, o menor.
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NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS
MICROBIOLOGICOS DE CALIDAD SANITARIA E INOCUIDAD
PARA LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS DE CONSUMO HUMANO

CAPITULO |
GENERALIDADES

Articulo 1°.-  Finalidad
La presente norma se establece para garantizar la seguridad sanitaria de los alimentos y bebidas
destinados al consumo humano.

Articulo 2°.- Objetivo

Establecer las condiciones microbioldgicas de calidad sanitaria e inocuidad que deben cumplir los
alimentos y bebidas en estado natural, elaborados o procesados, para ser considerados aptos para
el consumeo humano.

Articulo 3°.- Ambito de aplicacién
La presente Morma Sanitaria es de obligatoric cumplimiento en todo el termitorio nacional, para
efectos de:

1) La obtencion del Registro Sanitario de Alimentos y Bebidas.

2) La obtencidn del Certificado Sanitario Oficial de Exportacian.

3} La vigilancia y control sanitario que realiza la Autoridad Sanitaria.

4) La verificacion o comprobacion de la eficacia del Plan HACCP.

3) Control analltico de cada lote de producto antes de ser liberado para su comercializacion,

para el caso de las fabricas que adn no implementan el Sistema HACCP.
6) Aclarar diimencias, inmovilizaciones, denuncias, operativos

Articule 4°.- Base legal y técnica

La presente norma sanitaria se establece en el marco del Reglamento sobre Vigilancia y Control
Sanitario de Alimentos y Bebidas, aprobado por Decreto Supremo N® 007.98 SA y en concordancia
técnico normativa con los Principios para el establecimiento y la Aplicacion de Criterios
Microbiolégicos para los Alimentos del Codex Alimentarius (CAC/GL-21(1997) y con la clasificacion
¥ planes de muestreo de la International Commission on Microbiological Specification for Foods
(ICMSF)

CAPITULO Il
DISPOSICIONES GENERALES

Articulo 5°.- Conformacién de los criterios microbiolégicos

Los criterios microbiolégicos estan conformados por:

a) El grupo de alimento al que se aplica el criterio.

b} Los agentes microbiolégicos a controlar en los distintos grupos de alimentos.
c) El plan de muestreo que ha de aplicarse al lote o lotes de alimentos.

d)} Los limites microbiolégicos establecidos para los grupos de alimentos.

Articulo 6°.-  Aptitud microblolégica para el consume humano
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Los alimentos y bebidas serdn considerados microbioldgicamente aptos para el consumo humano
cuando cumplan en toda su extension con los criterios microbiolégicos establecidos en la presente
norma sanitaria para el grupo y subgrupo de alimentos al que pertenece.

Articulo7.-  Planes de muestreo
El plan de muestreo sdlo se aplica a lote o lotes de alimentos y bebidas. Se sustenta en el nesgo
para la salud y las condiciones normales de manipulacion y consumo del alimento, y establece:

a) Categoria de riesgo: Escala relativa al riesgo que representa un alimento y a la
manipulacion posterior prevista.

b) Componentes del plan de muestreo

o "n" (mindscula): Niumero de unidades de muestra requeridas para realizar el analisis, que
se eligen separada e independientemente, de acuerdo a normas nacionales o
internacionales referidas a alimentos y bebidas apropiadas para fines microbiolégicos.

o "c": Numero maamo permitido de unidades de muestra rechazables en un plan de
muestreo de 2 clases o unidades de muestra provisionalmente aceptables en un plan de
muestreo de 3 clases. Cuando se detecte un nimero de unidades de muestra mayor a “c”
se rechaza el lote.

o "m" (mindscula): Limite microbioldgico que separa la calidad aceptable de la rechazable.
En general, un valor igual o menor a “m”, representa un producto aceptable y los valores
superiores a "m’ indican lotes rechazables en un plan de muestreo de 2 clases.

o "M" (mayuscula) Los valores de recuentos microbianos superiores a "M” son inaceptables,
el alimento representa un riesgo para la salud.

c) Tipos de plan de muestreo para lote o lotes:

Plan de 2 clases: Es un plan de muestreo por atributos, donde puede establecerse
uanicamente la condicion de "aceptable” o "rechazable®. Un plan de 2 dases queda definido
por*n"y °c’;

Para microorganismos patdgenos:
Condicion de "aceptable” = ausencia
Condicion de “rechazable™ = presencia

Para otros microorganismos
Condicion de "aceptable” = menor o igual al nivel critico establecido, “c”
Condicion de “rechazable™ = mayor al nivel critico establecido, “c”

Plan de 3 clases: Es un plan de muestreo por atributos que queda definido por "n”, "c”, "m",
"M"; donde se establece:

Condicién de "aceptable™

Cuando todas las unidades de muestra presentan recuentos igual o inferiores a "m”.
Cuando hasta "c” unidades de muestra pueden tener recuentos entre "m” y "M" (incluido
"M").

Condicion de “rechazo”:

Cuando mas de "c” unidades de muestra presentan recuentos entre "m" y "M" (incluido "M").
Cuando al menos 1 de las unidades de muestra presentan recuentos superiores a "M".
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PLANES DE MUESTREOQ PARA COMEINACIONES DE DIFERENTE GRADO DE RIESGO
PARA LA SALUD Y DIVERSAS CONDICIONES DE MANIPULACION

Grado de importancia en | Condiciones esperadas de manipulacion y consumo del alimento o
relacion con la utilidad y bebida lvego del muestreo
resgo sanitario
Grado de Sin cambio de Aumento de
peligrosidad peligrosidad Peligrosidad.
reducido
Vida il y alteracidn Aumento de vida il | Sin modificacion Disminwcion de wida
Categoria 1 Categoria 2 util
3 clases 3 clases Categaoria 2
n =35, c=3. n =5, c=2. dclases
_ n=5 c=3.
[indicadores de riesgo bajo Disminucian del 5in modificacion Aumento del riesgo
indirecto para la salud riesgo Categoria 5 Categoria &
Categoria 4 3 clases 3 clases
dclases n =5, c=2. n=25 c=1.
n=25 c=3.
|Patdganos de resgo Categoria T Categoria 8 Categaoria 9
moderado directo, de 3 clases 3 clases dclases
diseminacion limitada. n=25 c=2. n=5 c=1. n =10 c=1.
rPEl:'rqams. de resgo Categoria 10 Categoria 11 Categoria 12
moderado directo, de 2 clases Z clases Z clases
diseminacicn n =5, c=0. n=10c=0. n =20 c=0.
|Elan|:ialmenla axiensa.
Paidgencs de riesgo grave Categoria 13 Categoria 14 Categoria 15
directo para la saled. 2 clases 2 clases 2 clases
n =15, c=0. n =30 c=0. n = 60 c=0.

Articulo 8°.- MWdmero de unidades de muestra para Registro Sanitario de alimentos y
bebidas

El nimero de unidades de muestra de alimantos y bebidas (n) para la inscripcidn o reinscripcidn en

el Registro Sanitaric podra ser igual 8 uno (n=1) y deberd ser calificada con los limites mas

exigentas (m) indicados en la presente disposicion para ese tipo de alimento o bebida.

Articulo 8°.- Mdamero de unidades de muestra para la verificacion del Plan HACCP

Para la verificacion del Plan HACCP, el nimero de unidades de muestra de los planes de muestreo
podra ser igual a8 uno (n=1) y deberd ser calificada con los limites mas exigentes (m) indicados en
la presente disposicion para ese tipo de alimento o bebida. Esto procedera, =i las personas
naturales y juridicas que operan o intervienen en cualquier proceso de fabricacidn, elaboracion e
industrializacion de alimentos y bebidas demuestran mediante documentacidn histdrica con un
minimo de 3 afios, gue cuentan con procedimientos eficaces basados en los principios del sistema
HACCP.

Articulo 10".- Mdimero de unidades de muestra para la vigilancia sanitaria de alimentos
preparados

Para el caso de la vigilancia sanitaria de alimentos y bebidas preparados provenientes de
establecimientos de comercializacion, preparacion y expendio, s& fomara al menos una muesira
por cada tipo de alimento y deberdn ser calificadas con los limites mas exigentes (m), indicados en
la presente disposicion para esa tipo de alimenio o bebida.

s
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CAPITULD In
DE LOS MICROORGANISMOS ¥ METODOS DE ANALISIS

Articula 11°.- Grupos de micreorganismos
Como referencia para los criterios microbioldgicos, en general los microorganismos 52 agrupan
COIMD:

1. - Microorganismos indicadores de alteracidn: las categorias 1, 2, 3 definen los microorganismaos
asociados con la wvida Uil y alteracidn del producto tales como microorganismos aerdbios mesdfilos,
aarobios mesdfilos esporulados, Mohos y Levaduras, Lactobacillus, microorganismaos lipoliticos.

2. - Microorganismos indicadores de higiene: en las categorias 4, 5, vy 6 se encuentran los
microorganismos no patdgenos que suelen estar asociedos a ellos, como Coliformes (gue para
efectos de la presente norma sanitaria s2 refiere a Coliformes Totales), Enterobacternacess, a
excepcidn de este ditimo en el caso de "Preparaciones en polvo para Lactantes.

3. - Microorganismos patdgenaos: son los que se hallan en las categorias 7 a la 15. Las categorias
7, 8y 9 comesponde a microonganismos patdgenos tales como Slaphplococcus aureus, Bacillus
cersus, cuya cantidad en los alimentos condiciona su peligrosidad para causar enfermedades
alimentarigs. & partir de la categoria 10 cormesponde 8 microorganismos pafdgenos, tales como
Salmomella sp, Listeria monocytogenes, Escherchia coli HT 0157 entre otros patdgenos, cuya
sola presencia en los alimentos condiciona su peligrosidad para la saled.

Articulo 127.- Métodos de analisis
Los métodos de andlisis a ufilizar deben ser métodos validados y reconocidos por organismos
internacionales. La modificacidn de esios métodos o el uso de métodos propics deberan ser
validados para poder ser utilizados.

Articulo 13°.- Reportes de ensayo

Los Informes de Ensayo, Cerlificados de Andlisis y obras formas de repore emitidos por los
laboratorios, deberdn indicar el método de andlisis empleado y la expresidn de resultados acorde
con el método debe expresarse en: UFClg, UFC/mL, NMP/g, NMP/mL & Ausencial25 g. & mL.

CAPITULO v
DE LOS GRUPOS DE ALIMENTOS Y CRITERIOS MICROBIOLOGICOS

Articulo 147 - Grupes de alimentos

Para los efectos de la presente disposicidn sanitaria, se establecen 19 grupos de alimentos y
bebidas segin su origen, tecnologia aplicada en su procesamientc o elaboracion y grupo
consumidor; siendo esios:

Leche y productos |Sctens

Helados y mezclas para helados

Productos grasos

Producios deshidratados, liofilizados o concentrados y mezclas

Granos de Cereales, leguminosas y denvados

Azdcares, mieles y productos similares

Productos de confiteria y derivados del cacao

Producios de panaderia, pasteleria, galleteria y otros

Alimentos para Regimenes especiales.

Carnes y producios camicos

=D ENEEh b=

=
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11. Productos hidrobioldgicos
12. Huevos y ovoproducios

13. Especias, condimentos y salsas
14. Frutas, hortalizas y frutos secos.

15. Comidas preparadas
i6. Bebidas

17. Estimulantes y fruitivos
iB. Semiconservas

18. Conservas

Articulo 15°.-

Criterios microbiolégicos

Los alimentos y bebidas deben cumplir
microbioligicos cormespondientes a su grupo o subgrupo para ser considerados apios para el

consuma humanao:

integramentz con

la totalidad de

1. LECHE ¥ PRODUCTOS LACTEOS

los criterios

1.1 Leche Cruda destinada a uso de la industria lactea.

comercialments

Agenta microbiano Categoria| Clase mn C Limite por mL.
m M
Aerobios mesofilos 3 3 5 1 5x10 10°
1.2 Leche y Crema de Leche Pasteurizada
Agenta microbiano Categoria| Clase n c Limite por g. & mL.
m M
Berobios mesdhios 2 3 5 2 2107 Sx10°
Coliformes 5 3 5 2 1 10
1.3 Leche Ultrapasteurizada
Agenta microbiano Categoria| Clase mn C Limite por mL.
m B
Aerobios mesdfilos i0 3 5 2 10° 10°
Coliformes i 3 5 2 1 10
1.4 Leche UHT (entera, semidescremeda, descremada) y Crema de leche UHT o esterilizada

Agenta microbiano Categoria| Clase mn C Limite por g. o mL.
m M
Berobios mesdhlos *) i0 2 ] [1] 10" -
{ “ ) Previa incubacion a 35-37° C durante 7
digs.
1.5 Leche y Cremas de leche en polvo
Agenta microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobics mesdfilos 2 3 5 2 Ixi0” wiD”
Coliformes i 3 5 1 10 10°
Salmonella 5p. i0 2 5 [1] Ausencia2ig| -——-
1.6 Leche condensada azucarada y Dulces de leche (manjar, natillas y otros)
Agenta microbiano Categoria| Clase n C Limite por g-
m [ ™
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[Mchas v Levaduras nsmafilas 5 A 5 2 10 10

1.7. Leches Fermentadas y Acidificadas (yogur, leche cultivada, cuajada, otros)
Agente microbiano Categoria| Clase mn c Limite por g-
m B
Coliformes 5 3 L 2 10 10°
[Machos 5 3 5 z 10 10
Levaduras 5 3 5 2 10 100

1.8 Postres a base de leche no acidificados listos para consumir (flanes, pudines, crema
volteada, mazamorra de leche, otros)

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g-
m [
Coliformes 5 3 L 2 10 10°
[Mahas 2 3 5 2 10 107
Levaduras 5 3 5 2 10 100
Staphylococcus aureus f A 5 i 10 10°
Salmaonella s5p. 10 2 5 [i] AusencialZh g -—-

1.9. Quesos Frescos (queso fresco tradicional, mantecoso, ricotta, cabafa, petit suisse,
|mozarella, ucayalino, otros)

Agenta microbiano Categoria| Clase n c Limite por g-
m B
Coliformes 5 3 L 2 Sx10° 10°
Staphylococcus aureus 5 3 5 2 10 10°
Eschenichia col G 3 L] 1 3 10
Lizferia monocytogenss 10 2 5 [i] Ausencial2i g -
Solmonsells sp. 10 2 [ 0 AusencialZh g -

1.10 Quesos Madurados (camembert, brie, roguefort, gorgonzola, cuartirollo, bel passe,
Cajamarca, tilsit, andino, majes, characato, sabandia, dambo, gouda, edam, paria, emmental,
gruyere, chedar, provolone amazdnico, parmesana, otros.)

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m B
Enterobacteriaceas 5 3 5 2 2i0” 10°
Staphylococcus aureus f 3 5 i 10 100
Liateria manocytogenss 10 2 5 [i] Ausencial2i g -
Salmonella sp. 10 2 5 0 AusencialZi g -—-

1.11 Quesos Procesados (fundidos: laminados, rallados, en pasta, en polvo)

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g-
m B
Coliformes G 3 L 1 10 10¢
Staphylocoocus aureus a 3 5 1 10 100

[2. HELADOS ¥ MEZCLAS PARA HELADDS

2.1 Helados a base de leche.

Agente microbiano Categoria Claiel n | c | Limite por g.
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m M
Aerobios mesoiilos 2 3 5 2 107 0
Coliformeas 5 3 5 2 10 10°
Staphylococcus aureus ] A L] i 10 10°
Salmonella sp. 10 2 o3 a AusencialZd g -
Lisferia monocytogenss 10 2 5 a Ausencial2d g -
2.2 Helados a base de leche y postres a base de helados (con ingredientes no
|pasteurizados: coberturas, mani, mermeladas, frutas confitadas u otros)

Agente microbiano Categoria| Clase mn C Limite por g.

m B
Aerobios mesofilos 2 3 5 2 107 10°
Coliformes 5 3 5 2 10° 2x10°
Staphylococcus aureus a A 5 i 10 100
Salmonella sp. 10 2 o3 a AusencialZd g -—-
Lisferia monocytogenss en 25 g 10 2 ] a Ausencial2d g -
2.3 Helados a base de agua

Agente microbiano Categoria| Clase mn C Limite por g.

m 1]
Coliformeas 5 3 5 2 10 10°
Salmonslla sp.(*) 10 2 5 a Ausencial2h g -—-
{*) Sdlo para los que contienen pulpa de fruta
2.4 Mezclas deshidratadas para helados

Agente microbiano Categoria| Clase ) C Limite por g.

m M
Aarobios Mesoilos 2 3 5 2 i0” 10
Coliformes 5 3 5 2 10 10°
Salmonelia sp. 10 2 5 L] Ausencial2i g -
3. PRODUCTOS GRASDOS.

3.1 Mantequillas y Margarinas
Agente microbiano Categora| Clase n C Limite por g.

m B
|Microorganismos lipoliticos 1 3 5 3 10° 10°
|Mohos 2 3 5 2 10 10"
Coliformes 3 3 5 3 10 107
Staphylococcus aureus T 3 5 2 10 10

4. PRODUCTOS DESHIDRATADOS: liofilizados, concentrados, mezclas.

4.1 Sopas, cremas, salsas y puré de papas u otros, de uso instantaneo, que no requisren

COCCion
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
Agrobios Mesofilos 3 3 L] 1 10 10°
Eschenchia col 5 3 L 2 10 10°
Staphylococous gureus a 3 5 i 10 10°
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Bacillus cereus 5 3 5 2 10° 10°
Clostrigium perfmmgens{”) a 3 5 1 10 10°
Salmonella sp 10 2 5 [i] Ausencial2h g .-

() Sdlo para productos gue contengan carnes.

4.2 Sopas cremas salsas y purés de legumbres u otros deshidratadas

que requieren coccian

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
BErobios Mesoflos 3 3 5 i i0” 10°
Coliformes 4 3 L 3 10 100
Bacillus cereus 5 3 5 2 10° 107
Clostrigium perfmmgens{”) a 3 5 1 10 10°
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia2b g e

() Solo para productos gue contengan carnes.

4.3 Mezclas en seco de uso instantaneo (re

frescos, gelatinas, jaleas, cremas, otros)

Agente microbiano Categona| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobios Mesofilos 3 3 5 i 107 10"
Coliformes 5 3 5 2 10 107
Staphylococous sureus ] 3 5 i 10 107
Bacilus cereus [*) 5 3 [ 2 10° 107
Salmonella sp. [**) i0 2 5 [i] AusencialZs g P
{*) Sdlo para productos gue contengan cereales
{**) Sblo para producios que contengan leche, cacao yo huevo.
4.4 Mezclas en seco que requieren coccion (pudines, flanes, entre otros)
Agente microbiano Categoria| Clase mn c Limite por g.
m B
Aerobios Mesohlos 2 3 5 2 0% 10°
Coliformes r 3 5 3 10 0
Staphylococcus aureus a 3 5 1 10 10°
Bacillus cereus [*) 6 3 5 1 10° 10°
Salmonella sp.(™") 10 2 5 0 Ausencia25 g oo
(") Sdlo para productos gue contengan leche o cereales.
{**) Solo para producios que contengan leche, cacao yo huevo.
4.5 Caldos concentrados en pasta.
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
BErobios Mesoflos 2 3 5 2 10° 10
Coliformes 4 3 5 3 10 10°
Clostridium perfnngens 5 3 5 2 10° 10°
Saelmonella sp. i0 2 ] [i] AursencialZs g e

otros)

3. GRANOS DE CEREALES, LEGUMINOSAS, QUENOPODACEAS Y DERIVADOS (harinas y

5.1 Granos secos

Agente microbiano

|Categoria| Clase |

n
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|_ m M
Mohios 5 3 ] 2 10* 10°
5.2 Harinas y Sémolas
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
[Mahos 5 3 5 2 07 10"
Eschenchia col 5 3 5 2 10 10°
Bacilus cereus ) 7 3 5 2 107 10°
Salmonella sp. i0 2 ] [1] Ausencial2h g e
(") Solo para harinas de ammoz yo maiz
5.3 Féculas y Almidones
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
[Mahos 5 3 5 2 0 10
Eschenchia coli 5 3 i 2 10 10°
[Bacillus cereus 7 3 5 2 0 0
Salmonella sp 10 2 5 a Ausencia25g| -——--

5.4 Pastas y masas frescas ylo precocidas sin relleno refrige
|precocidos, masas para wantan, para lasafia, para fideos chi

radas o congeladas (panes,
nos, pre pizzas, masa crudas,

atros)
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m [
[mahcs 5 3 5 2 107 10°
Staphylococcus aureus a 3 5 1 10° 10°
Bacilus cereus [*) 7 3 5 2 107 107
Sakmomella sp. 10 2 5 a Ausencia’2i g e

("} Sdlo para productos gue contengan armoz yio maiz

5.5. Pastas y masa frescas ylo precocidas con relleno refrigeradas o congeladas (wantan,
|lasafia, ravioles, canelenes, pizzas, minpao, otros)

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.

m B

[Mohes 5 3 5 2 107 10°
Eschenichia col ] 3 ] i 10 107
Staphylococcus aureus a 3 5 1 10° 10°

Clostrigium perfnngens () i 3 ] i 10° 10°

[Eaciluz cereus () 7 3 5 z 107 0
Salmonella sp. 10 2 ] L] Ausencial2h g -

() Para alimenfos que contengan carmes y varduras

(**) Solo para producios que contengan arroz y'o maiz

Jhusvo, otros)

5.6 Fideos o Pastas Desecadas con o sin relleno (Incluye fideos a base de verduras, al

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m [
[Mohes 5 3 5 2 10° 10°
Coliformes 5 3 5 Z 10 107
Staphylococcus aureus a 3 5 1 10° 10°

iy
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Clostridium perfningens (*) i 3 5 1 10° 10°

Salmonelia sp. 10 2 5 a Ausencial2h g -

{*) Solo pera pastas con relleno de carme

5T Productos instantaneos extruidos o expandidos proteinizados o no y hojuelas a base de
granos (gramineas, quenopodaceas y leguminosas) que no requieren coccidn.

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Asrobios Mesdfilos 3 3 ] i 10" 10°
[Mches 5 3 5 2 10” 10°
Coliformes 5 3 ] 2 10 100
Bacillus cersus B 3 5 1 10° 10°
Salmonelia sp. 10 2 L [ AusencialZh g -

5.8 Hojuelas a base de granos (gramineas, quenopodaceas y leguminosas) que requieren
COCCign.

Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
Agrobios mesofilos 2 3 ] 2 10" 10°
[mohes 5 3 5 2 10° 10°
Coliformes 5 E] 5 2 10° 10°
[Eacillus cereus B 3 5 1 107 0
Salmaonelia sp. 10 2 5 L Ausencial2i g -

6. AZUCARES. MIELES. Y PRODUCTOS SIMILARES.

6.1 Azicares (blanca, rubia, refinada, blance directo, en polvo, blanda u otros) u otros
edulcorantes sdlidos (dextrosa, fructosa u otros)

Apgentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobios mesofilos 1 3 5 3 10° 10°
Mohos 2 3 ] 3 =10 10
lLeuaduras 2 3 5 2 =50 50

6.2 Jarabes (de maple, de maiz, y otros como la algarrobina), otros edulcorantes liquidos
{sacarosa, glucosa, fructosa, azicar invertido, azicar liquido, otros)

Apgentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g. & mL

m M

Asrobios mesdiilos 1 3 ] 3 10° 10°
|Enterobacteriaceas (") 5 3 5 2 =1 10
Maohis 2 a 5 2 10 10°
|-Le~.'a-::|uras osmofilas 2 3 5 2 10 10°

{*) Para los de consumo directo. Para los gue requisren dilucion para su analisis m=<10

6.3 Miel, Jalea Real y similares

Agentes microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m A
Aerobios mesofilos 1 3 5 3 107 10"
Anaerobios sulfilo reductores 5 5 10° 10°
[Mohos ] 3 5 2 10 10
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|6.4 Productos relacionados a la miel {polen, polimiel, propaolio, otros)

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m B
Aerobios mesofilos 1 3 L 3 10° 10°
Maohos 2 3 5 10 107
Eschenichia coli G 3 L] 1 3 10

7. FRODUCTOS DE CONFITERIA.

7.1 Chocolates de leche, chocolate blanco, chocolate para taza, chocolate de cobertura con o
sin relleno (bombones, tejas y chocotejas)

Agente microbiano Categoria| Clase mn C Limite por gr.
m M
[Mahos () 5 3 5 F 0 10
Escherichia coli i 3 L 1 3 10
Salmonella s5p. 11 2 10(**) L] Ausencial2i g —-
(*) Solo en el caso de chocolates rellenos

(**) Hacer composito para n = 5.

T.2 Caramelos duros (sin rellena)

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por gr.
m M
Aerobios Mesdfilos 2 3 5 2 10" Sx10°
[Maohos 2 3 5 2 10 510

7.3 Caramelos blandos, semiblandos y duros con relleno, goma de mascar, marshmellows y
otros productos de confiteria con o sin relleno.

Agente microbiano Categoria| Clase mn C Limite por gr.
m B
Berobios Mesofilos 2 3 5 2 10° 107
[Mohas Z 3 5 2 50 KPRl
7.4 Turran blando o durc de confiteria
Agente microbiano Categoria| Clase mn c Limite por gr.
m B
[Mchos 2 3 5 z 107 30
Staphylococcus aursus () ] 3 5 1 10 10
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencial2h g -

("} Sdlo para producios gue contienen leche

7.5 Cocoa, torta de cacao, pasta de cacao o licor de cacao

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por gr d mlL

m ]

Aerobios mesofilos 2 3 L] 2 10° 10°
Maohos 3 3 5 1 10° 3107

Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencial2h g -

8. PRODUCTOS DE PANADERIA PASTELERIA, GALLETERIA Y OTROS.

8.1 Productos de panaderia y pasteleria con o sin relleno yl'o cobertura gque no requieren
refrigeracion (pan, galletas y panes enriquecidas o fortificadas, tostadas, bizcochos, paneton,
queques, galletas, obleas, otros similares)
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Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
[Mches 5 a 5 2 10° 10°
Exzcherichia coll ) il 3 5 1 3 20
Staphylococcus aursus [°) ] 3 5 1 10 10°
Clostndium perfingens (%) B 3 5 1 10 10°
Salmonella sp. °) 10 2 L] i} AusencialZh g -—ee-

(") Para productos con relleno

(**} Adicicnalments para producios con rellenos de came ylo wvegetales

18.2 Productos de pasteleria dulce y salado que requieren refrigeracion (pasteles, tortas,
empanadas, otros similares)

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
[Mohes 3 3 5 i T 107
Eschenchia col B 3 5 1 10 20
Staphylococcus aureus B 3 5 1 10 107
Clostridium perfingens () B 3 5 1 10 10°
Salmonella sp. 10 2 5 [} AusencialZh g —-

(") Para aquellos producios con rellenos de came ywo vegetales

9. ALIMENTOS PARA REGIMENES ESPECIALES

9.1 Preparaciones en polve para lactantes. (Férmula para lactantes como sucedaneos de la
leche materna)

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.

m M
ABrobios mesoflos ] 3 5 2 T 0
Coliformes G 3 ] 1 <3 20
Emterobhacieriaceas B 3 5 1 =10 10°
Staphylococcus aureus B 3 5 1 =3 10
Bacillus cersus B ] 5 1 =107 10°
Salmonella sp. 12 2 B0{*) 1] Ausencial2h g -

("} Hacer compdsito para analizar n=5.

9.2 Producto cocido de reconstitucién instantidnea destinado a nifies entre 6 a 36 meses
l{papilla y similares)

Agentes microbianos Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobios mesoilos 3 3 5 1 10" 107
|Mchos 5 3 5 2 10~ 107
Levaduras 2 3 5 2 10° 107
[Coliformes 5 3 5 1 0 10
Staphylococcus aureus a8 3 5 1 10 10°
Bacilus cersus 0 3 10 1 10° 107
Salmonelia sp. 15 2 ] [1] Ausencial2b g -

("} Hacer compdsito para analizar n= 5

9.3 Productos cocide de reconstitucion instantanea, como enriguecidos lacteos, sustitutos
Iléclms-. mezclas fortificadas, otros similares.

| Apgentes microbianos Categoria| Clase | n | ¢ | Limite por g.
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m M
Aerobios mesoiilos 3 3 5 1 0" 0
[Mohes B ] 5 1 107 10°
Levaduras 3 3 5 1 107 10°
Coliformes B 3 5 i 10 10°
Staphylococous aureus B 3 L1 1 10 107
[Bacilus cereus B 3 5 1 10 0
Saimonells sp. 12 2 20 (%) 0 Ausancial2h g —

{*)} Hacer compdsito para analizar n= 5

|harinas, otros similares.

9.4 Productos crudos deshidratados y precocidos que reguieren coccidn, como hojuslas,

Agentes microbiano Categoria| Clase mn C Limite por g.

m [

Aerobios mesdfilos 2 3 5 2 10° 10

[Mohos 5 ] 5 2 0 o
Levaduras 2 3 5 2 10° 10°

Coliformes 5 3 5 2 10° 10°

[Eaciluz cereus B 3 5 1 v i
Salmomella sp. 10 2 5 a0 Ausencial2i g -

9.5 Preducto cocido de consumo
otros similares.

directo, como extruidos.

, expandidos, hojuela instantanea,

Agentes microbiano Categoria| Clasa [ C Limite por g.
m B
Aerobios mesdfilos 3 3 L 3 10" 10°
[Mahos 5 3 5 2 10" 10
Levaduras 3 3 5 2 10¢ 10°
Coliformes 5 3 5 2 10 107
[Bacillus cereus B 3 5 1 10" 0
Salmomella sp. 10 2 5 a Ausencia2i g -
9.6 Productos dietéticos que requieren reconstitucién para su consumao
Agentes microbiano Categoria| Clase ) c Limite porg.
m B
Aerobios mesofilos 1 3 5 1 10° Sx10°
[Mohos (*) 2 3 5 2 10 3210
Coliformes i 3 5 i <3 10
Staphylococcus gureus a 3 5 i =3 10
Salmamella sp. 10 2 5 a Ausancial2i g -
(") Para productos gue contengan cereales.
9.7 Productos dietéticos que requieren coccién antes de su consumo
Agentes microbiano Categoria| Clase ) C Limite por g.
m B
Aerobios mesdfilos 3 L 2 10° 10
|I'-.-1-::-hc|5 ") 3 5 2 10° 10°

127




Staphyococcus aureus 8 L1 1 <3 10
Sadmonella sp. 10 2 5 [} Ausencial2h g -
(") Para producios gue contengan censales.

9.8. Productos dietéticos listos para su consumo no comprendidos en los anteriores

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m ]

Aerobios mesofilos 2 3 5 ] 0 10
IMohos (%) 2 3 5 2 10 Jx10r
Staphylococcus suUreus B 3 5 1 =3 10
Salmonslls 5p. 10 2 5 L] Ausencial2i g -—--

("} Para producios gue contengan censales.

cerrados

0.9, Productos tratados termicamente esterilizados y envasados en recipiente herméticamente

[para el Grupo 20. Conservas.

Deben estar exenfos de microorganismos capaces de proliferar en el producto en condiciones
nomales no refrigeradas de almacenamienio y distribucion. Procede aplicar lo establecido sefialado

10. CARNES ¥ PRODUCTOS CARNICOS.

10.1 Carne cruda, refrigerada y congelada de ave (polla, gallina, pavo, pato, avestruz, otras)

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
&erobios Mesdfilos (30 °C) 2 3 5 2 10° 10°
Salmonslls 5p. 10 FJ 5 [i] AusencialZh g P
10.2 Carne de ave precocida congelada, que requiere tratamiento térmico antes de su
CONSUMD.
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Staphylococcus aureus 8 3 5 1 10° 107
Salmonslls 5p. 10 2 5 L] Ausencial2i g e

10.3 Came cruda, refrigerada y co
equinos, ofros.

ngelada d

e bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, camélidos,

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m b
Aerobios Mesofilos (30°0) F] 3 L] 2 10 10
Satmonslla sp. 10 2 L i} AusenciafZ2bg| ...
10.4 WVisceras refrigeradas y congeladas de aves, bovinos, otros.
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m b
Aerobios Mesofilos (30°C) 2 3 ] 2 10 10
Eschenchia coli 5 3 5 2 50 Sx10°
Salmonslla sp. 10 2 L [} Ausencial2h g e
10.5 Apéndices refrigerados y congelados (cabeza, lengua, patas y cola)
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m b
A erobios Mesohlos {30°C) 1 3 5 3 510 10
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Salmonslla sp. [ 10 | 2 | &5 | 0 JAusencia25g| -—
10.6 Cames crudas picadas y molidas
Agenta microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.

m B
Aerobios Mesdfilos (30°C) 2 3 5 2 10" 10"
Eschenchia col 5 3 ] 2 50 Sx10°
Saphylococcus aureus T 3 5 2 10° 10°
Salmomnella sp. 10 2 L 0 Ausencial2d g .-
Eschenchia coli 0157:HT 10 2 L [1] AusencialZh g -

10.7 Preparados de carnes refrigeradas o

y otros empanizados o aderezados)

Congeladas (hamburguesas, milanesas, croguetas

Apgenta microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B

Aerobios Mesdfilos (30°C) 2 3 5 2 10" 107
Escherichia coli G 3 5 1 50 Sx 100
Staphylococous aureus 8 3 L 1 10° 10°
Clostridium perfnngens () 5 3 5 2 10 10°
Satmonella sp. 10 2 L] 0 Ausencial2h g nema
Eschenichia coli 0157:HT 10 2 5 [1] Ausencia25 g -

{*) Sdlo para productos con embalaje, pelicula

lugar de aanbios mesdfilos.

imparmeaable o atmdsfara m

odificada o al vacio en

10.8 Carnes secas, seco-saladas (charqui, chalona, cecina)
Agenta microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
Staphylococous aureus B 3 i 1 o0 107
Clostridium perfringens 6 3 5 1 107 10°
Salmomnella sp. 10 2 L 0 Ausencial2h g [
10.8 Embutidos crudos (chorizos, salchicha tipo huacho, otros) y Piezas carnicas crudas
curadas {jamdn serrang, jamén crudo, panceta, ofros)
Agenta microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
Aerobios mesofios (30" C) 1 3 5 3 10" 10
Escherichia coli i 3 5 i 50 aliy
Staphylococous aureus & 3 5 1 10¢ 10°
Clostridium perfringens B 3 i 1 io0° 10°
Salmaonelia sp. 10 2 i L] Ausencial2s g -
10.10 Embutides crudos madurados (chorzos, salami, salchichdn, otros)
Agenta microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m B
Staphylococcus aureus 8 3 5 1 10 10°
Clostridium perfningens G 3 L 1 10° 10°
Sedmaonella sp. 10 2 5 [1] Ausancial2s g -—-

10.11 Embutidos con tratamiento térmico (Curados: jamén inglés, tocino, costillas, chuletas,
otros. Escaldados: hot dog, salchichas. Fiambres: jamonada, mortadela, pastel de jaman,
pastel de carne, longaniza, otros. Cocidos: gqueso de chancho, morcilla, relleno, chicharrén de

prensa, paté, otros)

Agenta microbiano
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m M
AErobios mesofilos 3 3 5 1 5% 107 S 10
[Escherichia cob 5 3 5 1 10 107
Staphylococouws aureus i 3 53 i 10 107
Clostridium perfingens ] 3 L] i 10 10°
Satmonella sp. 10 2 L] 0 Ausencial2h g -
Lisferia monocylogenes 10 2 5 0 Ausencial2i g -

11. PRODUCTOS HIDROBIOLOGICOS.

ahumados en frio)

11.1 Productos hidrobiclogicos crudos (frescos, refrigerados, congelados, salpresos @

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m [
Aerobios Mesdfilos (30 "C) 1 3 L] 3 5 x 10° 10°
Eschenchia col 4 A 5 3 10 107
Saphylococous aweus T 3 5 2 10° 10°
Satmonella sp. 10 2 5 0 Ausencial2h g e
11.2 Producto hidrobiclégico precocido y cocido [congelades o refrigerado)
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Agrobios Mesoilos (30 "C) 2 3 5 2 TN 0
Eschernichia col 5 3 ] 2 10 107
Saphylococcus aweus f 3 ] i 107 10°
Salmonsella sp. 10 2 L] [i] ALSEnCia/Z5 g -
11.3 Moluscos bivalvoes crudos  (frescos, refrigerados o congelados)
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobios Mesoilos (30 "C) i 3 5 3 Sx 10 0"
Eschenichia col i 2 5 L] 230 /100 g. -—-
Saphylococcus aweus T A 5 2 107 10°
Salmonella sp. 10 2 ] [1] ALSeNcialzs g| ——
114 Productes hidrobielégicos ahumades en caliente.
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m M
Aerobios Mesdfilos 1 3 5 3 10 10°
[Enterobaclenaceas 4 3 ] 3 10° 10
Staphylocococuws aureus T | L] 2 10 iy
Clostnidium perfnmgens i} 3 5 1 10 10%
Salmonella sp. 10 2 5 LI Ausencial2h g -
11.5 Productos hidrobiolégicos secos, seco-salados y salado.
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobios mesoilos 1 3 5 3 10° 10°
[Mohos 3 3 5 1 10° 0
[Levaduras 3 3 5 1 10° 10°
6
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Enterobacieriacess 4 3 5 3 10 10°
Clostridium perfringens B 3 5 1 10 100
11.8 Productos hidrobiolégicos empanizados, crudos y congelados.

Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.

m M
Aerobios Mesdfilos 1 3 5 3 Sxi0” 10°
Eszcherichia coll 4 3 L] 3 10 10°

Staphylococcus aureus 7 3 L 2 10° 107
11.7 Productos hidrobiclégicos, empanizados, precocidos y cocidos, congelados.
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.

m M
AErobios Mesonlos 2 3 5 2 10 10°
Escherichia coll 5 3 5 2 10 10°

Staphylococous aureus B 3 5 1 10° 10°
11.8 Productos hidrobiclégicos deshidratados (concentrados proteicos, harinas y otros de
consumo humanao)

Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.

m M
|Mohos 2 3 5 2 10° 10°
Levaduras 2 3 5 2 [} 10°
Enterobacieriacess 5 3 5 2 10 10°
Sadmonells sp. 10 2 5 0 AusencialZb g nmn
12. HUEVOS ¥ OVOPRODUCTOS.

12.1 Huevos con cascara
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por miL

m M
Asrobios Mesdfilos (%) 2 3 5 2 10 10"
Saolmaonelis sp.(*) 10 2 5 0 AusencialZh g -neen
(") Determinacian en el contenido del huewao
12.2 Huevo (clara ylo yema) y ovoproductos pasteurizados, liquidos, congelado ylo
deshidratados.

Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g. o mL

m M
Aerobios Mesofilos 2 3 L] 2 5x107 10°
|ilohos () 2 3 5 2 10 10°
Coliformes 5 3 5 2 10 10°
Salmonells sp. 10 2 5 [1] AusencialZh g mmen
(") Sdlo para productos deshidratados
13. ESPECIAS, CONDIMENTOS ¥ SALSAS
13.1 Mayonesa y otras salsas a base de huevos.

Agentes microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.

m M
Aerobios Mesofilos 2 3 5 2 10 5x 107
Levaduras 2 3 5 2 10 10°
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Staphylococcus aureus B 3 5 1 10 10°
Salmonella sp. 10 2 5 1] AusencialZh g -
13.2 Salsas (de tomate, picantes, de soya, de tamarindo, de mostaza) y aderezos.
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g & mL
m 1]
|Mahes 2 3 5 2 10° 10°
Levaduras 2 3 5 2 107 10°
Coliformes 5 ] 5 ] 10° 10°
13.3 Especias y condimentos deshidratados
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Aerobios Mesofilos esporulados 2 3 5 2 10" 10°
IMohos 5 3 L] 2 10° 10
[Coliformes 5 3 5 2 0" 0
Eachevichia coll [°) 5 3 5 2 10 107
Salmonells sp. 10 2 5 1] AusencialZh g -
(") Sdlo para los productos de consumo directo
14. FRUTAS, HORTALIZAS, FRUTOS SECDS Y SIMILARES.
14.1 Frutas y hortalizas frescas. | sin ningin tratamiento)
Agente microbiano Categoria| Clase [ c Limite por g.
m (1
Ezchevichia coll 5 3 5 2 10° 10°
Saimonells sp. 10 2 5 1] AusencialZh g -

14.2 Frutas y hortalizas frescas semiprocesadas (lavadas, desinfectadas, peladas, cortadas ylo

|precocidas), refrigeradas yio congeladas.
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite paor g.
m B
Berobios Mesoflos 1 3 5 3 10° 107
Ezchevichia col 5 3 5 2 10 10°
Salmonella sp. 10 2 5 1] AusencialZh g -
Lizteria monocytogenss [°) 10 2 5 L] Ausencial2i g e

(") Solo para frutas y hortalizas de tiema (a excepcidn de

las precocidas).
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14.3 Frutas y hortalizas desecadas, deshidratadas o liofilizadas
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m [T}
|Maohos 3 3 5 1 10 10°
Levaduras 3 3 5 1 10 10°
Eachevichia col 5 3 5 2 10 Sx10¢
Salmonella sp. 10 2 5 1] AusencialZh g -
14.4 Frutas y hortalizas en vinagre, aceite o salmuera o fermentadas
Agente microbiano Categoria| Clase n c Limite por g.
m M
Levaduras 3 3 5 1 10" 10
18



almendras, otros).

14.5 Frutos secos (datiles, tamarindo, otros) y Semillas (castafias, mani, pecanas, nuez,

Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m 2]
IMohos 3 3 5 1 10 107
Levaduras 3 3 L 1 10 10°
Eschenchia coli 5 3 L] 2 10 10¢

15. COMIDAS PREPARADAS

refrescos, otros).

15.1 Comidas Preparadas sin tratamiento térmico (ensaladas crudas, mayonesas, salsa de
papa huancaina, ocopa, postres, jugos, otros). Comidas preparadas que llevan ingredientes
con y sin tratamiento térmico (ensaladas mixtas, palta rellena, sandwiches, cebiche, postres,

Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g. @ mL

m B

Berobios Mesotlos 2 3 5 2 i0 10°

Coliformes 5 3 5 2 107 10°

Staphylococcus aureus. 5 3 5 2 10 100

Escherchia coli 5 3 [ 2 10 10°
Salmomella sp. 10 2 ] 0 Ausencia25g| ——

15.2 Comidas preparadas con tra
|postres cocidos, armroz con leche,

tamiento térmico (ensalada
Mazamorra, otros)

s cocidas, guisos, arroc

a8,
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Agente microbiano Categoria| Clase mn C Limite por g. & mL
m M
Aaerobios Mesofilos 2 3 L] 2 10 10°
Coliformes 5 3 5 2 10 10°
Staphylococcus aureus. i 3 5 i 10 100
Ezchevichia coli i 3 5 i =3 -
Salmomella sp. 10 2 5 0 Ausencia25g| ———
16. BEBIDAS.
16.1 Bebidas jarabeadas y no jarabeadas carbonatadas.
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por mL
m M
Aerobios mesofilos 2 3 5 2 10 50
[Maohos 2 3 5 2 5 10
Levaduras 2 3 ] 2 10 30
16.2 Bebidas jarabeadas y no jarabeadas no carbonatadas (zumos, néctares, extractos y
|productos concentrados)
Agente microbiano Categoria| Clasea m C Limnite por milL
m [T}
Aasrobios mesdfilos 2 3 5 2 10 100
IMohios 2 3 5 2 1 10
Levaduras 2 3 5 2 1 10
Coliformes 5 2 5 L] =22 ——
16.3 Agua mineral, Agua de mesa, hielo.
Agente microbiano Categoria| Clase | n | ¢ | Limite por mL




m B
Bacterias Heterobrdficas 2 3 L] 2 10 50
Coliformes 5 2 5 1] =22 e
Pzeudomaonas seruginosa 10 2 L] a Ausencia 100 mL| —-
17. ESTIMULANTES ¥ FRUITIVOS.
17.1 Café y Sucedaneos de café

Agente microbiano Categoria| Clase [ c Limite por g.

m M
Maohos 3 3 5 i id 107
Bacilus cereus (°) a 3 L] 1 lix o

{*) Para sucedansos de café

17.2 Hierbas de uso alimentario para infusiones (t&, mate, manzanilla, boldo, otros)

Agente microbiano Categoria| Clase mn c Limite por g.
m M
|Mohos 3 3 5 1 10 107
Enterobacteriacess 5 3 3 2 10 107

18. SEMICONSERVAS

18.1 Semiconservas de pH = 4.6.

Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m M
Aerobios mesdfilos 3 3 5 1 10 10°
Maohas () 3 3 ] 2 il 107
Levaduras (*) 3 3 5 2 10 i0*
Enterohacleriaceas 5 ] 5 2 0 i
Staphylococcus aureus () i 3 L 1 10 107
Clostridium perfrimgens B 3 5 i 10 107
Salmonella sp. 10 2 L] L] Ausencial2b g. e
{*) Solo para semiconservas de ongen vegetal
{**) Solo para semiconservas de origen animal
18.2 Semiconservas de pH < a 4.8
Agente microbiano Categoria| Clase n C Limite por g.
m M
Bacterias dcido lacticas 3 3 5 2 0 107
|Mohos 3 3 5 2 0 10°
Levaduras 3 3 ] 2 10 10°

10. CONSERVAS.

19.1 Alimentos de baja acidez, de pH = 4.6 procesados térmicamente y empacados en envases
sellados herméticamente (de origen animal, algunos vegetales, guisados, sopas)

Analisis Plan de muesirao Aceptacion Rechazo
n C
Prueba de Esterilidad Comercial(*) B ] Estéril Mo estéril
Comercialmente Comercialmente

0
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("} De acuerdo con Métodos Mormalizados & métodos descritos por Organizaciones con credibilidad
internacional tales como la Asociacidn Oficial de Quimicos Analiticos (ADAC), & Asociacidn
Americana de Salud Publica (APHA) sobre Prueba de Esterilidad Comercial. considerando las
temperaturas, tiempos de incubacidn e indicadores microbiolégicos del mencionado método, los
cuales deben especificarse en el Informe de Ensayo.

Mota 1: La prueba de esterilidad comercial se realiza en envases que no presenien ningln dafecio
wisual. Si luego de la incubacidn el producto presenta alguna alteracidn en el olor, color, apariencia,
pH, &l producio se considerara "Mo estérnil Comercialmenta®.

Mota 2: Sitras la inspeccidn sanitana resulta necesano tomar muestras de unidades defectuosas
para determinar las causas, se proceders con el Método de analisis microbioldgico para determinar
las causas microbioldgicas del deterioro seglin metodos establecidos en el Codex Almentarnius,
Manual de Bacteriologia Analitica BAM de la Administracion de Alimentos y Drogas FDA & Asociacion
Amencana de Salud Pablica APHA.

18.2 Alimentos acidos (ej. Frutas y hortalizas en conserva, compotas, jaleas, mermeladas) y
Alimentos de baja acidez acidificados (ej. alcachofas, frijoles, coles, coliflores, pepinos)

de pH < 4.6, procesados térmicamente y en envases sellados herméticamente.
Analisis Plan de muesireo Acaptacion Rechazo
n C
Prueba de Esterilidad Comercial(*) 5 0 Estéril Mo estéril
Comercialmente Comercialmentes

("} De acuerdo con Métodos Mormalizados & métodos descritos por Organizaciones con credibilidad
internacional tales como la Asociacian Oficial de Quimicos Analiticos (ADAC), & Asociacian
Americana de Salud Publica (APHA) sobre Prueba de Esterilidad Comercial. considerando las
temperafuras, tiempos de incubacidn & indicadores microbiolagicos del mencionado métoda, los
cuales deben especificarse en el Informe de Ensayo.

Mota 1: La prueba de esterilidad comercial se realiza en envases que no presenien ningln dafecio
wisuwal. Si luego de la incubacion el products presenta alguna alteracion en el olor, color, aparencia,
pH, &l producio se considerara "Mo esténl Comercialments®.

Mota 2: 5itras la inspeccidn sanitana resulta necesario tomar muestras de unidades defectuosas
para determinar las causas, se procedera con & Método de analisis microbiol&gico para determinar
las causas microbioldgicas del deterioro segin matodos establecidos en el Codex Alimentarnius,
kanual de Bacteriologia Analitica BAM de la Administracion de Alimentos y Drogas FDA & Asociacion
Amencana de Salud Pablica APHA.

DISPOSICIONES FINALES

Primera: Queds derogado el documanto "Criterios Microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad
para los alimentos y bebidas de consumo humano®, aprobado por Resolucidn Ministerial N® 615-
2003-5A/DM, toda vez que la presente Morma Sanitaria lo actualiza.

Tercera: La Autoridad Sanitaria del nivel nacional, regional y local supervisara el cumplimiento de
la aplicacidn de la presente norma sanitania en resguardo de la salud pablica.

Cuarta: La Autoridad Sanitaria podra realizar muestreos y analisis adicionales con el fin de
daefectar yo cuantificar ofros microorganismos. sus toxings o metabolitos. ya sea a efectos de
verificar procesos, de evaluar riesgos, con fines epidemioldgicos, de rastreabilidad, por denuncias y
operativos, entre otras necesarias para el resguardo de la salud pablica.
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Anexo
Definiciones

Alimentos aptos para consumo humamno: Alimentos que cumplen con los criterios de calidad
sanitaria e inocuidad establecidos por |a norma sanitaria, cuyo consumo no causard daflo a la
salud del consumidaor.

Aliments o Bebida: Toda sustancia elaborada, semielaborada o en bruto, que se destina al consumo
humano, incluidas las bebidas, el chicle y cualesquiera otras sustancias que se utilicen en la
elaboracion, preparacion o tratamiento de "alimentos”, pero no incluye los cosmeticos, el tabaco ni
las sustancias que se utilizan inicamente como medicamentos.

Alimentos para regimenes especiales: Alimentos elaborados o preparados especialmente para
satisfacer necesidades determinadas por condiciones fisicas o fisioldgicas particulares. La
composicion de esos alimentos es fundamentalmente diferente de la composicidn de los alimentos
ordinanos de naturaleza andloga. Estan incluidos los alimentos infantiles, los destinados a
Programas Sociales de Alimentacion (PSA), alimentos dietéticos.

Alimento dcido: Todo alimento cuyo pH natural sea de 4,6 o menar.

Alimentos de baja acidez: Todo alimento, excepto las bebidas alcohdlicas, en el que uno de
los componentes tenga un pH mayor de 4,6 y una actividad de agua mayor de 0,85.

Alimente de baja acidez acidificade: Todo alimento que haya sido tratado para obtener un pH de
equilibric de 4,6 o menor, después del tratamiento trmico.

Calidad Sanitaria: Es &l conjunto de reguisitos microbioldgicos, fisico-guimicos y onganolépticos
gue debs reunir un alimento para ser considerado apto para el consumo Humanio.

Alimente en conserva: Alimento comercialmente estéril y envasado en  recipientes
herméaticamente cemrados.

Criterio microbiolégico: Define |la aceptabilidad de un producto o un lote de un alimento basada
en la ausencia o presancia, o en la cantidad de microorganismos, por unidad de masa, volumen,

superficie o lote.

Esterilidad Comercial: Condicidn de un alimento procesado térmicamente obtenida por:

{1} Aplicacion de calor gue hace que el alimento esté libre de: (a) Microorganismos capaces de
reproducirse en el alimento bajo condiciones normales de almacenamiento y distribucion no
refrigeradas; y (b} Microorganismos wiables (incluyendo esporas) de importancia para la salud
piiblica; o

{ii) Control de la aclividad de agua y la aplicacidon de calor, que hace que el alimento esté libre de
microorganismos capaces de reproducirse en el mismo, bajo condiciones normales (no
refrigeradas) de almacenamiento y distribucion.

Hortaliza: Es el componente comestible de una planta gue incluye, tallos, raices, tubérculos,
bulbos, flores y semillas.

Inecuidad: Garantia de que los alimentos no causaran dafio al consumidor cuando se preparen y
consuman de acuerdo con &l uso a que se destinan.

Jalea real: E=s una secrecion fluida que elaboran las abejas obreras en sus glandulas faringeales a
partir de miel, néctar vy agua que recogen del exierior, mezcléndola con salive, hormonas y

[
l
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vitaminas en su interior. El producio se presenta como una emulsion semifluida, de color blancuzco
o blanco amarillento, de sabor Acido ligeramente picante, absolutamente no dulce, de olor fendlico
y con reaccion claramente acida (pH 3,5-4,5). La wilizan para alimentar a las larvas de la
colmena durante sus fres primeros dias de edad y a la reina durante toda su vida.

Leche UHT {Ulkra High Temperature) o UAT (Ulira Alta Temperatura) o Leche larga vida: Es el
producio obtenido mediante proceso térmico en flujo continuo a una temperatura entre 135 "C a
150 "C y tiempos entre 2 a 4 segundos, aplicado a la leche cruda o termizada, de tal forma que se
compruebe la destruccion eficaz de las esporas bacterianas resistentes al calor, seguido
inmediatamente de enfriamienio a temperatura ambiente y envasado aseplico en recipientes
estériles con barmeras a la luz y al oxigeno, cerrados herméticamente, para su posterior
almacenamienta, con el fin de que se asegure la esterlidad comercial sin alterar de manera
esancial ni su valor nutritive ni sus caracieristicas fisicoquimicas y organolépticas, la cual puede ser

comercializada a temperatura ambiente.

Leche ulirapasteurizada: Es el producto ocbtenido mediante proceso t@mico en flujo contindo con
una combinacién de temperatwra entre 135 "C 8150 "C y tiempos enire 2 a 4 segundos, aplicado a
la leche cruda o termizada, seguido inmediatamente de enfriamiento hasta la temperatura de
refrigeracidn y envasado en condiciones de alta higiene, en recipientes previamenie higiznizados y
cerrados hermeticamente, de tal manera que s& asegure la inocuidad microbioldgica del producto
sin alterar de manera esencial ni su wvalor nufritivo, ni sus caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas, la cual geberg ge iciones de reffgergcio

SEEREL I B e e e g e e e IO

Lote: Es una cantidad determinada de producio, supuestamente elaborado en condiciones
esencialmente iguales cuyos envases tiensn, normalmente, un codigo de lote gque identifica la
produccidn durante un intervalo de tiempo definido, habitualmente de una linea de produccidn, de
un autoclave u otra wnidad critica de procesado. En el sentido estadistico, un lofe se considera
como un conjunto de unidades de un producto del que tiene que fomarse una muestra para
determinar la aceptabilidad del mismao.

Miel: Sustancia dulce natural producida por las abejas obreras a partir del nectar o exudaciones de
oiras partes vivas de las flores o presentes en ella, que dichas abejas recogen, fransforman y
combinan con susiancias especificas propias, almacenan y dejan en lo panales para gue sazone.
La miel s& compone esencialmente de diferentes azdcares, predominantemente glucosa y fructosa:
su color varia de casi incoloro a pardo oscuro ¥ su consistencia puede ser fluida, viscosa o
cristalizada, total o parcialments. Su sabor y aroma reproducen generalmente los del 8 planta de la
cual procedean.

Pasteurizacion: Tratamiento térmico aplicado para conseguir la destruccion de microonyanismos
sensibles al calor; se emplean temperaturas inferiores a 1007 C, suficientes para destruir las formas
vegetativas de un buem ndmerc de microorganismos patégenos y saprofitos. Las bacierias
esponuladas y ofras denominadas termoresistentes, normalmente sobreviven a este proceso. El
proceso de pasteurizacion no es sindnimo de esterilizacidn, porgue no destreye a ftodos los
microorganismos. Muchos alimentos, como bebidas, se pasteunzan; la leche es el ejemplo mas
cl&sico, su caducidad es corta y requieren ser conservados en frio.

Plan de muestreo: Establecimientos de crilerios de aceplacion gue se aplican a8 un loie,
basandose en el anilisis microbioldgico de un nimero reguendo de unidades de muestra. Un plan
de muesirec define la probabilidad de deteccidn de microorganismos en un loe. 5e deberd
considerar que un plan de muesireo no asegura la ausencia de un deferminado organismo.

Riesge: Funcidn de probabilidad de gue se produzca un efecto adverso para la salud y da la
gravedad de dicho efecto, como consecuencia de la presencia de un peligro o peligros en los
alimentos.
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Anexo N° 4: ficha de recoleccién de datos de ensayos organoléptico y fisicoquimica de

la miel de abeja multifloral

Responsables: ... ..o
Laboratorio: ....... .o

Fecha: ..o,

EVALUACION FISICOQUIMICOS

i PRUEBA PRUEBA
PARAMETROS PRUEBA N°1 N°D N°3 RESULTADO

DENSIDAD
HUMEDAD

PH

CENIZA
ACIDEZ TOTAL

GLUCOSA, FRUCTOSA

HIDROXIMETILFURFURAL
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Anexo N° 5: resultados de andlisis fisicoquimico

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

Ry

>

UNIDAD DE PRESTACION DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICO
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE QUIMICA

INFORME DE ANALISIS
N20557-23-LAQ

SOLICITANTE : ISAURA ACHAHUI CHUCTAYA
ALEXANDER HUAMAN QUISPE
MUESTRA ¢ MIEL

1.- MIEL DE EUCALIPTO
2.- MIEL MULTIFLORAL

FECHA : C[21/12/2023
ANALISIS FISICOQUIMICO:

| | OMIEL | MIEL

1 i | EUCALIPTO | MULTIFLORAL

_ Humedad % | 1598 | 16,58

| Ceniza % | 003 0,06

| Acidez Total meq/100 25,09 9,06
Hidroximetilfurfural m/100 0,62 188
Densidad Relativa 272C 1,44 1,42

Métodos: AOAC 962.37, AOAC 920.181, AOAC 729.52, AOAC 980.23 Y AOAC 962.37
Cusco, 29 de Diciembre 2023
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Anexo N° 6: Resultados de andlisis fisicoquimico de glucosay fructosa

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA - Pabelidn de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU contacie 5730055

RESULTADOS
Cusco 08 de Enero 2023
Solicitantes : Isaura Achaui Chuctaya, Alexander Quispe Huaman
Tipo de Analisis : Cuantificacién de Carbohidratos
Método : Cromatografia Liquida HPLC

Tipo de Muestras : Miel Eucalipto v Multifioral
Cantidad de Muestra : 2 frascos de vidrio con 30 gr aprox de cada uno

Almacenamiento 4G,
Repeticiones Promedio
Miel .
Eucalipto TR min 1 2 3 Yo
Fructosa  6.81 31.03250 3254240 3230524 32.20

Glucosa  7.561 45.66203  45.00770 4434218 45.33

Repeticiones Promedio

Miel .
Multifioral TR min 1 2 3 k]

Fructiosa  6.805 26.8087T4 2718450  26.58207 26.86
Glucosa 7.55 26.57544 2740131 27.00805 27.02
TR = Tiempo de ratencidn en minutos (cromatograma)

MNota: Se ha detectado Fructosa y Glucosa, la cuantificacidn se realizé mediante una
curva de calibracion multinivel de los estandares de Fruciosa y Glucosa, el contenido
se reporta como porcentaje presentes en la muestra.

Cromatograma

Al s ek gl T

Azul = :Esiam:lar '
Rojo = Muestra

e Chbquenaira Pari
Analinta dsl Lstorator de Cromsiografa y
Enpeoing ieirie - UNSAMG,
[

140



Anexo N° 7: NORMA TECNICA PERUANA 209.168
s lnaecopi

COMISION DE REGLAMENTOS TECNICOS Y COMERCIALES

NORMA TECNICA
PERUANA

INFTITUTE NACIONAL DE DEFENSA DE LA COMPETENCIA Y DE LA PROTEOCION D LA PROPIEDAD INTELECTUAL
Calfe Dt fir Proger 138, S Botpa Liwa - Perd Telf, 2247H00 Faz. 3203 d-met! posmazerSimdeons, gob pe RER: wins. indecop gob ge
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PREFACIO
A, RESENA HISTORICA

Al La presente Norma Técnica Peruana NTP fue elaborado por el Comité
Técenico de Normalizacién Especializado de Miel, mediante ¢l Sistema 4 de revision
utilizando el Sistema 1 de adopcidn, durante los meses de mayo a junio de 1999, utilizé
como antecedente la Norma Técnica del Codex Alimentarius CODEX STAN 12-1981,
Rev. 1 (1987) Miel.

A2 El Comité Técnico Especializado de Miel, presenté a la Comisién de
Reglamentos Técnicos y Comerciales - CRT, con fecha 99-09-30, ¢l PNTP 209.168:
1999 para su revision y aprobacién; oficializindose como Norma Técnica Peruana
NTP 209.168: 1999 MIEL. Definiciones, requisitos y rotulado, 2° Edicién el 4 de
noviembre de 1999. '

AJ La NTP 209.168: 1999 reemplaza a la NTP 209.168: 1980. Esta norma
presenta cambios cditoriales referidos principalmente a terminologia y ha sido
estructurada de acuerdo a las Guias Peruanas GP 001:1995 y GP 002:1995.

B. INSTITUCIONES QUE PARTICIPARON EN LA ELABORACION
DE LA NORMA TECNICA PERUANA

SECRETARIA INDECOPI
Liliana Herrera
Patricia Castro
Carmcla Morgan
SECRETARIO Agustin Martos
ENTIDAD REPRESENTANTE
AyAABEJASS.AC Haydeé Gonzilez
AGROPEC OXAMPAMPA EIRL Helmut Witting
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AMADED CABALLERO CAMAREMNA Amades Caballero
Amelia Caballero

APICOLA ABEJAS JUNGBLUTH Hans Junghbluth
ASOCIACION DE APICULTORES DEL PERU Francisco Garcia
ASPEC Cecilia Mendiola
Alicia Romdén
CEMAN Ana Maria Vera
Naney Carhusncho
CERPER Clandia Alzamora
DERIVADOS DEL MAIZ- DEMSA Tomiés Rossell
' Moario Fung
DIGESA Abraham Lingan
Monica Sarmienio
INASSA Celso Bazan
LA MOLINA CALIDAD TOTAL Luis Villegas
MIELES NATURALES SRL Céssar Cuglievan

MINISTERIO DE AGRICULTURA Josd: ¥
: Leonarde Adinaola

MINISTERIO DE INDUSTRIA TURISMO, Radl Flores
INTEGRACION ¥ NEGOCIACIONES
COMERCIALES INTERNACIONALES

NARBASA EIRL Ricardo Narvaee

SAT Cecilia Falla

SGS del PERU Juan Carlos Balbin
SOCIEDAD AGROCOMERCIAL DEL PERL Juan Carlos Ferninder
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA Monica Narrea
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NORMA TECNICA NTP 209168
PERUANA [ de 8

MIEL. Definiciones, requisitos v rotulado

1. OBJETO

Esta Morma Técnica Peruana establece las definicionss v requisitos que debe cumpliv 1a micl
destinada al consumo humano.

2, " REFERENCIAS NORMATIVAS

Las siguientes normas contienen disposiciones que al ser citadas en este texte, constituyen
requisitos de esta Norma Téenica Pervana. Las ediciones indicadas estaban en vigeneia en of
momento de esta publicacidn, Como ods norma esd sujeta a revision, se recomienda @
sguellos que realicen acuerdos en base a ellas, que analicen la conveniencia de wsar lus
ediciones recientes de las nomos citadas seguidamente. Bl Organismo Peruana de
Normalizacidn posee la informacion de las Normas Téenicas Peruanas en vigeneia en todo
monmento.

MNormas Téenicas Peruanas

2.1 NTP 209,172: 1999 MIEL. Determinacion del contemido de aicr
reducior,

22 NTP 209.171: 1999 MIEL. Deicominocion  del  contemdo  de
humedad.

23 KTP 209.173: 1999 MIEL. Determinacion del contenido aparente de
SOCHANTED.

2.4 NTPE 209.178: 1999 MIEL. Determinacitn del contenulo de salidos

insolubles en agua.
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NORMA TECNICA NTP 209163
FERUANA 2des

2.5 NTP 200.175: 1999 MIEL. Determinacidn  del contenido  de
sustancing minerales (cenizas),

60 NT Z09.174: 1999 MIEL. Determinacion de la acides.

2.7 NTE 200,177 19%4 MIEL. Determinacion de la actividad de la
diastasa.

2.8 NTP 20,1 76: 1999 MIEL. Determinacion de Hidroximetilfurfural.

Método espectrofilométnico

19 NTP 200.038: 1994 ALIMENTOS ENVASADOS. Rotulado
i CAMPO DE APLICACION
31 Fsta Norma Téenica Pervana se aplica a todas Jas micles asf como a todas las

formas de presentacion de la miel que se ofrecen para el consumao directo.

3.2 Esta MNorma Téenica Peruana se aplica también a la miel envasada (a granel)
fo destinads @ Lo vena ol por mener ¥ 2 1a iniel destinada al reenvasado para la venta al par
TTLCTIEN.

4., DEFINICIONES

4.1 micl: Es la sustaneia dulee naturnl producida por abejas obreras a partir del:
néctar de las florcs, seercciones de partes vivas de las plantas o de excreciones de inscetos
succionadores de plamas que quedan sobre partes vivas de las plantas; que las abejas
recagen, transforman ¥ combinan con sustancias especilicas propias, almacenan v dejon en
el panal para que madure ¥ oige,
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NORMA TECNICA NTP 209168
PERUANA Jde ¥

La miekse compone esencialmente de diferentes aziicarcs, predominantemente glucosa y
fructuosa. El color de la miel vara desde casi incoloro a pardo oscurp, Su consisiencia
puede ser fluida, vizcosa, total o parcialmente cristalizada. El sabor y ] aroma varian, pero
en peneral poses los de la planta de que procede.

4.2 Otras definiciones y denominaciones

Segin su origen

42.1 miel de flores o néctar: Es la que procede principalmente de los néctares de
las flores,
4.2.2 miel de miclada: Es la que procede principalmente de secreciones de las

partes vivas de las plantas o de excreciones quc los inscetos succionadores de plantas dejon
sobre las partes vivas de las plantas. Su color varia de pardo muy claro, o verdoso, a pardo
OSCILID,

Segin el método de elaboracidn

423 micl centrifugada: Es Ia obtenida mediante la centrifugacion de los panales
desopereuladns, sin larvas.

424 micl prensada: Es la obtenida mediante la compresion de los panales, sin
larvas, con o sin aplicacidn de calor moderado.

4.2.3 miel escurrida: Es la obienida mediante ¢l drenaje de los panales
desoperculados, sin larvas.

Segitn su presentacidn

426 La micl que satisface todos los requisitos establecidos en el capitlo 5 de
esta NTP, puede ser presentada de las siguientes formas:
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NORMA TECNICA NTP 200168

PERUANA

- 4ded

b)

<)

d)

<)

5.

miel: Micl en estade liquido o crstalizade o una mezcla de ambas;,

miecl en panal: Miel almacenada por la abejas en panales recién construidos,
gin larvas, v vendida en panales enteros cemados o secciones de tales
panalcs;

miel en trozos: Miel que contiene uno o més trozos de panales con micl;
miel cristalizada o granulada: Miel que ha experimentado wn proceso
natural de solidificacidn como conscoucncia de la cristalizacion de la
glucosa;

miel cremosa (o montada): Micl que tiene une estructura cristaling fina ¥

que puede haber sido sometida a un proceso fisico que le confiera esa
estructura v que Ia haga facil de untar,

REQUISITOS

Lu miel no deberd tener ningln sabor, aroma o contaminacion inaceplable

(véase 7.2 v 7.3) que haya sido absorbida de una materia extrafia durante su elabprocitn y
almacenamiento, La micl no debera haber comenzado a fermentar o producir eferveseencia,

3.2

La miel no deberd calentarse en medida tal que se menoscabe su

composicidn v ealidad esenciales,

53

invertido:
a)
b}

o)

Contenide aparenie de azacar reductor, caleulado como amicar

Mieles no indicadas a continuacidn 65 YL como minimao
Miel de mielada 60 % como minimo -
"Blackboy" (Xanthorrhoea preissii) 53 % como minimo
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PERUANA

NTP 209.168

54 - Contenido de humedad:

a)  Mieles no indicadas a continuacion
b)  Miel de brezo (Calluna)

c)  Micl de trébol (Trifolium)

5.5 Contcnido aparente de sacarosa:

) Mieles no indicadas a continuacion

b) Miel de mielada, mezclas de micl de
mielada y micl de flores, Robinia,
espliego, Citrus, Alfalfa, mcliloto,

"Red Gum" (Fucalyprus
camaldulensis), Acacia
"Leatherwood" (Eucryphia fucinda),
"Menzics Banksia" (Banksia
menziesit)

c) "Red Bell" (Calothamnus sanguineus
"White stringy bark" (Eucalyprus
scabra), "Grand Banksia" (Banksia
grandis), "Blackboy" (Xanthorrhoea
preissii)

5.6 Contenido de solidos insolubles en agua:

a) Mieles distintas de la miel prensada

b) Miel prensada
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23 % como maximo
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5 % como maximo

10 % coma maximo

15 % como maximo

0,1 % como maximo

0,5 % como mdximo
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NORMA TECNICA NTP 209.168

PERUANA 6dec8
5.7 Contenido de sustancias minerales (cenizas):

a)  Mieles no indicadas 2 continuacién 0,6 % como maximo

b)  Miel de mielada o una mezcla de miel 1,0 % como méximo

de miclada y micl de flores

58 Acidez: 40 miliequivalentes de acido
por 1600 gramos como maximo

5.9 Actividad de la diastasa: 3 como minimo
(Determinada despucs de claborada y
mezelada de acverdo con el capitulo 9)

5.10 Contenido de hidroximetilfurfural: 80 mg/kg como mdximo

6. ADITIVOS ALIMENTARIOS

No s¢ permite ninguno

2. HIGIENE

7.1 Se recomienda que los productos incluidos en las disposiciones de este NTP
se preparen de conformidad con las secciones pertinentes del Cédigo Internacional
Recomendado de Précticas - Principios Generales de Higiene de les Alimentos (CAC/RCP
1 - 1969, Rev. 2 (1985), Volumen 1 del Codex Alimentarius).

v

T2 La miel que s¢ ponga a la venta al por menor o que se utilice en cualquier
producto para consumo humano deberd estar exenta de moho visible ¥ de sustancias
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inoTpanitas ¥ orginicas extrafias a su composicidn, lales como insectos, restos de inseclos,
larvas o granos de arcna.

7.3 la miel no deberd conlener sustoncios  loxicas que denven de
micreorganismos o plantas on cantidades que puedan constituir un peligro para s salud,

8. ROTULADO

Ademids de las disposiciones de la NTP 209.038, se aplicarin los siguientes disposicioncs
especificas:

#.1 Mombre del alimento

8.1.1 Con la sujecidn a las disposiciones que figuran en ¢l apartado B.1.4, los
productos que satisfagan las disposiciones de la norma deberdn ser designados con el
témmino "miel”,

B.1.2 Minguna miel podrd desipnarse con una de las desominaciones que figuran
en ¢l apartado 4.2, a menos que ¢ ajuste a la descripeidn correspondiente gque figura en
dicho parrafo. Se indicaran las formas de presentacion descritas en el apartade 4.2.6 by, ),
d)y e

8.1.3 La micl podrd designarse con ¢l nombre de lo region geogritica o
topogtifica, si ha sido producida exclusivamente en el drea o que s¢ refiere la
denominacion,

R4 La micl podra designarse de acuerdo con su origen, ya seu dsie foral o de
plantas, si procede tetal o principalmente de esas fuentes en particular y si posee las
propiedades organolépticas, fisicoguimicas v microscopicas que corresponden a dicho
OTIgen.
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8.1.5 La miel que satisfaga las disposiciones de los apartados 3.3, b) v e), 54 b) ¥
5.5 b} v c) llevarda muy cerca de la palabra “micl” el nombre comin o el nombre botinico
de la fuente o las fuentes florales.

8z Romlado de envases no destinados a la venta al por menor

Ademas de los capitulos 4, 5 v 6.12.1.3 de la NTP 209038, se aplicarian las disposiciones
especificas sipuienics:

821 La informaciaon sobre rotulado que se especifica on este capitulo se facilitund
ya sea en el envase o en los documentos que lo scompafian, salvo que ¢l nombre del
praducto, la identificacion del lote, ¥ el nombre ¥ la direccidn del fabrcante o envasador
apareFcan en ¢l envase.

8.2.2 La identificacion del lote, y o nombre v la direccidn del fabricante o del
envasador, podrin ser sustituidos por una seflal de identificacion, a condicidn de que dicha
senal pueda identificarse claramente con los decomentos que acompafian al envase,

823 Los cmbalajes que contengan alimentos envasados en unidades poquefias
(véase el apartade 6. 10 de la NTP 200.038) deberin estar rotulado cabalmente.

a_ METODOS DE ANALISIS

Véase el capitulo 2 de la presente Norma Técnica Peruana.

10. ANTECEDENTE

CODEX STAN 12:1981  NORMA DEL CODEX PARA LA MIEL
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Anexo N° 8: Ficha de recolecciéon de datos de polifenoles totales por

espectrofotémetro UV

Lugar: ....cooviiiiiiin

Responsables: ........ccceeviieiinnnnns

Temperatura: ............ccceevievnnnn.
Fecha: ...
ACIDO FOLIN CARBONAT PROMEDIO
CONC ) METANOL VOLUMEN
N° GALICO CIUCALTEU | DE SODIO 7.5 ABSORBANCIA
(MG/ML) 80%(pL) TOTAL(uL)
(0.2 MG/ML) 10% %
1|blanco (Ol 1000 pl 5000 pl 4000 pl 10000 pl
2{1pg/ml |50l 950 pl 5000 pl 4000 pl 10000 pl
3|3 ug/ml 150 pl 850 pl 5000 pl 4000 pl 10000 pl
414 ug/ml | 250 pl 750 pl 5000 pl 4000 pl 10000 pl
5|7 pg/ml | 350 650 pl 5000 pl 4000 pl 10000 pl
6|9 ug/ml 450 pl 550 pl 5000 pl 4000 pl 10000 pl
7| Mm 5000 pl 4000 pl 10000 pl
8| Me 5000 pl 4001 pl 10000 l

Observaciones:
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Anexo N° 9: ficha de recoleccién de datos de flavonoides totales por

espectrofotémetro UV

Lugar: ....cooviiiiiiin

Responsables: .........ccccvvevieenann.n.

Temperatura: ............ccceevievnnnn.
Fecha: ...
) Cloruro | .
) quercetina Acido
Concentracion METANOL de ) Volumen
N° de 0.05 _ | acético ABSORBANCIA PROMEDIO
(ng/mL) 80%(uL) |aluminio total(uL)
mg/mL 50%
20 %
1 | blanco 0 pL 1000 pL 1000 uL | 100 pL | 2100 pL
210.7142 pg/mL | 30 pL 970 pL 1000 pL {100 pL | 2100 pL
3(1.1905 pg/mL | 50 pL 950 pL 1000 puL | 100 pL | 2100 pL
4(2.3810 ug/mL | 100 pL 900 pL 1000 pL | 100 pL | 2100 pL
513.5714 pg/Ml 150 pL 850 pL 1000 pL | 100 pL | 2100 pL
6]5.9524 ug/mL | 250 pL 750 uL 1000 pL | 100 pL | 2100 pL
718.3333 ug/mL | 350 pL 650 uL 1000 pL | 100 pL | 2100 pL
8 |Me 1000 pL | 100 pL | 2100 pL
8 | Me 1000 L | 100 pL | 2100 pL

Observaciones:
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Anexo N° 10: Resultados de andlisis de DPPH

UNIVERSIDAD MACIOMAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelldn de Control de Calidad
AV. De la Culiura 733 CUSCO-PERU contacio 573a0s055

RESULTADOS
Cusco, 15 de Marzo del 2023
Solicitantes . Isaura Achahui Chuctaya y Alexander Quispe Huaman
Tipo de Analisis : Determinacidén Capacidad Antioxidante
Métodos : Colorimétrico DPPH

Tipo de Muestras . Miel Multifioral v Miel de Eucalipto
Cantidad de Muestra : 2

Almacenamiento 14 °C.
Repeticiones Promedic
Trodox CI50  Trobox CI50
Muestra 1 2 3 4 5 ;mgiong umelinng e InRB
Miel de Eucaliplo 2.540 2468 2450 2425 2468 247 25.0 7.0
Miel Multifloral 3504 3400 3495 3407 3503 3.50 a5.4 469

Condiciones de Analisis por Espectrofotdémetro

Equipo . Espectrofotdmetro Génesis 20 Thermo Electron
Longitud de Onda - 917 nm
Celda de Lectura - Cubetas de Vidrio de 1cm

Ecuacion de la curva patron : y = 0.0592x + 0.0206, R* = 0.9914

MNota:

Los resultados obtenidos en la determinacidn de actividad antioxidante expresa el Coeficiente
de Inhibicidn al 50% (Cls o ICx) @n mg, pmoles equivalentas Trolox que estan presente en 100
gramos de muestra, los velores bajos poseen mayor actividad antioxidante™®, se incluye el
porcentaje de actividad antioxidante en el extracto obtanidao.

Referencia consultada

1. Brand-Wiliams W.. M. Cuvelier and C. Berset; (1997) Use of a8 Free Radical Method to Evaluate
Antioxidant Activity. Lebensm._ Wiss. U. Technol. 28, 25-30.

2. Matuszewska, A., Jaszek, M., Siefaniuk, D, Ciszewski. T.. & Matuszewski, £ (2018). Anticancer,
antiomidant, and antibacterial activities of low molecular weight binactive subfractions isolated from
cultwres of wood degrading fungus Cerena unicolor. PLOS OME, 13(8). e0197044.
hitps-idoi.org!10.1371/joumal pone 0197044

3. Morul Liza A-Rahaman, Lee Suan Chua. Mohamad Roji Sammidi, Ramlan Aziz (2013)
Physicochemical and radical scavenging activities of honey samples from Malaysia Agncultural
Sciences Vol 4, Mo.5B. 46-31.

4.  Philip Molyneux 2004, The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) fior esmating
antioxidant activity Songklanakarin J. Sci. Technol_, 26(2) - 211-219.

5. Pughese AG, Francsco A. Tomas-Barberan, Pilar Truchado, Maria | Genovese, Flavonoids,
Proanthocyanidins, Vitamin C, and Anfioxidant Activity of Theobroma grandifiorum (Cupuassu) Pulp
and Seeds J Agric Food Chem. 2013 Mar 20;61(11)2720-8. doi: 10.1021§f304340u.

6. Zhang. X., Yu, ¥., Cen. ¥, Yang, D.. Qi, Z, Hou, Z., Han, 5., Cai, Z., & Liu, K. (2018). Bivariate
Comelation Analysis of the Chemomatnc Profiles of Chinese Wild Salvia miltiorrhiza Based on UPLC-
Qqg-MS and AnBoxidant Activities. Molecules, 23(3), 538. hitps:Vdoiong/ 103300/ molecules2 3030538

Analisla del Laboratorio de Hml‘l-l ¥
Enpacirometia = UNSAAL,
COP - 914
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Anexo N° 11:
o bacteriostatico (CMI) y Concentracién minima bactericida (CMB) de la miel de abeja in

Ficha de recoleccién de datos de Concentracién minima inhibitoria

vitro frente a cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 496109.

Responsables: ...

Fecha: ..o,

Laboratorio:r ..

Concentracion minima inhibitoria o bacteriostatico (CMI) para la miel de abeja multifloral

Actividad control blanco
bacteriostatica | repeticion | 25% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100% (caldo y | (caldo
(turbidez) bacteria) puro)
1
Streptococcus | 2
pneumoniae [3
24 horas
Resultado
Concentracion minima bactericida (CMB) para la miel de abeja multifloral
Actividad control blanco
bactericida repeticion | 25% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100% (caldo y | (caldo
(placa) bacteria) puro)
1
Streptococcus | 2
pneumoniae |3
24 horas | Resultado

Anexo N° 12: Especies de flores encontrados en el estudio de andlisis polinico de la

colmena de lalocalidad de Huaran Calca Cusco segun el autor Raul Yuca Rivas.
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POLEN de las angiospermas del Valle Sagrado de los Incas vol. II 1
Cusco, PERU

Raul Yuca-Rivas

10 um

1 Alstroemeria aurea 2 Alstroemeria aurea (VPx) 3 Alstroemeria aurea (VL) 4 Alstroemeria aurea (C)
ALSTROEMERIACEAE ALSTROEMERIACEAE ALSTROEMERIACEAE ALSTROEMERIACEAE

v - =

10 um

5 Bomarea formosissima 6 Bomarea formosissima (VPx) 7 Bomarea formosissima (VL) 8 Bomarea formosissima (C)
ALSTROEMERIACEAE ALSTROEMERIACEAE ALSTROEMERIACEAE ALSTROEMERIACEAE

10 um

9 Commelina fasciculata 10 Commelina fasciculata (vpx) 11 Commelina fasciculata (VL) 12 Commelina fasciculata (C)
COMMELINACEAE COMMELINACEAE COMMELINACEAE COMMELINACEAE

13 Zea mdys 14 Zea mays (Detalle de la abertura) 15 Zea mays (VD oblicua) 16 Zea mays (C)

POACEAE POACEAE POACEAE POACEAE

10 ym
S -

17 Amaranthus powellii 18 Amaranthus powellii 19 Amaranthus powellii 20 Amaranthus powellii (C)
AMARANTHACEAE AMARANTHACEAE AMARANTHACEAE AMARANTHACEAE



http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Alstroemeriaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Commelinaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Commelinaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Commelinaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Commelinaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Poaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Poaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Poaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Poaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Amaranthaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Amaranthaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Amaranthaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Amaranthaceae/

10 um

21 ) ' Schinus molle 22 Schinus molle (VP) 23 Schinus molle (VE) 24 Schinus molle (C)
ANACARDIACEAE ANACARDIACEAE ANACARDIACEAE ANACARDIACEAE

* o ."; ’
" ‘t"( *‘. !f *“}J:‘.: )’%}%

.

< ‘. - » L“ }’
. & i
h 7 = .0 J ? : sfv *(
- P
10 pm
25 Ageratina sternbergiana 26  Ageratina sternbergiana (VP) 27  Ageratina sternbergiana (VE) 28 Ageratina sternbergiana (C)

ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE

10 um

29 Baccharis latifolia 30 Baccharis latifolia (VP) 31 Baccharis latifolia (VE) 32 Baccharis latifolia (C)
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE

10 um

33 Bidens pilosa v 34 Bidens pilosa (VP) 35 Bidens pilosa (VE) 36 Bidens pilosa (C)
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE

10 um

Dasyphyllum leiocephalum Dasyphyllum leiocephalum Dasyphyllum leiocephalum Dasyphyllum leiocephalum
37 38 VP) 39 (VE) 40 ©
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Anacardiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Anacardiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Anacardiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Anacardiaceae/

POLEN de las angiospermas del Valle Sagrado de los Incas vol. II 3
Cusco, PERU

Raul Yuca-Rivas

10 um

41 . Ophryosporus peruvianus 42  Ophryosporus peruvianus (VP) 43  Ophryosporus peruvianus (VE)y 44  Ophryosporus peruvianus (C)
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE

10 pm

- ¢

45 Sigesbeckia jorullensis 46 Sigesbeckia jorullensis (vP) 47 Sigesbeckia jorullensis (VE) 48 Sigesbeckia jorullensis (C)
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE

10 um
49 Stevia cuzcoensis 50 Stevia cuzcoensis (VP) 51 Stevia cuzcoensis (VE) 52 Stevia cuzcoensis (C)
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE
o,
| “—
10 pum
53 Trixis divaricata 54 Trixis divaricata (VP) 55 Trixis divaricata (VE) 56 Trixis divaricata (C)
ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE
10 pm
57 Verbesina auriculigera 58 Verbesina auriculigera (VvP) 59 Verbesina auriculigera (VE) 60 Verbesina auriculigera (C)

ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE ASTERACEAE



POLEN de las angiospermas del Valle Sagrado de los Incas vol. II 4
Cusco, PERU

Raul Yuca-Rivas

10 um

61 ' Berberis boliviana 62 Berberis boliviana (VP) 63 Berberis boliviana (VE) 64 Berberis boliviana (C)
BERBERIDACEAE BERBERIDACEAE BERBERIDACEAE BERBERIDACEAE
W o X

10 pm

65 Alnus acuminata 66 Alnus acuminata (VP) 67 Alnus acuminata (VE) 68 Alnus acuminata (C)
BETULACEAE BETULACEAE BETULACEAE BETULACEAE

10 um

69 Podranea ricasoliana 70 Podranea ricasoliana (VP) 71 Podranea ricasoliana (VE) 72 Podranea ricasoliana (C)
BIGNONIACEAE BIGNONIACEAE BIGNONIACEAE BIGNONIACEAE

10 pm

Tecoma stans var. sambucifolia Tecoma stans var. Sambucifolia Tecoma stans var. Sambucifolia Tecoma stans var. Sambucifolia
73 74 (VP) 75 (VE) 76 ©)
BIGNONIACEAE BIGNONIACEAE BIGNONIACEAE BIGNONIACEAE

10 um

77 Rapistrum rugosum 78 Rapistrum rugosum (VP) 79 Rapistrum rugosum (VE) 80 Rapistrum rugosum (C)
BRASSICACEAE BRASSICACEAE BRASSICACEAE BRASSICACEAE



http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Berberidaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Berberidaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Berberidaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Berberidaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Betulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Betulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Betulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Betulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Bignoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Brassicaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Brassicaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Brassicaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Brassicaceae/

2 10 um
I \ : ol

81 Corryocactus erectus 82 Corryocactus erectus (VP) 83 Corryocactus erectus (VE) 84 Corryocactus erectus (C)

CACTACEAE CACTACEAE CACTACEAE CACTACEAE

85 Opuntia ficus-indica 86 Opuntia ficus-indica 87 Opuntia ficus-indica 88 Opuntia ficus-indica (C)
CACTACEAE CACTACEAE CACTACEAE CACTACEAE

10 um

89 Calceolaria tripartita 90 Calceolaria tripartita (VP) 91 Calceolaria tripartita (VE) 92 Calceolaria tripartita (C)
CALCEOLARIACEAE CALCEOLARIACEAE CALCEOLARIACEAE CALCEOLARIACEAE

93 Lonicera japonica 94 Lonicera japonica (VP) 95  Lonicera japonica (VE oblicua) 96 Lonicera japonica (C)
CAPRIFOLIACEAE CAPRIFOLIACEAE CAPRIFOLIACEAE CAPRIFOLIACEAE

10 um

97 Convolvulus crenatifolius 98  Convolvulus crenatifolius (vp) 99  Convolvulus crenatifolius (VE) 100 Convolvulus crenatifolius (C)
CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cactaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Calceolariaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Calceolariaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Calceolariaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Calceolariaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Caprifoliaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Caprifoliaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Caprifoliaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Caprifoliaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/

POLEN de las angiospermas del Valle Sagrado de los Incas vol. II 6
Cusco, PERU

Raul Yuca-Rivas

[fieldguides.fieldmuseum.org] [I wversionl 03/2018

101 Ipomoea dumetorum 102 Ipomoea dumetorum 103 Ipomoea dumetorum 104 Ipomoea dumetorum (C)
CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE

\
e

10 um
105 Cucurbita ficifolia 106 Cucurbita ficifolia 107 Cucurbita ficifolia 108 Cucurbita ficifolia (C)

CUCURBITACEAE CUCURBITACEAE CUCURBITACEAE CUCURBITACEAE

& 5 %

10 um

110  Weinmannia producta (VP) 111  Weinmannia producta (VE) 112 Weinmannia producta (C)

CUNONIACEAE CUNONIACEAE CUNONIACEAE
/ A\
( |
i
10 pm
113 7 Vallea stipularis 114 Vallea stipularis (vP) 115 Vallea stipularis (VE) 116 Vallea stipularis (C)
ELAEOCARPACEAE ELAEOCARPACEAE ELAEOCARPACEAE ELAEOCARPACEAE

10 um

117 Escallonia resinosa 118 Escallonia resinosa (VP) 119 Escallonia resinosa (VE) 120 Escallonia resinosa (C)
ESCALLONIACEAE ESCALLONIACEAE ESCALLONIACEAE ESCALLONIACEAE


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Convolvulaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cucurbitaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cucurbitaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cucurbitaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cucurbitaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cunoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cunoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cunoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Cunoniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Elaeocarpaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Elaeocarpaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Elaeocarpaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Elaeocarpaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Escalloniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Escalloniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Escalloniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Escalloniaceae/

POLEN de las angiospermas del Valle Sagrado de los Incas vol. II 7
Cusco, PERU

Raul Yuca-Rivas

10 pm

121 Ricinus communis 122 Ricinus communis (VP) 123 Ricinus communis (VE) 124 Ricinus communis (C)
EUPHORBIACEAE EUPHORBIACEAE EUPHORBIACEAE EUPHORBIACEAE

10 um

125 Caesalpinia spino&a 126 Caesalpinia spinosa (VP) 127 Caesalpinia spinosa (VE) 128 Caesalpinia spinosa (C)
FABACEAE FABACEAE FABACEAE FABACEAE

10 um

Spartium junceum (VP) 131 Spartium junceum (VE) 132 Spartium junceum (C)
FABACEAE FABACEAE FABACEAE FABACEAE

10 pm

133 Geranium herrerae 134 Geranium herrerae (VP) 135 Geranium herrerae (VE) 136 Geranium herrerae (C)
GERANIACEAE GERANIACEAE GERANIACEAE GERANIACEAE

10 pm

i
137 Leonotis nepetifolia 138 Leonotis nepetifolia (VP) 139 Leonotis nepetifolia (VE) 140 Leonotis nepetifolia (C)
LAMIACEAE LAMIACEAE LAMIACEAE LAMIACEAE


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Euphorbiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Euphorbiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Euphorbiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Euphorbiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Geraniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Geraniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Geraniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Geraniaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Lamiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Lamiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Lamiaceae/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Lamiaceae/
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10 um

2o
141 Lepechinia floribunda 142  Lepechinia floribunda (VP) 143  Lepechinia floribunda (VE) 144  Lepechinia floribunda (C)
LAMIACEAE LAMIACEAE LAMIACEAE LAMIACEAE

10 um

AL

) .
145 Rosmarinus officinalis 146  Rosmarinus officinalis (VP) 147  Rosmarinus officinalis (VE) 148 Rosmarinus officinalis (C)
LAMIACEAE LAMIACEAE LAMIACEAE LAMIACEAE

10 um

149 Caiophora sp. A 150 Caiophora sp. (VP) 151 Caiophora sp. (VE) 152 Caiophora sp. (C)
LOASACEAE LOASACEAE LOASACEAE LOASACEAE

10 pm
153 Gaiadendron punctatum 154 Gaiadendron punctatum (VP) 155 Gaiadendr(;;tlfuzgtcmtum (VE 156 Gaiadendron punctatum (C)
LORANTHACEAE LORANTHACEAE LORANTHACEAE LORANTHACEAE
s P i
> 10 pm
5 T o G e~ oy &
157 Morella pubescens 158 Morella pubescens (VP) 159 Morella pubescens (VE) 160 Morella pubescens (C)

MYRICACEAE MYRICACEAE MYRICACEAE MYRICACEAE
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161 Luma chequen 162 Luma chequen (VP) 163

Luma chequen (VE) 164 Luma chequen (C)
MYRTACEAE MYRTACEAE

MYRTACEAE MYRTACEAE

10 um

165  Bougainvillea specabilis v 166  Bougainvillea spectabilis 167  Bougainvillea spectabilis 168  Bougainvillea spectabilis (C)

NYCTAGINACEAE NYCTAGINACEAE NYCTAGINACEAE NYCTAGINACEAE
10 um
169 Fuchsia boliviana 170 Fuchsia boliviana 171 Fuchsia boliviana 172 Fuchsia boliviana (C)
ONAGRACEAE ONAGRACEAE ONAGRACEAE ONAGRACEAE

173 Oenothera rosea 174 Oenothera rosea (VP) 175 Oenothera rosea (VP2) 176 Oenothera rosea (C)
ONAGRACEAE ONAGRACEAE ONAGRACEAE

10 um
177 ‘ Oxalis peduncularis 178 Oxalis peduncularis (VP) 179

Oxalis peduncularis (VE) 180 Oxalis peduncularis (C)
OXALIDACEAE OXALIDACEAE

OXALIDACEAE OXALIDACEAE

10 pm
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181 Passiflora tripartita 182 Passiflora tripartita (VP) 183 Passiflora tripartita (VE) 184 Passiflora tripartita (C)

PASSIFLORACEAE PASSIFLORACEAE PASSIFLORACEAE PASSIFLORACEAE

& 10 um
185 Phytolacca bogotensis 186  Phytolacca bogotensis (VP) 187  Phytolacca bogotensis (VE) 188 Phytolacca bogotensis (C)
PHYTOLACCACEAE PHYTOLACCACEAE PHYTOLACCACEAE PHYTOLACCACEAE

10 pm

189 Polygonum hydropiperoides 190 Polygonum hydropiperoides 191 Polygonum hydropiperoides 192 Polygonum hydropiperoides (c)
POLYGONACEAE POLYGONACEAE POLYGONACEAE POLYGONACEAE

10 um

193 Hespermeles lanuginoa 194 Hesperomeles lanuginosa (VP) 195 Hesperomeles lanuginosa (VE) 196 Hesperomeles lanuginosa (C)

ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE
,'i.":‘_"\_\
- -\ %
\
/4
o
10 pm
197 Kageneckia lanceolata 198  Kageneckia lanceolata (vP) 199  Kageneckia lanceolata (VE) 200 Kageneckia lanceolata (C)

ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE
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10 um

201 Prunus persica 202 Prunus persica (VP) 203 Prunus persica (VE) 204 Prunus persica (C)
ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE

205 Rubus urticifolius 206 Rubus urticifolius (VP) 207 Rubus urticifolius (VE) 208 Rubus urticifolius (C)

ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE ROSACEAE
" :
s T
F { T ‘2
g 4 35
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10 pm
209 Pineda incana 210 Pineda incana (vP) 211 Pineda incana (VE) 212 Pineda incana (C)

SALICACEAE SALICACEAE SALICACEAE SALICACEAE

10 pm

il 3 Salix humboldtiana 214 Salix humboldtiana (VvP) 215 Salix humboldtiana (VE) 216 Salix humboldtiana (C)
SALICACEAE SALICACEAE SALICACEAE SALICACEAE

Y o

10 um

217 Serjania squarrosa 218 Serjania squarrosa (VP) 219 Serjania squarrosa (VE) 220 Serjania squarrosa (C)
SAPINDACEAE SAPINDACEAE SAPINDACEAE SAPINDACEAE
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10 pm

221 Verbascum virgatum 222 Verbascum virgatum (VP) 223 Verbascum virgatum (VE) 224 Verbascum virgatum (C)
SCROPHULARIACEAE SCROPHULARIACEAE SCROPHULARIACEAE SCROPHULARIACEAE

p

oA e

k3
225 Brugmansia arborea 226 Brugmansia arborea (VP) 227 Brugmansia arborea (VE) 228 Brugmansia arborea (C)
SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE

10 um

229 Cestrum conglomeratum 230 Cestrum conglomeratum (VP) 231 Cestrum conglomeratum (VE) 232  Cestrum conglomeratum (C)
SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE

10 um

233 Datura stramonium 234 Datura stramonium (VP) 235 Datura stramonium (VE) 236 Datura stramonium (C)
SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE

7

10 pm

237 Dunalia obovata 238 Dunalia obovata (vp) 239 Dunalia obovata (VE) 240 Dunalia obovata (C)
SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE
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Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, Facultad de Ciencias, Cusco, Peru.
Fotos: Raill Yuca-Rivas (RYR) Producido por: Ratl Yuca-Rivas © Raul Yuca-Rivas [rivaszu84@gmail.com]
Eudicotiledoneas: (VP) Vista Polar, (VE) Vista ecuatorial; Monocotiledoneas: (VPx) Vista proximal, (VL) Vista lateral; en ambos: (C) Contorno de la exina.
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241 Nicandra physalodes 242  Nicandra physalodes (VP) 243  Nicandra physalodes (VE) 244 Nicandra physalodes (C)
SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE
10 um

246 Solanum maturecalvans (VP) 247 Solanum maturecalvans (VE) 248  Solanum maturecalvans (C)
SOLANACEAE SOLANACEAE SOLANACEAE

o |

10 um
249 Tropaeolum majus 250 Tropaeolum majus (VP) 251 Tropaeolum majus (VE) 252 Tropaeolum majus (C)
TROPAEOLACEAE TROPAEOLACEAE TROPAEOLACEAE TROPAEOLACEAE

10 pm

253 Duranta armata 254 Duranta armata (VP) 255 Duranta armata (VE) 256 Duranta armata (C)

VERBENACEAE VERBENACEAE VERBENACEAE
N A0

VERBENACEAE

X
A

@

‘ ClthO de maiz (Zea may L. 1rededor de la localidad de Trocha ente la localiad de Huaran y la comunidad de Cancha
Huaran (distrito de Calca, Cusco), en el Valle Sagrado de los — Cancha (distrito de Calca, Cusco), en el Valle Sagrado de los
Incas, a 2900 m de altitud. Incas, a 3600 m de altitud.
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REGISTRO FOTOGRAFICO

Recoleccién de las muestras de la miel de abeja multifloral ubicado en C.P. Huaran y Miel de

eucalipto C.P. Chacén

Fotografia N° 5 Recolecciones de la miel de centro

Fotografia N° 6 Recoleccion )
poblado de Chacén

de la miel de Huaran

Extraccion de las mieles por método centrifugacion y embazados en frasco cubiertos con papel
aluminio y almacenando en la refrigerado a una Temperatura promedio 8 ° C

Fotografia N° 8 Extraccion de

las mieles por centrifugacion Fotografia N° 7 Las dos muestras de mieles

obtenidas

161



Fotografia N° 9 Preparacion de agar para autoclave a 121°C durante 15 minutos

Fotografia N° 10 Recuento de colonias de aerobios mesofilos, sulfitos reductores, y mohos (este
ltimo durante 5 dias consecutivos)

162



Fotografia N° 12 Preparacion de la muestra
después de centrifugar, posterior filtrar con
papel filtro y proteger de la luz.

Fotografia N° 11 Preparaciéon de las
concentraciones de  4cido galico
estandarizados para medir las
ahsnrhancias

Fotografia N° 13 Preparacion de la curva de estandar
de quercetina para medir las absorbancias en

espectrofotdmetro UV

163



Fotografia N° 14 Preparacién de la escala de Mc Farland con los reactivos 0.05
ml de cloruro de bario dihidrato al 1.175% (BaCl2-2H20) y 9.95 ml de acido sulfurico
al 1% (H2S04). Para obtener una turbidez de 0.5

Fotografia N° 15 Activacion de cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
enlcaldo BHI (infusion cerebro corazén) se incubo a 36° C por 24 horas luego se
siembra en aaar sanare al 5%

164



Fotografia N° 17 Peso de la miel
directamente en los tubos rotulados
y limpios, esterilizados con una

jerlna con filtro Fotografia N° 16 Las muestras, se diluyeron

con caldo Mueller Hinton seriado al lado del

mechero Bunsen

Fotografia N° 19 Mezcla la miel Fotografia N° 18 Dilucion de la miel multifloral con
multifioral con el caldo Mueller Hinton  caldo Mueller Hinton (MH) y la bacteria Streptococcus
(MH) y agita con un vortex durante 5  pneumoniae

minutos
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Fotografia N° 20 Incubacion anaerobia de los tubos preparados por 24
horas a una temperatura de 37° C

Fotografia N° 21 Corresponden a las muestras de eucalipto que,
después de 24 horas de incubacion, se procedera a medir la turbidez
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Fotografia N° 22 Corresponden a la lectura de absorbancias en espectrofotémetro
uVv.

Fotografia N° 24 Plagueo de agar sangre con 5% Fotografia N° 23 Las diluciones de caldo se
de sangre de caballo sembraron en agar sangre al 5% y se incubaron de
manera anaerobia por 24 a 48 horas

— e
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Fotografia N° 25 Determinacion del (CMB) concentracién minima bactericida de la muestra de miel con
concentraciones del 25% al 50% y del 60% al 100%

— -
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