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Introducción

La miel de abejas tiene propiedades especiales para inhibir o matar a la mayoría de los microorganismos (Valdés y col, 2000). Sin embargo, unos cuantos tipos de ellos pueden persistir y pueden crecer como son las levaduras osmotolerantes. 

Los microorganismos que pueden ser encontrados en la miel de abejas pueden provenir del proceso de elaboración por parte de la abeja (néctar, insecto, colmena) y la introducida por el hombre en el proceso de recolección y beneficio a que es sujeta para ponerla a disposición en las diversas formas de consumo (edulcorante, nutricional, medicinal o cosmética).

Es importante el conocimiento de la cantidad y tipo de microorganismos presentes ya que de esto depende la calidad e inocuidad del producto que tendrá mayor o menor influencia en dependencia del uso o destino de la misma.

La presencia de una alta carga microbiana y/o de microorganismos patógenos al hombre unido a condiciones desfavorables de almacenaje que provocan la perdida de su capacidad antimicrobiana trae como consecuencia que el producto no sea apto para su consumo  porque se ha provocado un deterioro microbiológico y/o problemas de inocuidad, de forma general, los microorganismos no se multiplican en la miel por consiguiente este producto tiene un riesgo mínimo de ocasionar enfermedades.

Materiales y Métodos

Para el estudio se tomaron muestras de miel de abejas polifloral de Apis mellifera recibidas en la Planta Envasadora Apisun procedentes de las plantas de beneficio de Contramaestre y Sancti Spiritus que fueron sometidas a las determinaciones de conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables (ISO 4833:2002), hongos filamentosos (ISO 7954:2002) y levaduras viables (ISO 7954:2002), determinación de Staphylococcus aureus  y Escherichia coli (USP 24-NF19, 2001).

Se determinó la presencia del conteo de levaduras directo a partir de 10 g de miel en 20 mL de agua destilada, posteriormente centrifugando y el precipitado resuspendiéndolo  en 1 mL de agua destilada para realizar posteriormente el conteo en cámara de Neubauer y realizando el conteo con un agrandamiento de 400 veces.

El conteo de microorganismos esporulados, fue realizado a partir de la dilución que contenía 0.1 gramo de miel la que fue sometida a 80 °C durante 10 minutos, posteriormente se empleo el mismo procedimiento que para el conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables.

Para el análisis de los resultados se empleó el programa estadístico Statgraphics 3.1, aplicándose estadística descriptiva, la prueba t-student con la utilización de transformación de los datos aplicando log X. Para el caso de la comparación de las levaduras se expresaron los resultados del conteo de levaduras viables para 10 gramos de muestra. 

Resultados y Discusión

En la tabla No.1 se relacionaron los resultados obtenidos de las determinaciones del límite microbiano realizado, donde para el conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables el valor medio fue menor de 1x104 ufc/g de muestra, valor máximo admitido a excepción de 5 muestras que estuvieron por encima de este valor, mientras que en muestreos realizados posteriormente en esta misma planta envasadora Díaz y colb, 2006 encontró 3 muestras fuera del parámetro establecido, con valores que alcanzaron hasta 1x10 5 ufc/g.  

El  valor medio obtenido en este trabajo (5.3x103 ufc/g de miel) resultó similar a 2.2x103 ufc/g de muestra planteado por Snowdon, 1999, los que no deben diferir significativamente, pudiendo añadir que con respecto a las cifras para suplementos nutricionales con productos botánicos (104 ufc/g de muestra) el valor encontrado es inferior mientras que algo por encima de lo estipulado para otras materias primas e ingredientes de suplementos dietéticos (103ufc/g de muestra) (USP NF, 2006)

De la misma forma Jill A, 1999 citado por Arcuelo y col, 2002 obtuvo valores entre 100 – 200 ufc/g de muestra pero también valores extremos entre 10 y 104ufc/g de muestra, dentro de los cuales están incluido los resultados encontrados en este trabajo.  

El conteo de hongos filamentosos se comportó con valores medio por debajo de 1x102 ufc/g de muestra (ver tabla No. 1), este valor medio encontrado no excede los niveles tolerables para la presencia de hongos filamentosos que se proponen para la miel de abejas o productos similares (Res.GMC15/94; Refugio, 1999 a y b), solo 2 muestras quedaron por encima de este valor., mientras que Díaz y colb, 2006 llegó a encontrar 19 muestras de 41 por encima de lo establecido del muestreo realizado posteriormente en el mismo recinto.

Con respecto al conteo de levaduras viables el valor medio se comportó por encima de 1x103 ufc/g de miel (Ver tabla No. 1) para 15 de las muestras que  representa el 41.6% de las mieles  analizadas. Valor por encima  al encontrado por Díaz y colb, 2006 donde resultaron 18 de 41 muestras por encima de lo admisible con valores máximo de 300 ufc/g, inferior al resultado encontrado en este trabajo.

Tanto las levaduras como los hongos pueden encontrarse rutinariamente en la miel y  sin embargo los resultados encontrados en este trabajo estuvieron por debajo de los informados por Snowdon, 1999 correspondientes a niveles de 1x105 ufc/g para las levaduras y de 2.5x103 ufc/g  para los hongos.

Este parámetro microbiológico denota una fuerte presencia de este grupo de microorganismos que es el causante del deterioro en la miel de abejas responsable de la fermentación de este tipo de producto.

Por otro lado es de destacar que no hubo presencia en ninguna de las muestras analizadas  de los gérmenes de Staphylococcus aureus y Escherichia coli  (ver tabla No. 1), cumpliéndose con lo establecido para los alimentos en general (Robert, 1999 a y b) y coincidiendo también con los resultados encontrados por Díaz y colb, 2006.

La ausencia de estos microorganismos indican que las prácticas sanitarias existentes fueron suficientes o pueden considerarse eficientes que no permitieron la introducción de estos gérmenes a través de fuentes indirectas tales como aguas contaminadas y personal contaminado manejando o manipulando el producto durante su proceso de recolección y beneficio.

Los resultados obtenidos de la determinación del conteo de levaduras directa al microscopio donde fueron contabilizadas la presencia tanto de células viables o no, se encontró que el valor medio estuvo por debajo de 5x105 unidades /10 g de miel, valor propuesto para este parámetro. Determinación que aún no ha sido establecida pero que sería factible para evidenciar la presencia de un alto contenido de levaduras en mieles que posiblemente hayan tenido indicios o desarrollo de un proceso de fermentación y que al ser sometidas a pasteurización el contenido de levaduras viables este por debajo de los parámetros establecidos y no permita conocer que ese producto a tenido una perdida de su calidad.

Al comparar estadísticamente con  los resultados de las levaduras viables para 10 gramo de muestra se obtuvo como resultado que existen diferencias significativas entre estas dos determinaciones para un nivel de confianza del 95%, donde correspondió el menor valor medio a las levaduras viables (ver tabla No 2).

Los valores del conteo de levaduras viables pudieron haber sido superiores y/o acercarse a los del conteo directo realizado pero por el método utilizado no se realizó la propuesta de emplear el diluyente y medio de cultivo con altas concentraciones de azúcar (Baros y Lenovich, 1992) para propiciar condiciones similares que tienen estos gérmenes en la miel y que caracterizan a estas levaduras osmotolerantes que son las que están presentes en este producto (Roberts y col, 2000), evitando la no viabilidad de las mismas al pasar a un medio no osmótico.
Con relación a la determinación de la presencia de microorganismos viables esporulados determinados con el tratamiento de las muestras  a 80°C por 10 minutos se obtuvo como resultado que el valor medio fue de 8.5x102 ufc/g con valores mínimos y máximos de 7x101 y  3x103 ufc/g respectivamente.

Los valores medio, mínimo y máximo fueron inferiores a los encontrados en la determinación del conteo de microorganismos aerobios viables (ver tabla No. 1) donde solo el 17.7% correspondió a gérmenes esporulados.

La miel presenta una flora bacteriana compuesta por microorganismos del género Bacillus básicamente, generalmente esporulados, aunque en mieles frescas se pueden encontrar formas vegetativas que se comportan como gérmenes inertes, no alterantes y no toxigénicos. (Rodríguez, 2002)
En el análisis estadístico de comparación de muestras pareadas realizado se encontró diferencias significativas para un nivel de significación del 95% (ver tabla No. 3) lo que confirma  la poca representación de los microorganismos esporulados en las mieles estudiadas.

Estos resultados no se corresponden con el criterio de Snowdon, 1999, que planteó la poca presencia  de microorganismos vegetativos por las características propias del producto y de estar presente en altas cantidades podría indicar una contaminación reciente de la miel a través de una fuente secundaria, es decir después de su cosecha. No obstante considera la necesidad de realizar estudios específicos sobre este aspecto.

En 19 muestras de 20 de miel de abejas de Melipona, Sommeijer y colb, 1995 encontró la presencia de cultivos puros de bacterias formadoras de esporas pertenecientes al género Bacillus y que fueron extremadamente alto su contenido en 4 de las muestras cuyo contenido de humedad fue superior a las demás. Adicionalmente relaciona el alto contenido  de estos microorganismos con la alta actividad antibacterina que encontró y por otro lado considera que son adicionados durante el proceso de recolección y dado el alto contenido de humedad crecieron y produjeron sustancias antibióticas.

De los resultados de las determinaciones realizadas teniendo en cuenta la planta de beneficio de la cual procedían las muestras se encontró que los valores medio, mínimo y máximo de las determinaciones de microorganismos aerobios mesófilos viables, levaduras viables y conteo directo de levaduras son similares tanto para la planta de Contramaestre que para la de Sancti Spiritus (ver tabla No.4).

Para el conteo de hongos filamentosos la planta de Contraaestre no presentó ninguna muestra que estuviese por encima de los parámetros permisibles (1x10 2 ufc/g de muestra) mientras que la de Sancti Spiritus  tuvo valores máximos de 1.5x10 2 ufc/g de muestra.

En el procesamiento estadístico aplicado no se encontró diferencias significativas entre las plantas de beneficio para un nivel de confianza del 95% y  99%, lo que indica que para las determinaciones microbiológicas realizadas en este trabajo ambas plantas aportaron las muestras de miel de abejas con las mismas características.

Conclusiones

1. Se encontraron muestras de miel de abejas con valores máximos por encima de lo permisible para el conteo de mesófilos aerobios viables, conteo de hongos filamentosos y levaduras viables.

2. No hubo presencia en ninguna de las muestras analizadas de los gérmenes Staphylococcus aureus y Escherichia coli. 

3. El conteo de levaduras presentes (viables o no) estuvieron por debajo del rango permisible que se propone.

4. Hay una alta carga de microorganismos en forma vegetativa.

5. La presencia de microorganismos esporulados solo correspondió al 17.7% del total de mesófilos aerobios viables.

6. Las plantas de beneficio de Contramaestre y Sancti Spiritus aportaron muestras de miel con la misma calidad microbiológica estudiadas en este trabajo.
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Tabla No. 1. Resultados de los limites microbianos encontrados para las muestras de miel de abejas analizadas.

	
	No. de muestras
	_

X

(ufc/g)
	Valor  máximo (ufc/g)


	Valor mínimo (ufc/g).



	Conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables.
	36
	5.3x10 3
	3.0x10 4
	1.5x10 2

	Conteo de Hongos Filamentosos 
	36
	4.0x10 1
	1.5x10 2
	< 10

	Conteo de Levaduras Viables
	36
	4.2x10 2
	5.3x10 3
	< 10



	Presencia de Staphylococcus aureus en 0.1 gramo de muestra
	36
	Ausencia

	Presencia de Escherichia coli en 0.1 gramo de muestra.
	36
	Ausencia


Tabla No. 2. Resultados estadísticos de comparación de muestras pareadas del Conteo de Levaduras Viables y directo al microscopio (viables o no).

	
	Conteo de Levaduras Viables
	Conteo Directo (viables o no)



	n
	36
	36



	Valor medio 
	4.2x10 3 ufc/10 gramos de muestra
	3.9x10 4 unidades/10 gramos de muestra



	Valor máximo
	5.3x10 4 ufc/10 gramos de muestra
	1.1x10 5 unidades/10 gramos de muestra



	Valor mínimo
	5x10 1  ufc/10 gramos de muestra
	1.2x10 4 unidades/10 gramos de muestra



	t
	-13.2469 *



	p


	0.000


Leyenda: * Diferencias significativas para un nivel de significación del 95 %

Tabla No. 3. Análisis estadístico de comparación de muestras pareadas del Conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables con el tratamiento de las muestras a 80°C por 10 minutos.

	
	Conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables
	Conteo de las muestras tratadas a 80°C por 10 minutos.



	No. muestras 
	23
	23



	Valor Medio 

(ufc/g de muestra)
	4.8x10 3
	8.5x10 2


	Valor máximo

(ufc/g de muestra)
	2.4x10 4
	3.0x10 3


	Valor mínimo

 (ufc/g de muestra)
	5.0x10 2
	7.0x10 1


	t
	8.17592*

	p
	4.1069E-8


Leyenda: * Diferencias significativas para un nivel de significación del 95%.

Tabla No. 4. Resultados del análisis estadístico al comparar las plantas de beneficio de Contramaestre y Santi Spiritu.

	
	Procedencia
	No. muestras
	    __

     X
	Valor máximo.
	Valor

mínimo.
	t
	p



	Conteo de microorganismos aerobios mesófilos viables. (ufc/g)
	Contramaestre
	19
	5.4x10 3
	2.4x10 4
	1.5x10 2


	0.1398 n.s
	0.8896

	
	St. Spiritus
	16
	5.3x10 3
	3.0x10 4
	1.5x10 2
	
	

	Conteo de Hongos Filamentosos. (ufc/g)
	Contramaestre
	19
	4.3x10 1
	1.0x10 2
	1.0x10 1


	1.4560 n.s
	0.1548



	
	St. Spiritus
	16
	3.6x10 1
	1.5x10 2
	< 10


	
	

	Conteo de Levaduras Viables. (ufc/g)
	Contramaestre
	19
	4.8x10 2
	5.3x10 3
	< 10


	-0.5830 n.s
	0.5638

	
	St. Spiritus
	16
	3.9x10 2
	2.3x10 3
	1.0x10 1


	
	

	Conteo Directo. (unidades/10 g) 
	Contramaestre
	19
	4.3x10 4
	1.1x10 5
	1.9x10 4


	1.3273 n.s
	0.1935

	
	St. Spiritus
	16
	3.3x10 4
	6.4x10 4
	1.2x10 4


	
	


Leyenda: n.s. No significativo para un nivel de significación del 95%.

