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Resumen 

El género Salmonella es conocido por provocar de diversas enfermedades, dentro de las cuales 

se encuentra la salmonelosis, enfermedad gastrointestinal causante de diarreas. Uno de los 

serotipos más importantes responsables de salmonelosis es Salmonella Typhimurium.  Estas 

infecciones reciben tratamientos farmacológicos con diversos agentes; sin embargo, la 

generación de mecanismos de resistencia a antibióticos por parte de esta bacteria, ha provocado 

la búsqueda de nuevas alternativas, especialmente de origen natural, para su tratamiento. La 

miel de abejas sin aguijón, como la proveniente del género Melipona, ha sido empleada desde 

la antigüedad en el tratamiento de diversas enfermedades, entre ellas las de índole digestivo. Así 

mismo, diversos estudios afirman que existen varios factores de la composición de la miel a los 

que se les atribuye el efecto antibacteriano, entre los que se encuentran las proteínas; estas 

proteínas podrían estar contribuyendo a la actividad antibacteriana.  Por tal motivo, el objetivo 

general de este trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana las mieles de dos especies de 

meliponinos (Melipona beecheii y Melipona yucatanica), así como de sus correspondientes 

extractos proteicos sobre el crecimiento de Salmonella Typhimurium ATCC13311. Como 

resultados se obtuvieron concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) para la miel de M. 

beecheii de 10%, para su extracto proteico una CMI de 200µg de proteína total/mL; para la miel 

de M. yucatanica la CMI resultó de 24%, mientras que en el caso del extracto proteico fue de 

60µg de proteína total/mL. Por otro lado, se realizaron ensayos de difusión en agar con disco, 

donde el extracto proteico de la miel de M. yucatanica mantuvo la actividad antibacteriana a 

diferentes pH (5.7, 7 y 8) y después de un tratamiento térmico a 95°C. El extracto proteico de 

la miel de M. beecheii sólo mostró actividad a pH 7 y sin tratamiento térmico.  Se hicieron 

curvas de muerte tanto con las mieles como con sus extractos y se compararon con dos 

antibióticos, observándose una actividad de tipo bacteriostática para la miel de M. beecheii y 

una actividad bactericida para la miel de M. yucatanica. Como conclusión, tanto las mieles 

analizadas como sus correspondientes extractos proteicos si tienen un efecto antibacteriano 

sobre S. Typhimurium, afectando su crecimiento; el componente proteico de las mieles 

contribuye como factor antibacteriano.  
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Abstract  

The genus Salmonella is known to cause various diseases, among which is salmonellosis, 

gastrointestinal disease causing diarrhea. One of the most important serotypes responsible for 

salmonellosis is Salmonella Typhimurium. These infections receive pharmacological treatments 

with various agents; However, the generation of antibiotic resistance mechanisms by this 

bacterium has led to the search for new alternatives, especially of natural origin, for its treatment. 

The honey of stingless bees, such as that of the genus Melipona, has been used since ancient 

times in the treatment of various diseases, including those of a digestive nature. Likewise, 

several studies claim that there are several factors of the composition of honey to which the 

antibacterial effect is attributed, among which are the proteins; these proteins could be 

contributing to the antibacterial activity. For this reason, the general objective of this work is to 

evaluate the antimicrobial activity of honey from two meliponin species (Melipona beecheii and 

Melipona yucatanica), as well as their corresponding protein extracts on the growth of 

Salmonella Typhimurium ATCC13311. As results, minimal inhibitory concentrations (MIC) 

were obtained for honey of M. beecheii of 10%, for its protein extract an MIC of 200μg of total 

protein / mL; for the M. yucatanica honey the MIC was 24%, while in the case of the protein 

extract it was 60μg of total protein / mL. On the other hand, disk diffusion assays were carried 

out, where the protein extract of M. yucatanica honey maintained the antibacterial activity at 

different pH (5.7, 7 and 8) and after a thermal treatment at 95 ° C. The protein extract of M. 

beecheii honey showed activity only at pH 7 and without thermal treatment. Death curves were 

made both with the honeys and with their extracts and they were compared with two antibiotics, 

observing a bacteriostatic activity for the honey of M. beecheii and a bactericidal activity for the 

honey of M. yucatanica. In conclusion, both the honeys analyzed and their corresponding 

protein extracts do have an antibacterial effect on S. Typhimurium, affecting its growth; the 

protein component of honey contributes as an antibacterial factor. 
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Capítulo 1. Introducción 

Según la Organización Mundial de la Salud, se estima que la salmonelosis afecta anualmente a 

decenas de millones de personas de todo el mundo provocando más de cien mil defunciones. La 

salmonelosis es causada por bacterias del género Salmonella, teniendo relevancia internacional 

por ser una de las enfermedades de transmisión alimentaria más comunes y más ampliamente 

extendidas. Entre los más de 2500 serotipos de Salmonella enterica, se encuentra S. 

Typhimurium, que ha sido aislado frecuentemente de pacientes con esta enfermedad (OMS, 

2017).  

A partir de 1990, se ha observado una prevalencia de la resistencia a antibióticos en diferentes 

bacterias, lo que es relevante debido a la dificultad de combatir la enfermedad con tratamientos 

antibacterianos. Se han encontrado cepas de S. Typhimurium resistentes a estreptomicina, 

cefalosporinas, entre otros antibióticos (Glynn et al., 1998; Molbak et al., 1999; Zaidi et al., 

2006). La creciente preocupación de los investigadores de la salud ha llevado a que la OMS 

publique una lista de patógenos prioritarios por ser resistentes a los antibióticos, en la que se 

encuentran las 12 familias de bacterias más peligrosas para la salud humana, incluyendo a 

Salmonella en el grupo de prioridad elevada, por presentar una creciente resistencia y producir 

enfermedades comunes en el ser humano (OMS, 2017). 

Por otro lado, la miel de abejas sin aguijón, que se encuentran principalmente en zonas tropicales 

y subtropicales del mundo como México, Centro y Sudamérica, Australia, África y Asia, es 

reconocida y utilizada regionalmente como alimento y principalmente como agente curativo 

(Camargo et al., 1988; Jones, 2013). En la Península de Yucatán se pueden encontrar varias 

especies de estas abejas, entre las que destacan las abejas del género Melipona como es el caso 

de M. beecheii y M. yucatanica, que desde la época de los antiguos mayas se ha usado como 

medicina tradicional debido a sus propiedades cicatrizantes y antimicrobianas que ayudan en el 

tratamiento de heridas, enfermedades de vías respiratorias, gastrointestinales y oculares. Dentro 

de las enfermedades gastrointestinales tratadas con miel, destacan la gastritis, cólicos, diarreas 

e infecciones estomacales (González y Quezada, 2011; Manzo, 2012). Dada la importancia de 

la salmonelosis y de la prevalencia de la cepa Typhimurium, así como la aparición e incremento 
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de cepas multirresistentes a antibióticos, se propone el uso de alternativas y nuevos compuestos 

para su tratamiento, que no generen resistencia y que se encuentren al alcance de la población, 

como es el caso de las mieles de Melipona, especialmente M. beecheii, que se encuentra 

ampliamente distribuida en Yucatán.  
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Capítulo 2. Antecedentes 

2.1 Melipona 

2.1.1 Taxonomía y distribución geográfica 

El género Melipona pertenece a la tribu Meliponini (Figura 1) que está constituido por alrededor 

de 40 géneros de abejas que producen miel, pero que se distinguen del género Apis por 

diferencias en sus características morfológicas, especialmente por carecer de un aguijón 

funcional (Camargo et al., 1988). Este tipo de abejas viven comúnmente en huecos de árboles 

en colonias permanentes (González y Quezada, 2011). 

 

Figura 1. Clasificación taxonómica de M. beecheii, M. yucatanica y A. mellifera. 

Los meliponinos se localizan en las regiones tropicales y subtropicales del planeta, 

principalmente en Centro y Sur de América (Figura 2), África, Oceanía y Asia. En América se 

han identificado más de 300 especies pertenecientes a 30 géneros diferentes (Quezada-Eúan, 

2005). 

EspecieGéneroTribuSubfamiliaFamiliaOrden

Hymenoptera Apidae Apinae

Apini Apis
A. mellifera

Meliponini Melipona 

M. beecheii

M. 
yucatanica
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Ayala (1999) reporta un total de 11 

géneros y 46 especies de Meliponini en 

México. De éstas, al menos 7 especies 

corresponden al género Melipona, 

siendo M. beecheii una de las más 

estudiadas por su amplia distribución a 

lo largo del continente americano, 

abarcando desde Veracruz y Jalisco, en 

México, hasta Costa Rica (Quezada-

Eúan, 2005), y M. yucatanica una 

especie con localidad típica de la 

Península de Yucatán y el Istmo de 

Tehuantepec (Ayala, 1999), descrita por 

primera vez por Camargo, Moure y 

Roubik en 1988. 

 2.1.2 Melipona beecheii 

Melipona beecheii (Figura 3) es una 

abeja robusta, parecida A. mellifera, de entre 9.7 a 10.7 mm de longitud, de color negro y 

anaranjado, con franjas amarillas en el abdomen, mechones muy densos de pelos anaranjados-

rojizos y patas de color negro. Las alas son transparentes y de menor longitud que el abdomen 

(Ayala, 1999). 

Esta abeja es conocida en la región de Yucatán con el nombre de xuna’an kab, “dama de miel” 

en maya yucateco.  Fue de gran importancia antes de que los españoles introdujeran la A. 

mellifera, desarrollándose técnicas para el manejo, cría y aprovechamiento de la miel y la cera 

(Villanueva, 2013).  En la actualidad, se sigue criando a las abejas para su uso como 

polinizadores en algunos cultivos, además de continuar con la cosecha de miel para diversos 

usos curativos (Huicochea, 2011). 

 

Figura 2. Distribución de abejas sin aguijón en el 
continente americano. 

(Baquero y Stamatti, 2007). 
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2.1.3 Melipona yucatanica 

Es una abeja con una longitud de 8.2 a 8.5 mm, de color negro con franjas amarillas, cabeza con 

pelos amarillos y algunos negros intercalados, patas color pardo-rojizo y con pelos amarillos 

(Figura 4) (Ayala, 1999).  

 

Figura 4. Melipona yucatanica. 

(Ricardo Ayala). 

Figura 3. Melipona beecheii de Yucatán. 

(Ricardo Ayala). 
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Morfológicamente es muy similar a Melipona lupitae y tiene una distribución disyuntiva a esta 

especie, encontrándose principalmente en Yucatán, Campeche y Quintana Roo (Ayala, 1999). 

Melipona yucatanica es una especie endémica del país (Quezada- Euán, 2005).  

2.1.4 Importancia de las abejas sin aguijón y la meliponicultura en México 

La meliponicultura es la cría de abejas meliponas para el aprovechamiento de miel y otros 

productos de la colmena como la cera. Esta práctica se realiza desde la época de Mesoamérica, 

antes de la introducción del género Apis que llegó al continente americano con el arribo de los 

españoles que trajeron a la abeja europea (A. mellifera) (Huicochea, 2011).  

La religión maya estaba estrechamente ligada a la meliponicultura, habiendo un dios guardián 

de las abejas mayas llamado Ah Mucen Kab que era representado por una gran abeja roja (Figura 

5), probablemente de la especie Melipona beecheii.  Las abejas eran símbolo de unión entre el 

mundo espiritual y el terrenal, y también se vinculaban con la fertilidad (González y Quezada, 

2011; Huicochea, 2011). 

   

Figura 5. Ah Mucen Kab. 

Desde esas épocas se le confería a la miel melipona propiedades curativas para el tratamiento 

de diversas enfermedades gastrointestinales, de vías respiratorias, oftalmológicas y para 

cicatrizar heridas (González y Quezada, 2011; Manzo, 2012). La miel sigue siendo apreciada y 

utilizada para estos fines no sólo en México, sino también en gran parte de Centroamérica, donde 
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se reporta su uso para tratar úlceras, heridas, conjuntivitis, cataratas, carnosidades, ojo rojo, 

bronquitis, sinusitis, gastritis y hemorroides, entre otras (Vit et al., 2004).  

Hoy en día se promueve la cría de abejas sin aguijón en diferentes lugares del país, entre ellos 

la Península de Yucatán, como parte del rescate de las tradiciones para la polinización de 

cultivos como el chile habanero y el tomate, además de la comercialización de la miel (Barceló, 

2011; González y Quezada, 2011). 

2.2 Miel 

La única miel que está reconocida como tal es la producida por la especie Apis mellifera, según 

las normas nacionales e internacionales. Sin embargo, tanto en México como en otros países del 

centro y sur de América se consume miel proveniente de abejas sin aguijón. Para distinguirla de 

la miel de A. mellifera se le da diferentes nombres como “miel virgen” y “miel de castilla”. 

Además, la miel melipona contiene más humedad y es más ácida al gusto (Tabla 1) (Vit et al., 

2013). 

Tabla 1. 

Comparación de algunos parámetros fisicoquímicos con estándares sugeridos para 

mieles de abejas sin aguijón. 

(Modificado de Vit et al., 2004; Dardón y Enríquez, 2008; Bogdanov, 2009). 

Composición de la miel  Estándares   

Melipona M. beecheii M. yucatanica 

Humedad (g/100g) Máx. 30.0 17,32 ±2,64 20.37  

Azúcares reductores (g/100g) Mín. 50.0   

Sacarosa (g/100g) Máx. 6.0   

Acidez (meq/100g) Máx. 70.0 23,23 ±30,02 10,59 

Cenizas (g/100g) Máx. 0.5 0,07 ±0,05 0.06 

HMF (mg/kg) Máx. 40.0   

Actividad de Diastasa (DN) Mín. 3.0   
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2.2.1 Composición  

Se han reportado alrededor de 181 sustancias diferentes en las mieles, incluyendo azúcares, 

proteínas, agua, vitaminas, minerales, 5-hidroximetilfurfural (HMF), enzimas, flavonoides, 

ácidos fenólicos y compuestos volátiles (Dluya, 2015).  

2.2.2 Azúcares 

Cerca del 95% del peso seco de la miel está compuesto de azúcares, principalmente fructosa, 

glucosa y sacarosa. Asimismo, se han detectado también otros disacáridos como maltosa, 

turanosa y erlosa, y trisacáridos como la meltoza y rafinosa, además de trazas de otros 

oligosacáridos (Bogdanov, 2009). 

 2.2.3 Agua 

El segundo componente en cantidad de la miel es el agua. Se reporta para la miel proveniente 

de A. mellifera un promedio de humedad de 18%; mientras que para las mieles de abejas sin 

aguijón la humedad es de alrededor del 25%, por tanto, puede observarse una menor viscosidad.  

La cantidad de agua juega un papel en la susceptibilidad de la miel a fermentaciones por parte 

de levaduras y bacterias que están presentes de forma natural en la miel (Cauich et al., 2015).  

El contenido de agua depende de muchos factores como el tipo de néctar, el clima y la humedad 

en la colmena (Bogdanov, 2009; Manyi-Loh et al., 2011). 

 2.2.4 Vitaminas y Minerales 

El contenido de minerales puede variar entre un 0.02 y 1.00 %, siendo el potasio el que aparece 

en mayor concentración. Se ha observado que las mieles oscuras tienen una mayor 

concentración de minerales a comparación de las mieles más claras. El magnesio, calcio, 

aluminio, hierro, manganeso, zinc, boro, cobre, cobalto, cromo y fósforo, son algunos de los 

minerales encontrados en la miel (Bogdanov, 2009). Por otro lado, el contenido en vitaminas es 

bajo reportándose la presencia de ácido ascórbico (Vitamina C), riboflavina, niacina, ácido 

pantoténico y piridoxina (Vitaminas B2, B3, B5 y B6, respectivamente) (Profeco, 2001). 
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2.2.5 Ácidos 

La concentración de acidez en la miel es relativamente baja, sin embargo, es importante para el 

sabor de la misma. El más importante de estos ácidos es el glucónico, resultado de la oxidación 

de la glucosa. Se han encontrado otros ácidos como el fórmico, acético, cítrico, láctico, málico, 

oxálico, piroglutámico y succínico (Bogdanov, 2009; Dluya, 2015). 

2.2.6 Proteínas 

La miel contiene enzimas, proteínas y péptidos. Aproximadamente 18 aminoácidos, esenciales 

y no esenciales, están presentes en la miel. La prolina está en mayor abundancia, seguida de la 

lisina (Bogdanov, 2009; Manyi-Loh et al., 2011). Las proteínas reportadas son principalmente 

enzimas, como la invertasa, la diastasa, la glucosa oxidasa y la catalasa (Ulloa et al., 2010). 

2.3 Factores antimicrobianos de la miel  

Se han reportado los efectos antimicrobianos de la miel desde la antigüedad. Los egipcios la 

utilizaban tanto en sus manjares como en las momificaciones, debido a que evitaba la 

proliferación de bacterias. Actualmente sigue usándose para aminorar los síntomas de 

enfermedades respiratorias y gastrointestinales como la tos y la gastritis. Aún no está del todo 

claro los mecanismos de acción ni los componentes específicos que contribuyen al efecto 

bactericida y bacteriostático de la miel; sin embargo, se sabe que existen ciertos factores como 

la osmolaridad, el bajo pH, el contenido de peróxido de hidrógeno y de algunos compuestos 

minoritarios como fenoles, flavonoides y proteínas que contribuyen a la actividad antibacteriana 

y antifúngica.  

2.3.1 Osmolaridad  

La miel tiene una concentración elevada de azúcares, alrededor del 80%, principalmente 

fructosa, glucosa y en menores cantidades sacarosa y maltosa, entre otros carbohidratos. Esto le 

confiere a la miel una alta osmolaridad, considerándose así una solución sobresaturada y un 

alimento con poca agua disponible para el crecimiento de microorganismos. La alta osmolaridad 

contribuye a disminuir la actividad bacteriana, dado que la célula intentará equilibrar la 
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concentración de solutos en el exterior liberando agua, lo que causa una deshidratación y 

posterior lisis de la membrana por implosión y muerte del microorganismo (Al-Nahari et al, 

2015; Dluya, 2015; Fakhri et al., 2013; Mandal y Mandal, 2011). 

2.3.2 Acidez y pH 

Como se ha comentado con anterioridad, se han encontrado en la miel algunos ácidos que 

contribuyen a la acidez de la misma, de los cuales el principal es el ácido glucónico. Además, 

la miel funciona como un buffer, el pH no cambia con la adición de pequeñas cantidades de 

ácidos o bases y puede contener fosfatos, carbonatos y otras sales minerales. La mayoría de las 

mieles presentan un pH bajo, entre 3.3 y 5, dependiendo de factores como la floración y el tipo 

de abeja. El pH bajo contribuye a la actividad antimicrobiana de la miel, inhibiendo el 

crecimiento de bacterias patógenas que prefieren ambientes con pH cercanos a 7 (Bogdanov, 

2009; Dluya, 2015). 

2.3.3 Peróxido de hidrógeno  

El peróxido de hidrógeno se genera por la oxidación de la glucosa de la miel por la enzima 

glucosa oxidasa. La glucosa oxidasa es una enzima oxidorreductasa que cataliza la oxidación 

de la beta-D-glucosa para la producción de D-glucono-1,5-lactona y peróxido de hidrógeno; 

posteriormente ocurre la hidrólisis de D-glucono-1,5-lactona dando como resultado la 

formación del ácido glucónico, principal responsable de la acidez en la miel (Chan, 2012). Los 

niveles de peróxido de hidrógeno en la miel están determinados por la diferencia entre la tasa 

de producción catalizada por la glucosa oxidasa (producción endógena de H2O2) y la 

degradación del compuesto en agua y oxígeno por medio de las enzimas catalasas provenientes 

del polen.  

El peróxido de hidrógeno es un agente desinfectante común y suele utilizarse en distintas 

concentraciones que van desde 0.8 M hasta 8 M. Tiene actividad sobre distintas bacterias como 

Sthaphylococcus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp. y esporas de Bacillus (Bizerra et 

al., 2012). Se ha observado que el peróxido de hidrógeno es uno de los componentes 

antibacterianos de la miel, que contribuye en gran medida al efecto bacteriostático y bactericida 
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participando en la degradación activa del DNA bacteriano por medio de la formación de 

radicales libres que pueden causar daño en la membrana lipídica y otros componentes celulares, 

evitando así el crecimiento y reproducción de las células. (Brudzynski et al., 2011; Fakhri et al., 

2013) 

El contenido de peróxido de hidrógeno en la miel es muy variable, con concentraciones que van 

desde 29. 4 hasta 238.5 µmol/ mL de miel (Brudzynski et al., 2011). Existen incluso mieles que 

de manera natural no cuentan con la presencia de peróxido de hidrógeno y que presentan 

actividad antimicrobiana contra diversos microorganismos, tal es el caso de la miel de Manuka, 

lo cual indica que existen otros componentes y factores en la miel responsables de su efecto 

antimicrobiano (Mandal y Mandal, 2011). 

2.3.4 Compuestos fenólicos, flavonoides y aromáticos 

Los fenoles son compuestos que tienen grupos hidroxilos enlazados a anillos aromáticos. Los 

flavonoides entran en el grupo de compuestos fenólicos, siendo derivados de la fenilalanina y 

la malonil coenzima A (McMurry, 2001). 

Se han encontrado hasta 600 compuestos volátiles en muestras de mieles (Bogdanov, 2009). 

Los polifenoles son un grupo metabolitos secundarios que, aparte de proveer a las plantas el 

color, tiene propiedades antimicrobianas, antifúngicas, antioxidantes y de quelación de metales 

pesados tóxicos. Muchos polifenoles están relacionados con el color y sabor de alimentos de 

origen vegetal (Uthurry et al., 2011). La miel tiene gran cantidad de flavonoides, como la 

apigenina, pinocembrina, quercetina, luteína, galangina, hesperetina, rutina, entre otros. Los 

ácidos fenólicos como el elágico, cafeico, p-cumárico, salicílico y ferúlico, también están 

presentes en la miel. Este tipo de compuestos fenólicos, en su conjunto, producen un efecto 

antioxidante y antimicrobiano (Vallianou et al., 2014; Ortiz-Vázquez et al., 2015). Matamoros 

et al. (2013), reportó que la miel de Melipona beecheii contiene los flavonoides quercetina y 

kaempferol, además de los compuestos naringenina y leutolina, estos últimos inducen el sistema 

antioxidante de la célula, previniendo enfermedades. Se ha reportado que la acción antioxidante 

de los flavonoides de la miel protege a las células de los radicales libres y evita la oxidación de 

la membrana celular (Álvarez- Suarez et al., 2013).  
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2.3.5 Proteínas 

Las proteínas de la miel constituyen alrededor del 0.1 al 0.5% de su composición. Durante el 

proceso de elaboración de la miel, las abejas aportan enzimas como la diastasa, que hidroliza a 

la maltosa. La invertasa que cataliza la conversión de sacarosa a glucosa y fructosa; la glucosa-

oxidasa produce peróxido de hidrógeno y ácido glucónico a partir de glucosa en presencia de 

agua. Por el contrario, la catalasa inhibe a la glucosa-oxidasa y convierte el peróxido de 

hidrógeno en oxígeno y agua (Manyi- Loh et al., 2011; Dluya, 2015). Se ha reportado la 

presencia de lisozima en la miel, que probablemente es un factor antibacteriano de la misma. Lo 

cual se ha correlacionado a que esta enzima rompe los enlaces β 1-4 entre N-acetilmurámico y 

N-acetil-D-glucosamina del peptidoglicano de la pared celular bacteriana (Ortíz-Vázquez et al., 

2013).  

De igual forma se reporta la presencia de péptidos; algunos estudios recientes sugieren una 

participación activa contra microorganismos (Ortíz-Vázquez et al., 2013). Estos péptidos 

interaccionan con la membrana del microorganismo patógeno, o bien, afectan al ADN y ARN, 

interviniendo en diversos procesos como la replicación y la síntesis de proteínas (Rogan et al., 

2006). Los péptidos antimicrobianos son de naturaleza catiónica, por lo que tienen una primera 

interacción con las membranas bacterianas de carácter aniónico, especialmente las Gram 

negativas. La interacción de varios péptidos sobre la membrana celular permite la formación de 

canales transmembranales, lo que permite el libre flujo de iones al interior y exterior de la 

membrana, causando lisis celular (Hancock, 2007; Sánchez, 2016). Hay pocos estudios acerca 

de las proteínas y péptidos de la miel; sin embargo, se ha reportado la presencia del péptido 

catiónico antimicrobiano defensina-1 en la miel de abeja de Manuka, proveniente de la especie 

Apis mellifera, del cual aún se desconoce el mecanismo de acción (Kwakman et al., 2011).  

Se ha reportado acerca de otros péptidos antimicrobianos provenientes de la hemolinfa de abejas 

de la especie Apis mellifera, como es el caso de las apidaecinas (Ia, Ib y Ic), que tienen actividad 

sobre bacterias Gram negativas como Salmonella y Escherichia coli (Li et al, 2006). También 

se reporta a la hymenoptaecina, que se caracteriza por tener un peso molecular de 10,500 Da 

(Casteel et al., 1993); y a la abaecina que se caracteriza por ser rica en prolina. En estudios 
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realizados con hymenoptaecina y abaecina aislados de las especies Bombus pascuorum y 

Bombus terrestris se observó su capacidad para cambiar la forma de la membrana de 

Escherichia coli. Además, la hymenoptaecina produce poros que afectan la permeabilidad de la 

membrana, y la abaecina interactúa con la proteína chaperona DnaK de E. coli (Rahnamaeian 

et al., 2015).  

Por otro lado, están aquellas proteínas provenientes de la jalea real, llamadas Major Royal Jelly 

Proteins (MRJP), todas con pesos moleculares mayores a los 50 kDa y que tienen como 

característica la presencia de moléculas de manosa en su estructura, factor que contribuye a su 

efecto antimicrobiano. Se ha reportado que tienen actividad contra bacterias patógenas Gram 

negativos y Gram positivos, tales como Bacillus subtilis y Escherichia coli (Bucekova y Majtan, 

2016; Brudzynski, 2015; Schmitzová et al, 1998). Otro compuesto proteico hallado en la jalea 

real es la royalisina, que es una molécula catiónica de 51 aminoácidos con peso molecular entre 

4 y 5 kDa que presenta actividad contra bacterias como Staphylococcus y Streptococcus 

(Fujiwara et al, 1990). 

No obstante, la mayoría de los estudios realizados son con abejas del género Apis, aún no existen 

reportes de péptidos o proteínas aislados de mieles de abejas sin aguijón.  

2.4 Salmonella  

2.4.1 Clasificación  

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Las bacterias de este género 

son bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, generalmente móviles por 

flagelos perítricos (excepto S. Gallinarum). Fermentan glucosa con producción de ácido y gas 

(excepto S. Typhi). También fermentan L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-

ramnosa, D-sorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcita.  Son oxidasa negativa, catalasa positiva, 

indol y Voges-Proskauer (VP) negativo, rojo de metilo y citrato de Simmons positivo, urea 

negativa y producen SH2 (Caffer et al., 2008).  
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Hasta 1983, se aceptaba en la clasificación taxonómica la existencia de múltiples especies del 

género. Actualmente, está constituido por dos especies: Salmonella enterica y Salmonella 

bongori.  La primera está dividida en seis subespecies: Salmonella enterica subespecie enterica, 

Salmonella enterica subespecie salamae, Salmonella enterica subespecie arizonae, Salmonella 

enterica subespecie diarizonae, Salmonella enterica subespecie houtenae y Salmonella enterica 

subespecie indica (Popoff y Le Minor, 1992). 

Las subespecies de Salmonella enterica y la especie Salmonella bongori a su vez están divididas 

en más de 2500 serovariedades, que están definidas en función de diferentes asociaciones de 

factores antigénicos somáticos O, flagelares H o de superficie Vi (Parra M. et al., 2002). 

Las serovariedades o serotipos no tienen nivel taxonómico de especie por lo que sus nombres 

se deben escribir en letras romanas comenzando con mayúscula; así, el nombre completo de 

Salmonella Typhimurium es Salmonella enterica subsp. enterica serovariedad Typhimurium. 

Sin embargo, para fines prácticos se usa directamente Salmonella Typhimurium. Las 

serovariedades pertenecientes a subespecies distintas a la S. enterica y a Salmonella bongori, se 

designan con el nombre de la subespecie, seguido de la fórmula antigénica. (Caffer et al., 2008) 

2.4.2 Salmonelosis 

La salmonelosis es una zoonosis de distribución mundial. Los grupos más afectados son 

lactantes, niños de corta edad, ancianos y personas con sistema inmunodeprimido.    

Puede reconocerse a la salmonelosis no tífica como una gastroenteritis causada cepas distintas 

a S. Typhi y S. Paratyphi, causantes de la fiebre entérica (tifoidea y paratifoidea, 

respectivamente) que corresponde a una invasión sistémica de la bacteria en el ser humano. A 

diferencia de las fiebres, la salmonelosis no es exclusiva del hombre, sino que se presenta en 

muchos animales (Calva, 2012). 

La fuente de infección más frecuente son alimentos de origen animal, principalmente carne, 

pollo, huevos y lácteos, y agua fresca contaminada por heces o por aguas residuales, aunque 

también puede encontrarse en hortalizas regadas con aguas contaminadas o fertilizadas con 
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abonos orgánicos de origen animal. Es considerada una Enfermedad de Transmisión 

Alimentaria (ETA) de relevancia internacional. A pesar de los controles implementados para 

evitar las infecciones por Salmonella debidas al consumo de alimentos contaminados, los brotes 

de salmonelosis continúan siendo un problema serio con millones de casos que ocurren 

anualmente en todo el mundo. Se estima que, en el año 2003, el costo de salmonelosis producida 

por alimentos contaminados ascendía a tres mil millones de dólares en Estados Unidos (Parra et 

al., 2002). 

La vigilancia y seguimiento de Salmonella spp. durante las cadenas de producción, 

almacenamiento y transporte de alimentos es un elemento importante para el control de la 

salmonelosis (Ovalle, 1999). 

De todos los serotipos conocidos de Salmonella, destacan S. Typhimurium y S. Enteritidis como 

los más importantes para la salmonelosis no tifoidea transmitida desde animales a seres humanos 

en gran parte del mundo. Son estas mismas cepas las que producen más infecciones focalizadas 

en el sistema nervioso central (Dos Santos Lázaro et al., 2008). 

La salmonelosis tiene los síntomas característicos de una gastroenteritis febril: fiebre alta de 38-

39°C, dolor abdominal, diarrea, náuseas y, ocasionalmente, vómito. Los síntomas comienzan 

entre las 8 y 72 horas después de la ingesta de la bacteria, y la enfermedad se mantiene entre 2 

y 7 días después si se trata de enteritis y puede durar hasta tres semanas en el caso de la 

enterocolitis (Pascual-Anderson, 2005). 

2.4.3 Infección gastrointestinal 

Para la infección por Salmonella, se requiere un inóculo elevado, mayor a 106 bacterias para que 

se produzca la enfermedad, ya que tiene que atravesar el estómago dónde hay un pH promedio 

de 4, dado por los jugos gástricos, que reduce significativamente el número de bacterias viables. 

Los microorganismos que llegan al intestino delgado deben afrontar el ambiente creado por la 

secreción de sales biliares y mucina para alcanzar el colón donde se enfrentarán a la microbiota 

normal. Influye también en la infección otros factores como el tipo de cepa bacteriana, el 

alimento donde se encuentra y el estado fisiológico del huésped.  
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Después de la ingestión y la digestión, Salmonella coloniza el intestino delgado y/o el colon, 

invadiendo las células. Para esto requiere adherirse a uno o más tipos de células del tejido 

intestinal, utilizando diferentes tipos de fimbrias o pili, cuatro de los cuales están definidos 

genéticamente como fimbria tipo 1 (fim), fimbria codificada por plásmidos (pef), fimbria polar 

larga (lpf) y fimbria agregativa delgada (Curli) (agf/csg) (Bäumler et al., 1996). 

Los estudios celulares indican que S. enterica puede penetrar tanto los enterocitos, como las 

células M que se encuentran en los nódulos linfáticos de las placas de Peyer (Tükel et al., 2006). 

Posterior a esta interacción se produce la invasión, Salmonella usa una interacción bioquímica 

denominada Sistema de Secreción de Proteínas Tipo III (SSPIII),codificado por la Isla de 

patogenicidad 1 (SPI1) lo que le permite secretar e inyectar proteínas de patogenicidad en el 

citosol de la célula eucariota que reensamblan factores con funcionamiento en señales de 

transducción y son capaces de interferir en las vías de señalización de la célula huésped, lo que 

facilita la infección, colonización y replicación bacteriana dentro del hospedero. De esta forma, 

Salmonella utiliza las señales de transducción del hospedero para afectar el rearreglo del 

citoesqueleto de actina y las proteínas superiores de membrana produciendo que las 

microvellosidades circundantes se degeneren con elongación, edema y crecimiento, permitiendo 

que la bacteria sea fagocitada por estas células que normalmente no son fagocíticas. Por el 

contrario, en los macrófagos produce una inhibición de la macropinocitosis, seguido por la 

inducción de muerte celular apoptótica, inducido por el segundo Sistema de Secreción Tipo III 

codificado por la Isla de patogenicidad 2 (SPI2). La actuación de este sistema en las células 

epiteliales permite la liberación de citoquinas CXC, como la interleucina 8 (IL8), que a su vez 

promueve una afluencia de polimorfonucleares neutrófilos correspondientes a la respuesta 

inmune inespecífica.   Después de la colonización de las células epiteliales, la bacteria migra a 

la lámina de la región ileocecal, se multiplica en los folículos de la región linfoide produciendo 

hiperplasia e hipertrofia reticuloendotelial. Aquellos macrófagos que han reconocido y 

fagocitado a las bacterias liberan interleucina 12 (IL12) que actúa sobre los linfocitos T, 

activando la respuesta inmune específica. La respuesta inflamatoria produce liberación de 

prostaglandinas, estimula la producción de AMP cíclico y la secreción activa de líquidos, lo que 

da lugar a la diarrea.  Para el caso de los serotipos causantes de fiebre entérica, las bacterias 
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migran al hígado y el vaso por la circulación sanguínea (Cárdenas-Perea et al., 2006; Betancor 

y Yim, 2012; Calva, 2012). 

2.4.4 Mecanismos de virulencia 

Dentro de los factores o mecanismos de patogenicidad de Salmonella se encuentra el 

lipopolisacárido (LPS) que está compuesto por tres partes: lípido A, que tiene actividad tóxica 

y es conocido como endotoxina; polisacárido central, formado por distintos azúcares; cadena 

lateral O, con una composición altamente variable, es una cadena heteropolisacárida que 

constituye el antígeno O. Cuenta además con los flagelos, que le permiten la movilidad hasta la 

zona intestinal, ayudan para atravesar la capa de mucina presente y favorecen el proceso 

inflamatorio. Las fimbrias que se mencionaron con anterioridad, también son mecanismos de 

virulencia. Para S. Typhimurium se han descritos 13 operones cromosómicos implicados en la 

formación de fimbrias, sin embargo, no todas ellas están asociadas con la virulencia ya que 

existen cepas no patógenas que pueden contener uno o más tipos de fimbrias (White et al., 

2003). La cápsula es otro de los mecanismos de virulencia, sin embargo, es específico para el 

serotipo Typhi.  

Por otro lado, se encuentran los genes de patogenicidad, para Salmonella pueden mencionarse 

las islas de patogenicidad, que codifican para factores específicos de virulencia como es el caso 

de los sistemas de secreción de proteínas que le ayudan a la célula bacteriana a cambiar la 

conformación de la célula eucariótica, permitiendo el ingreso y la permanencia de Salmonella 

en el huésped. También están aquellos genes para la resistencia a antibióticos (Betancor y Yim, 

2012; Calva, 2012). 

2.4.5 Resistencia a antibióticos 

Al igual que otras bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, los diferentes 

serovares de Salmonella también han presentado resistencia antibióticos.  Para el caso de 

Salmonella Typhimurium, algunas cepas han desarrollado multirresistencia a tratamientos 

antibióticos, específicamente a cinco agentes: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, 
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sulfonamidas y tetraciclina. Se han encontrado también cepas resistentes a quinolonas como son 

el ciprofloxacino y el levofloxacino (Glynn et al., 1998; Molbak et al., 1999; Zaidi et al., 2006).  

Entre los mecanismos de resistencia que utiliza Salmonella sp. podemos encontrar la producción 

de enzimas que inactivan a las moléculas que tienen efectos bacteriostáticos y bactericidas. Las 

betalactamasas son capaces de hidrolizar antibióticos betalactámicos, que son aquellos que 

forman parte del grupo de las penicilinas como, por ejemplo, ampicilina, amoxicilina, oxacilina, 

metilcilina, entre otros. Estos antibióticos inhiben la síntesis de peptidoglicano, afectando la 

integridad de la pared celular bacteriana (Suárez y Gudiol, 2009). 

Los aminoglucósidos son un grupo de moléculas que actúan a nivel ribosomal, inhibiendo la 

síntesis de proteínas y produciendo una lectura errónea de la información del ARN mensajero, 

determinando la incorporación de algunos aminoácidos incorrectos en la cadena peptídica. La 

resistencia antibacteriana puede darse por diversos mecanismos, entre ellos la inactivación de 

los compuestos por enzimas modificantes de aminoglucósidos (EMA). Estas enzimas catalizan 

la modificación covalente de grupos aminos e hidroxilos de la molécula, generando 

modificaciones químicas que llevan al aminoglucósido a unirse débilmente a los ribosomas 

bacterianos. La estreptomicina y la gentamicina son ejemplos de este grupo a los que ha 

presentado resistencia Salmonella sp (Mella et al., 2009). También se ha reportado la presencia 

de cloranfenicol acetil transferasas, que inhiben los antibióticos pertenecientes al grupo de los 

fenicoles (Gallardo et al., 1999). 

Otro grupo de moléculas son las tetraciclinas, antibióticos bacteriostáticos de amplio espectro, 

que requieren penetrar a la célula de la bacteria gramnegativa por mecanismos de difusión pasiva 

a través de los canales hidrófilos (porinas) y por procesos de transporte activo dependiente de 

energía. Una vez dentro de la célula, estas moléculas se unen de manera reversible a los 

receptores en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano y de esta manera se bloquea la fijación 

del aminoacil-tRNA al sitio aceptor del complejo mRNA-ribosoma, evitando la incorporación 

de nucleótidos, inhibiendo la síntesis proteica (Mendoza y Campos, 2009). Se han estudiado los 

posibles mecanismos de resistencia, siendo el principal, una bomba de eflujo específica para 

tetraciclinas, codificada por los genes tetA y tetG, que han sido hallados en cepas de Salmonella 
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Typhimurium, así como también la protección del ribosoma por medio de proteínas, que 

aparentemente también se presenta en esta bacteria (Mosquito et al., 2011; Chopra, 2001). 

Las quinolonas y fluoroquinolonas (levofloxacino, ciprofloxacino, etc.) son antibióticos de tipo 

bactericida de amplio espectro, que tienen como mecanismo la inhibición de la acción de las 

topoisomerasas tipo II (ADN girasa y topoisomerasa IV). En bacterias Gram-negativas la ADN 

girasa, es el blanco principal mientras que la topoisomerasa IV actúa como diana secundaria 

(Mosquito et al., 2011). Su uso extensivo, tanto en animales como humanos, ha resultado en 

bacterias que desarrollan rápidamente resistencia a estos agentes, siendo la resistencia a las 

quinolonas sumamente indeseable dado que estos compuestos son altamente eficaces para el 

tratamiento de un amplio rango de enfermedades graves producidas por bacterias 

multirresistentes en humanos (Orden y De la Fuente, 2001). Entre los mecanismos moleculares 

de resistencia a estos antibióticos se encuentran las alteraciones en los blancos de quinolonas 

por mutaciones puntuales, las bombas de expulsión activa y la transferencia de genes de 

resistencia plasmídicos que codifican para proteínas que se unen a la ADN girasa y a la 

topoisomeras IV, disminuyendo la acción de las quinolonas (Mosquito et al., 2011; Ruiz, 2003; 

Hooper Y Wolfson, 1989).  
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Capítulo 3. Justificación 

Salmonella Typhimurium es uno de los principales serotipos causantes de salmonelosis 

(enfermedad gastrointestinal) en seres humanos a nivel mundial. La falta de un diagnóstico 

adecuado aunado al uso indiscriminado y excesivo de antibióticos ha producido una creciente 

resistencia a éstos por parte de distintitas bacterias patógenas, entre ellas S. Typhimurium, de la 

que se han encontrado cepas multirresistentes a más de diez antibióticos. Por tales motivos, es 

necesario la búsqueda de nuevos compuestos para el tratamiento de infecciones causadas por 

bacterias resistentes a antibióticos. Una alternativa son los compuestos naturales tales como las 

mieles de abejas sin aguijón, usadas desde la antigüedad como remedio para diversas 

enfermedades.  Recientemente se ha reportado que la miel de Melipona posee actividad 

bactericida contra patógenos causantes de trastornos gastrointestinales. Con base en lo anterior, 

el presente trabajo tiene como objetivo determinar la actividad antibacteriana de mieles de 

Melipona (M. beecheii y M. yucatanica) contra Salmonella Typhimurium, de igual manera 

caracterizar los componentes proteicos presentes en ambas mieles y elucidar la contribución de 

estas proteínas en la actividad antimicrobiana de las mieles de Melipona (M. beecheii y M. 

yucatanica).  
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Capítulo 4. Hipótesis 

Las mieles provenientes de las especies Melipona beecheii y Melipona yucatanica, así como 

sus correspondientes extractos proteicos, poseen actividad antibacteriana contra Salmonella 

Typhimurium ATCC 13311. Las proteínas contribuyen como factor antibacteriano a la actividad 

antimicrobiana de la miel.  
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Capítulo 5. Objetivos 

 5.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto antibacteriano de dos mieles de Melipona (M. beecheii y M. yucatanica) y de 

los componentes proteicos extraídos de las mismas, sobre el crecimiento y la inhibición de 

Salmonella Typhimurium. 

5.2 Objetivos particulares 

1. Determinar cualitativamente la sensibilidad de Salmonella Typhimurium ATCC 13311 

a las mieles de Melipona y a sus extractos proteicos.  

2. Evaluar el efecto antibacteriano de las mieles de Melipona y a sus extractos proteicos 

sobre Salmonella Typhimurium ATCC 13311, determinando las Concentraciones 

Mínimas Inhibitorias. 

3. Evaluar el efecto bactericida y bacteriostático de las mieles de Melipona y sus extractos 

proteicos en la inhibición de Salmonella Typhimurium ATCC 13311. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 6. Materiales y métodos 

25 
 

Capítulo 6. Materiales y métodos 

 

Figura 6. Diagrama de la metodología 

6.1 Materiales biológicos 

La miel de Melipona beecheii que se usó en este trabajo proviene de Maní, Yucatán; así mismo, 

la miel de Melipona yucatanica de José María Morelos, Quintana Roo. Éstas fueron recolectadas 

de manera tradicional, es decir, tomadas directamente del jobón (tronco hueco), de tal forma 

que no tuviese ningún contacto químico o proceso que pudieran afectar sus cualidades y 

propiedades originales. La miel fue guardada a temperatura ambiente y en obscuridad hasta su 

análisis. La cepa utilizada para las pruebas fue Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium ATCC13311. 
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6.2 Curva de crecimiento  

Para determinar la curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium ATCC13311, se preparó 

un inóculo de 1.0 en la escala McFarland, equivalente a 108 bacterias, a partir de un cultivo de 

8-9 horas de incubación de Salmonella Typhimurium ATCC 13311. Se utilizaron matraces con 

50 mL de medio líquido LB, y se añadió un inóculo de 50 µL para obtener una concentración 

final de 106 bacterias/mL. La prueba se hizo por triplicado, además de un blanco y un testigo. 

Todos los matraces se taparon con tapones de algodón para permitir un ambiente aerofílico 

estéril. Se incubaron a 37°C con agitación y se tomaron lecturas de la absorbancia a 600nm cada 

60 minutos hasta que los valores fueran constantes.  

6.3 Extracción de los compuestos proteicos de las mieles de Melipona 

Para la extracción de las proteínas presentes en la miel se empleó el método descrito por 

Schmitzova´ et al, 1998, el cual consistió en diluir 1 gr de la miel de melipona en 10 ml de 

buffer de fosfatos (50 mM NaH2PO4:Na2HPO4, pH 7.0; 100 mM NaCl, pH 8.0). La mezcla se 

incubó en hielo por 30 minutos, con intervalos de agitación de 5 minutos. Posterior a la agitación 

la mezcla fue centrifugada a 5000 rpm por 30 min para eliminar polen y diversas partículas 

presentes en la miel. El sobrenadante fue concentrado mediante ultrafiltración, utilizando 

minicolumnas Amicon de 3 kDa centrifugados a 5000 rpm por 40 min. Una vez centrifugadas 

las muestras el concentrado fue traspasado a tubos falcon de 15 mL y guardados a 4ºC hasta su 

posterior análisis. 

6.4 Determinación de la concentración proteica en las mieles de Melipona 

El contenido proteico se determinó por el método de Bradford. Para reportar dicho contenido se 

hizo una curva estándar de BSA (albumina sérica bovina) de la marca Sigma con 

concentraciones de 1,2.5, 5, 10, 15, 20 µg/µl. Las muestras fueron leídas en un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 595nm. En el caso de las muestras se tomó 1 µl 

del extracto, se añadieron 99 µl de H2O destilada y 1ml de la solución de Bradford. Las muestras 

se incubaron por 10 min a temperatura ambiente y al finalizar el tiempo, fueron leídas en un 

espectrofotómetro (Bradford, 1976). La cuantificación se realizó por triplicado. 
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 6.5 Determinación del perfil proteico por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) 

Para determinar el perfil proteico del extracto, se hizo una electroforesis desnaturalizante (SDS-

PAGE) con un sistema discontinuo (Bizani et al., 2005). Se utilizaron dos tipos de geles, un gel 

de separación de acrilamida al 12% y uno de apilamiento de acrilamida al 4%, con un buffer de 

corrida (Glicina-Tris-SDS). Para la preparación de la muestra se tomaron entre 1 y 3 µL de 

extracto, dependiendo de la concentración de la muestra (máximo 6µg/µL, los cuales fueron 

diluidos en 3 µL de buffer de carga (5x) y aforados con agua destilada a un volumen de 15 µL; 

posteriormente las muestras se incubaron por 5 min a 95 ºC para favorecer la desnaturalización 

de las proteínas. Los geles se corrieron a 80 V durante 2 horas a temperatura ambiente y teñidos 

con nitrato de plata.  

6.6 Determinación de la actividad antimicrobiana por el método de difusión en agar 

Se preparó un inóculo de 1.0 en la escala McFarland, equivalente a 108 bacterias, a partir de un 

cultivo de 8-9 horas de incubación de Salmonella Typhimurium ATCC 13311. Se diluyó con 

solución salina 1:100 para obtener una concentración de 10 6 bacterias. Se hizo una siembra 

masiva con hisopo estéril en cajas Petri con agar Müller Hinton. Posteriormente se colocaron 

discos de papel filtro estériles de la marca Millipore y sobre los discos se añadió el extracto 

proteico a diferentes cantidades de 200, 300, 400 y 500 µg de proteína total y la miel al 10, 20, 

40 y 80 %. Todas las cajas fueron incubadas a 37ºC. Se midieron los halos de inhibición a las 

12, 24, 48 y 72 horas de incubación. Se utilizó como control positivo ampicilina a una 

concentración de 1 µg/ µL (20 µg), y como control negativo agua destilada estéril o buffer de 

fosfatos estéril para el caso del extracto proteico.  

6.7 Determinación de Concentración Mínima Inhibitoria por el método de 

microdiluciones 

Se evaluaron concentraciones desde 50 hasta 600 μg/mL de los extractos proteicos y 

concentraciones desde 5% hasta 50% de las mieles de Melipona. Se utilizaron tubos eppendorf 

de 2 ml, con 125 µl de medio caldo Müeller Hinton a cuádruple concentración (4X), la cantidad 

correspondiente del extracto a evaluar, 50 µl de inóculo ajustado a 107 de Salmonella 
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Typhimurium ATCC 13311 y llevado a un volumen final de 500 µl con agua destilada estéril. 

Cada concentración se hizo por triplicado, más un blanco por cada concentración probada hecho 

con solución salina estéril en lugar del inóculo.  Como control positivo se utilizó ampicilina y 

como control negativo agua destilada estéril para la miel y buffer de fosfatos estéril para el 

extracto proteico. Los tubos fueron incubados a 37º C durante 24 horas. Se leyó la absorbancia 

a 600 nm con un espectrofotómetro (Schwalbe et al., 2007). 

6.8 Curvas de efecto antibacteriano por absorbancia 

Se evaluaron las mieles a 0.5x, 1x, y 2x de la concentración mínima inhibitoria.  Se utilizaron 

tubos eppendorf de 2 ml, con 125 µl de medio caldo Müeller Hinton a cuádruple concentración 

(4X), la cantidad correspondiente del extracto a evaluar, 50 µl de inóculo (ajustado a 1 de 

absorbancia a 600nm) de Salmonella Typhimurium ATCC 13311 y llevado a un volumen final 

de 500 µl con agua destilada estéril. Como control positivo se utilizó ampicilina y como control 

negativo agua destilada estéril para la miel. Los tubos fueron incubados a 37ºC. Se leyó la 

absorbancia a 600 nm con un espectrofotómetro cada hora desde el tiempo 0 hasta la hora 6 y 

posteriormente las horas 12 y 24, cada tiempo por triplicado (Schwalbe et al., 2007). 

6.9 Evaluación del efecto del pH y la temperatura en la actividad antibacteriana de los 

extractos proteicos  

Para evaluar el efecto de la temperatura, los extractos proteicos fueron sometidos a un 

tratamiento térmico a 95°C durante 10 minutos y se probaron con cantidades de 500 µg de 

proteína total en ensayo de difusión en disco en agar Müller Hinton. Para evaluar el efecto del 

pH, se utilizaron extractos obtenidos con buffer de fosfatos a pH 5.7, 7 y 8, probando cantidades 

de 500 µg de proteína total por difusión en disco. Todas las cajas fueron incubadas a 37ºC. Se 

midieron los halos de inhibición una sola vez después de 12 horas de incubación en el caso de 

la prueba para pH y a las 18 horas para el tratamiento térmico.  Se utilizó como control positivo 

ampicilina a una concentración de 1 µg/ µL (20 µg), y como control negativo buffer de fosfatos 

estéril. 
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 Capítulo 7. Resultados y discusión.  

7.1 Curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium 

En la Figura 7 se muestra la curva de crecimiento para Salmonella Typhimurium ATCC 13311.  

 

Figura 7. Curva de crecimiento de Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Typhimurium ATCC13311. 

Pueden distinguirse claramente tres fases, la fase de latencia que abarca desde la hora cero hasta 

la hora 4 y que es la etapa de adaptación de la bacteria al medio en el que ha sido inoculada, 

previa a la etapa de reproducción. La segunda fase, llamada logarítmica o exponencial, comienza 

en la hora 5 y se extiende hasta la hora 13. A partir de la hora 14 y hasta la hora 24, la curva se 

mantuvo constante por lo que puede reconocerse la fase estacionaria.  

Se decidió utilizar la hora 8 para realizar los experimentos de actividad antimicrobiana debido 

a que en esta hora la bacteria se encuentra a la mitad de la fase exponencial, hay más células 

vivas que muertas y están en condiciones para seguir replicándose.  
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 7.2 Extracción de proteínas, cuantificación y perfil proteico  

La extracción se hizo bajo las condiciones indicadas en el método. La cuantificación se realizó 

utilizando el método de Bradford, haciendo una curva estándar con albúmina sérica bovina que 

se muestra en la Figura 8.  

 

Figura 8. Curva estándar de albúmina sérica bovina para el método  

de cuantificación de Bradford. 

 

Se obtuvo una concentración promedio de 86.93 + 7.86 mg de proteínas por 100 g de miel, para 

la miel de M. beecheii, y una concentración de 75.35 + 16.53 mg/100 g de miel para M. 

yucatanica que corresponden al 0.087 % y al 0.075% de la composición de la miel, 

respectivamente. Mendieta (2002) ha reportado la cantidad de proteína en mieles provenientes 

de diferentes especies que van desde 8 mg hasta 55 mg por cada100 g de miel, con una alta 

variabilidad según la especie de abeja y la floración de la miel.  

Por otro lado, se obtuvieron los perfiles electroforéticos de los extractos proteicos de las mieles 

mostrados en las figuras 6 (M. beecheii) y 7 (M. yucatanica), y se calcularon los pesos 

moleculares de las bandas mostrados en la tabla 2. Tanto el número de bandas como los pesos 

moleculares de las mismas resultaron diferentes para cada extracto, esto significa que tienen un 

perfil proteico particular. A pesar de que algunas bandas pueden mostrar pesos moleculares 
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similares o iguales como sería el caso de las bandas número 5 de ambos extractos que presentan 

un peso de 40 kDa en el caso de M. beecheeii y de 42 kDa para M. yucatanica, no puede 

asegurarse que se trate de las mismas proteínas, se requerirían más estudios para la identificación 

de éstas.  

 Las siete bandas que presentó la muestra de miel de M. beecheii (Figura 9) se observan íntegras, 

además de ser comparables con el perfil de miel y hemolinfa proveniente de miel de abeja de 

Melipona beecheii reportados con anterioridad (Ramón Sierra, 2015).  Para el caso de la muestra 

de miel de M. yucatanica, como se muestra en la Figura 10, se observan 6 bandas nítidas, con 

diferentes pesos moleculares que van de los 18 a los 107 kDa, es importante resaltar que este es 

el primer reporte que se hace sobre el perfil proteico de la miel de esta especie. Los pesos 

moleculares de todas las bandas observadas son altos en comparación a los reportados para 

péptidos, que generalmente presentan pesos moleculares por debajo de 10 kDa. Sin embargo, 

como ya se ha mencionado, en la miel se han encontrado otras proteínas, como diferentes tipos 

de enzimas, por ejemplo, proteasas, o proteínas productos de las Major Rojal Jelly Proteins 

(MRJP) que podrían estar presentes en las muestras.  

 

Figura 9. Perfil proteico del extracto de proteínas de la miel de Melipona beecheii. 

1) muestra, 2) marcador de peso molecular  
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Figura 10. Perfil proteico del extracto de proteínas de la miel de Melipona yucatanica.  

1) marcador de peso molecular, 2) 2 μg de muestra, 3) 4 μg de muestra.  

Los métodos electroforéticos son de gran utilidad para la detección, cuantificación e 

identificación de proteínas. El perfil electroforético permite obtener una serie de bandas cuyo 

número y posición constituyen una huella dactilar característica (López y Vanecia, 1999). 

Ramón Sierra (2015) señala que las proteínas presentes en la miel mantienen una directa relación 

con la abeja de la que proviene, por lo que el perfil proteico presentará el mismo número y 

tamaño de proteínas en mieles provenientes de abejas de la misma especie y serán diferentes 

cuando provengan de especies distintas. En el mismo estudio de Ramón Sierra (2015) se usó el 

perfil electroforético como un marcador biológico en la miel para identificar el origen 

entomológico, distinguiendo entre diferentes géneros de abejas (Apis, Melipona y Trigona). Este 

es el primer reporte que se hace del perfil electroforético del extracto crudo proteico de la miel 

de Melipona yucatanica, siendo relevante porque confirma lo mencionado con anterioridad, 

donde el perfil proteico puede utilizarse para distinguir el origen de la miel incluso a nivel 

especie, distinguiendo en este caso entre dos especies del mismo género Melipona (Figura 11). 

 

1 2 3 

107 kDa 
95 kDa 
88 kDa 
76 kDa 

42 kDa 

18 kDa 

180 kDa 
130 kDa 
100 kDa 

70 kDa 

55 kDa 

40 kDa 

35 kDa 

25 kDa 

10 kDa 



Capítulo 7. Resultados y discusión 

33 
 

Tabla 2.  

Pesos moleculares (kDa) de las bandas de los extractos proteicos. 

No. Banda 1 2 3 4 5 6 7 

M. beecheii 107 83 67 50 40 29 25 

M. yucatanica 107 95 88 76 42 18  

 

 

Figura 11. Comparativo de los perfiles electroforéticos de los extractos proteicos de las 

mieles de M. yucatanica y M. beecheii. 

1) M. yucatanica, 2) M. beecheii, Std) Marcador de peso molecular 

 

7.3 Actividad antibacteriana. Método de difusión en agar con disco 

S. Typhimurium mostró sensibilidad a la miel de M. beecheii observándose la aparición de halos 

de inhibición alrededor de los discos de difusión correspondientes a las concentraciones de 40 

y 80% (v/v) después de 24 horas de incubación (Figura 12). Después de 48 horas, sólo la 

concentración de miel al 80% siguió mostrando inhibición, con un halo de menor diámetro a 
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comparación del mismo a las 24 horas, lo que indica una posible actividad bacteriostática.  La 

disminución del diámetro de los halos con respecto al tiempo se muestra en la Figura 13. 

Salmonella Typhimurium no mostró inhibición ante la presencia de la miel de M. yucatanica 

(Figura 14), sin embargo, se observó una disminución en el crecimiento de colonias alrededor 

de los discos de difusión de miel al 40 y 80 % (v/v).  

 

Figura 12. Difusión en agar de miel de M. beecheii. 

 a) 10%, b) 20%, c) 40%, d) 80% (v/v), e) agua destilada estéril, f) ampicilina 20μg). 
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Figura 13. Disminución del diámetro de los halos de inhibición de la miel de M. beecheii 
con respecto al tiempo a diferentes concentraciones % (v/v). 

 

 

Figura 14. Difusión en agar de miel de M. yucatanica.  

a) 80%, b) 40%, c) 20%, d) 10% (v/v), e) ampicilina (20μg) y f) agua destilada estéril. 
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et al. en 2010, donde la cepa ATCC 13311 fue inhibida por mieles de Trigona carbonaria a 

concentraciones del 50, 75 y 100% (p/v). 

Cabe resaltar que ambas mieles redujeron el crecimiento bacteriano, sin embargo, sólo la miel 

de M. beecheii mostró una inhibición definida. En contraste con lo observado para los extractos 

proteicos, donde el extracto proteico de M. yucatanica mostró halos de inhibición definida de 

mayor diámetro y con una mayor duración que el extracto de M. beecheii (Figura 15), la miel 

de M. beecheii resultó con una inhibición bien definida debido probablemente al conjunto de 

otros componentes además del proteico, como podrían ser ácidos fenólicos y flavonoides (a 

quienes también se les ha atribuido parte del potencial antibacteriano y antioxidante de las 

mieles),  el pH, el contenido de peróxido de hidrógeno, entre otros compuestos que pueden estar 

trabajando en forma sinérgica con las proteínas (Viuda-Martos et al., 2008).  Diversos autores 

le atribuyen el potencial antimicrobiano de la miel al peróxido de hidrógeno, reportando que 

con concentraciones de 3.6 a 9.9 mg de H2O2 / 100 g de miel es suficiente para inhibir diversas 

bacterias. Debe aclararse que estos estudios son en mieles de Apis mellifera, por lo que no se 

tienen reportes del contenido de peróxido de hidrógeno en mieles M. beecheii. En el presente 

trabajo se determinó que la miel de M. beecheii tiene una concentración de 3.05 mg de H2O2 / 

100 g de miel, cantidad que está cercana a lo reportado en otros tipos de mieles que presentan 

actividad antimicrobiana. En la contraparte, la miel de M. yucatanica no mostró halos de 

inhibición definidos. Esto puede deberse a distintos factores, como que el contenido de H2O2 es 

4 veces menor que el de la miel de M. beecheii, (0.768 mg de H2O2 / 100 g de miel), además 

que el contenido proteico de la miel de M. yucatanica es del 0.075% de la composición el cual 

es menor a comparación de la miel de M. beecheii.  
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Figura 15. Difusión en agar de los extractos proteicos. 

Extracto proteico de la miel de M. beecheii (1) y M. yucatanica (2) a concentraciones de 

a) 200μg, b) 300μg, c) 400μg y d) 500μg de proteína total. A las 24 horas de incubación. 

 

Para el caso de los extractos proteicos de las mieles, S. Typhimurium mostró sensibilidad tanto 

para el proveniente de la miel de M. beecheii como para el de la miel de M. yucatanica. Ambos 

extractos se probaron a concentraciones de 300, 400 y 500 µg de proteína total (Figura 15). El 

extracto de miel de M. yucatanica resultó inhibir a la bacteria durante un período de 48 horas a 

una concentración de 500 µg, como se observa en la Figura 16, mientras que el extracto de miel 

de M. beecheii a esa misma concentración sólo mantuvo su actividad durante 36 horas, tal como 

se observa en la Figura 17. 
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Figura 16. Disminución del diámetro de los halos de inhibición del extracto proteico de la 
miel de M. yucatanica con diferentes cantidades de proteína total (μg). 

 

Figura 17. Disminución del diámetro de los halos de inhibición del extracto proteico de la 
miel de M. beecheii con diferentes cantidades de proteína (μg). 

En contraste con lo observado con las mieles, donde la miel de M. yucatanica no mostró halos 

de inhibición definida, el extracto proteico de la miel de M. yucatanica mostró halos de 

inhibición definida de mayor diámetro y con una mayor duración que el extracto proteico de la 

miel de M. beecheii. Este efecto podría deberse a que algún componente de la miel afecte o 

interactúe con las proteínas de M. yucatanica, disminuyendo así la posibilidad de interacción 

con la bacteria y por ende la capacidad antibacteriana. Se tiene reportes que moléculas de 

estructura fenólica como el caso de los taninos, pueden formar complejos estables con las 
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proteínas promoviendo su precipitación e impidiendo que mantengan sus propiedades, así como 

su digestibilidad (Morales y Troncoso, 2012).  

Por otro lado, las proteínas y péptidos aislados de las abejas, la jalea real y la miel como, por 

ejemplo, la apidaecina, la abaecina y la hymenoptaecina, han demostrado tener actividad 

antibacteriana, (Huizar et al.,2004). Sin embargo, sólo el péptido defensina-1, ha sido aislado 

de mieles de Manuka (Kwakman et al., 2011; Bucekova et al., 2017). Con los resultados 

obtenidos, se puede sugerir la posibilidad de que los extractos proteicos de las mieles contengan 

tanto proteínas como péptidos con actividad antibacteriana, entre los cuales podrían encontrarse 

algunos de los descritos con anterioridad.  

Tomando en cuenta que no existen reportes sobre el potencial antibacteriano de miles de M. 

beecheii y M. yucatanica este es el primer reporte sobre el potencial antimicrobiano de mieles 

de Melipona y sus extractos proteicos contra S. Typhimurium. 

7.4 Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad de los extractos proteicos 

El extracto de M. beecheii perdió por completo su actividad antibacteriana contra S.  

Typhimurium después del tratamiento térmico. No así el extracto de M. yucatanica, el cuál 

mostró halos de inhibición definida después del tratamiento térmico (Figura 18). De igual forma, 

los extractos proteicos obtenidos a diferente pH (5.7, 7 y 8) de M. yucatanica presentaron 

actividad antibacteriana (Figura 19). En la Figura 20, se observa que los extractos proteicos de 

la miel de M. beecheii con pH ácido de 5.7 y pH básico de 8 no mostraron halos de inhibición 

contra Salmonella Typhimurium, únicamente mostró actividad a pH 7.  
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Figura 19. Difusión en disco de extractos proteicos de M. yucatanica (EPMY) a diferentes 

condiciones de pH contra Salmonella Typhimurium. 

a) EPMY pH 5.7, b) EPMY pH 7, c) EPMY pH 8, d) Buffer de fosfatos pH 8, e) Buffer de 

fosfatos pH 7, f) Buffer de fosfatos pH 5.7. 

a 
b 

c d 

a b 

c d 

M. yucatanica M. beecheii 

Figura 18. Efecto de la temperatura en la actividad antibacteriana de los 

extractos proteicos de las mieles.  

 a) ampicilina (20µg), b) buffer de fosfatos, c) extracto proteico de la miel sin 

tratamiento térmico, d) extracto proteico de la miel después de tratamiento térmico 



Capítulo 7. Resultados y discusión 

41 
 

 

Figura 20. Difusión en disco de extractos proteicos de M. beecheii (EPMB) a diferentes 

condiciones de pH contra Salmonella Typhimurium. 

a) EPMB pH 5.7, b) EPMB pH 7, c) EPMB pH 8, d) Buffer de fosfatos pH 8, e) Ampicilina 

20µg, f) Buffer de fosfatos pH 5.7 

A comparación de otros compuestos químicos como los polifenoles, las proteínas se 

desnaturalizan a temperaturas relativamente bajas, Arntfield y Murray (1981) analizaron 

proteínas provenientes de diferentes fuentes vegetales y encontraron que la mayor temperatura 

de desnaturalización era 112°C.  Esto puede deberse a distintos motivos; por un lado, dado que 

la mayoría de las proteínas se desnaturalizarían a esa temperatura y perderían su actividad 

antibacteriana, ésta estaría dada por otros compuestos que pudieran estar presentes en el extracto 

y que son estables a esas temperaturas, por ejemplo, compuestos fenólicos. Podría sugerirse 

también que los compuestos proteicos que presentan actividad antibacteriana del extracto 

proteico de M. yucatanica sean termorresistentes, como es el caso de algunos péptidos 

antibacterianos llamados bacteriocinas, que son producidos por bacterias y que pueden ser 

resistentes a temperaturas altas y por tanto ser de gran interés en la industria alimentaria 

(Tonarelli y Simonetta, 2013).  

Las proteínas pueden ser desnaturalizadas de diversas formas, entre las que se encuentra el 

aumento de la temperatura y el cambio de pH, permitiendo la pérdida de estructuras secundaria, 
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terciaria y cuaternaria, lo que también se ve reflejado en la pérdida de la solubilidad y de la 

actividad biológica propia de la proteína (Tanford, 1968). Los cambios de pH a ácidos o álcalis 

pueden producir la precipitación de las proteínas por alcanzar el punto isoeléctrico, teniendo 

carga neta igual a cero, donde no es posible la solvatación de la molécula (Tanford, 1968).  

Durante la extracción de proteínas con buffer de fosfato a pH ácido (5.7) y básico (8), 

posiblemente algunas de las proteínas presentes en la miel precipitaron y fueron desechadas 

durante la primera centrifugación, junto con los restos de polen. Así mismo, algunas otras 

proteínas pudieron perder su actividad antibacteriana por la pérdida de su estructura terciaria y 

secundaria, lo cual explicaría por qué no hubo inhibición contra S. Typhimurium por parte de 

los extractos de la miel de M. beecheii a pH ácido y básico, en comparación con el extracto a 

pH 7 (neutro), donde las proteínas se encuentran estables, y que mostró inhibir a la bacteria. En 

estudios alternos a éste, se ha determinado el punto isoeléctrico de algunas fracciones proteicas 

de la miel de M beecheii, el cual se encuentra en un rango de pH 5, lo que corroboraría la pérdida 

de actividad a pH ácido. Sin embargo, el extracto proteico de M. yucatanica, continuó mostrando 

actividad a las diferentes condiciones de pH, e incluso se observó un incremento de la actividad 

a pH ácido, por lo que podría decirse que aquellas proteínas que presentan actividad 

antibacteriana son estables a un rango más amplio de pH, y que probablemente tenga un pH 

óptimo de acción alrededor de 5.7. 

En la Figura 21 se observan las diferencias en color y turbidez de los distintos extractos 

proteicos, lo que nos indica un cambio según el pH del buffer de extracción. Este cambio puede 

deberse a diversos factores. Los compuestos que dan coloración a la miel de manera natural son 

los carotenoides y los compuestos fenólicos como ácidos fenólicos y flavonoides (Ciappini, 

Gatti y Di Vito, 2013). También se ha encontrado una relación entre el color de la miel y la 

cantidad de minerales, a mayor contenido de minerales es más oscura la miel (González-Miret 

et al., 2005). Por tanto, el cambio en la coloración de los extractos puede ser resultado de la 

interacción de algunos de estos grupos carotenoides o fenólicos con las proteínas presentes, 

dando lugar a nuevos compuestos como el caso de las flavoproteínas, que al estar en un medio 

ácido o alcalino pueden cambiar el color del extracto. Existen estudios acerca de una 

flavoenzima llamada L-aminoácido oxidasa, que proporciona el color amarillo a los venenos de 
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serpientes y que presentan diversas propiedades, entre ellas la antibacteriana (Lazo et al., 2007). 

El cambio de color puede deberse también a la concentración de proteínas, o a la precipitación 

de las mismas, lo que produce un efecto de turbidez, como en el caso de los extractos a pH ácido 

y básico de la miel de M. beecheii, o bien, resultando en la formación de un pellet como el caso 

del extracto ácido de la miel de M. yucatanica.  

 

Figura 21. Extractos proteicos de mieles a diferentes pH.  

a) Extracto proteico de M. beecheii (EPMB) pH 5.7, b) EPMB pH 7, c) EPMB pH 8,  

d) Extracto proteico de M. yucatanica (EPMY) pH 5.7, e) EPMY pH 7, f) EPMY pH 8. 

Se exploró la posibilidad de un cambio en el perfil electroforético de los extractos proteicos, ya 

que un cambio de pH podría desnaturalizar e incluso degradar algunas proteínas y esto producir 

un cambio en la actividad antibacteriana. En la Figura 22 se observa que, si bien la concentración 

de proteínas de la muestra fue la misma (2 µg) para cada condición de pH, la cantidad de bandas, 

así como su aparente concentración es diferente en cada caso, donde la muestra a pH ácido 

mostró la mayor cantidad de bandas, mientras que la intensidad de las mismas fue mayor a pH 

alcalino. Sin embargo, hay que recordar que únicamente la muestra a pH neutro inhibió el 

crecimiento de S. Typhimurium, por lo que probablemente la actividad corresponda a alguna 

banda que se encuentre únicamente en el perfil de pH 7.   Para el caso de los extractos proteicos 

de la miel de M. yucatanica (Figura 23), el bandeo de las muestras a las tres condiciones de pH 

resultó similar al presentar las mismas 5 bandas superiores, donde posiblemente se encuentren 

las proteínas responsables de la actividad antibacteriana contra S. Typhimurium, que pudo 

apreciarse para los tres extractos; sin embargo, para concluir eso hacen falta más estudios.  Este 

es el primer reporte donde se prueban extractos proteicos de mieles a diferentes concentraciones 
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de pH para observar su efecto antibacteriano, así como el análisis de los perfiles electroforéticos 

de los extractos.  

 

Figura 22. Perfil electroforético del extracto proteico de M. beecheii obtenido a diferentes 

pH. 

Std) Marcador de peso molecular 1) pH 7; 2) pH 5.7; 3) pH 8. 

 

Figura 23. Perfil electroforético del extracto proteico de M. yucatanica obtenido a 

diferentes pH.  

Std) Marcador de peso molecular 1) pH 7; 2) pH 5.7; 3) pH 8. 

1 2 3 

1 2 3 



Capítulo 7. Resultados y discusión 

45 
 

7.5 Actividad antimicrobiana. Concentración Mínima Inhibitoria 

Las MIC determinadas en este ensayo se muestran en la Tabla 3. Las CMI determinadas para 

las mieles son comparables con lo obtenido por Andualem (2013) para Salmonella enterica 

NCTC 8385 con una CMI de 12.5% de miel de abeja sin aguijón y el estudio realizado por 

Dardón y Enríquez (2008) para mieles de diferentes especies de abejas sin aguijón, entre ellas 

M. beecheii y M. yucatanica aff., contra Salmonella Typhi obteniendo una CMI del 5% y del 

10% respectivamente, donde al igual que en este estudio,  el valor de la CMI de M. yucatanica  

es aproximadamente dos veces la CMI de M. beecheii. En cuanto a los extractos proteicos, 

Salmonella Typhimurium resulto ser 3 veces más susceptible a las proteínas de la miel de M. 

yucatanica en comparación a las proteínas de la miel de M. beecheii.  Los resultados obtenidos 

sugieren que es probable que la concentración individual de las proteínas con actividad 

antibacteriana, no es suficiente para evidenciar el efecto en la miel de M. yucatanica o que se 

vea disminuida al estar en conjunto con otros componentes de la miel. Por el contrario, en el 

caso de la miel de M. beecheii hay otros compuestos como el peróxido de hidrógeno que 

contribuyen a la actividad antibacteriana, obteniendo una CMI menor.  

Tabla 3.  

Concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) 

Miel (%) Extracto proteico (μg/mL) 

M. beecheii M. yucatanica M. beecheii M. yucatanica 

10 ± 1 24 ± 1 200 ± 10 60 ± 10 

7.6 Curvas de efecto antibacteriano por absorbancia 

Las curvas de efecto antibacteriano fueron realizadas para determinar si los agentes utilizados 

tenían un efecto de tipo bacteriostático o bactericida sobre la bacteria, obteniéndose los 

siguientes resultados. En la Figura 24 se observa la tendencia mostrada por los antibióticos 

usados como comparativos para la tendencia de un agente bacteriostático (tetraciclina) y un 

agente bactericida (ciprofloxacino) contra S. Typhimurium, usando las CMI determinadas por 

Giraud et al. en el 2000.  En la Figura 25, la miel de M. beecheii a concentración de 0.5, 1 y 2 

veces la CMI, mostró una tendencia similar al antibiótico ciprofloxacino, por lo que sugiere una 
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tendencia bactericida, donde la absorbancia disminuye con respecto al tiempo. Por el contrario, 

la miel de M. yucatanica a concentración de 0.5, 1 y 2 veces la CMI, mostró una tendencia 

similar al agente tetraciclina (Figura 26), observándose un aumento en la absorbancia con 

respecto al tiempo, sugiriendo un comportamiento de tipo bacteriostático.   

 

Figura 24. Efecto de un agente bactericida (ciprofloxacino) y un agente bacteriostático 
(tetraciclina) sobre S. Typhimurium. 

 

Figura 25. Efecto de la miel de M. beecheii a 0.5, 1 y 2 veces la CMI sobre S. 
Typhimurium. 
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Figura 26. Efecto de la miel de M. yucatanica a 0.5, 1 y 2 veces la CMI sobre S.  

Por otro lado, el extracto proteico de M. beecheii, que ya había mostrado una actividad 

bacteriostática en los ensayos de difusión en agar, volvió a mostrar una clara tendencia 

bacteriostática, como puede observarse en la Figura 27. En la Figura 28, se extendió el tiempo 

de toma de muestras para una mejor observación de la tendencia.  

 

Figura 27. Efecto del extracto proteico de M. beecheii (PB) a 1 y 2 veces la CMI sobre S. 
Typhimurium.  
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Figura 28.  Efecto del extracto proteico de M. beecheii (PB) a 1 y 2 veces la CMI sobre S. 
Typhimurium, durante 48 horas.  

 

El extracto de la miel de M. yucatanica mostraba una tendencia igualmente bacteriostática 

(Figura 29); sin embargo, se había observado en los ensayos de difusión en disco que tenía un 

efecto más prolongado en la inhibición de la bacteria por lo que se realizó un conteo en placa 

correspondiente a la hora 0, 6, 12 y 24 del experimento. En la Figura 30, se muestran los 

resultados, observándose una disminución del 98% de UFC a la hora 24. Esta información 

complementa los resultados obtenidos debido a que las proteínas de esta miel tienen un mayor 

efecto de inhibición comparado con el obtenido con el extracto de la miel de M. beecheii, y, por 

lo tanto, pudiera estar contribuyendo de forma muy importante en la actividad de la miel de M. 

yucatanica.  

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200

1.400

1.600

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Ab
so

rb
ac

ia

Tiempo (horas)

PB2x PB1x



Capítulo 7. Resultados y discusión 

49 
 

 

Figura 29. Efecto del extracto proteico de M. yucatanica (PB) a 1 y 2 veces la CMI sobre 
S. Typhimurium. 

 

 

 

Figura 30. Porcentaje de UFC/mL de S. Typhimurium, en presencia del extracto 
proteico de M. yucatanica (PY) a 2 veces la CMI. 
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Capítulo 8. Conclusiones 

 El perfil proteico sugiere la posibilidad de diferenciar entre dos mieles provenientes de 

abejas del mismo género, pero de diferente especie.  

 Las mieles de Melipona beecheii y Melipona yucatanica, así como los 

correspondientes extractos proteicos, tuvieron actividad antibacteriana sobre 

Salmonella Typhimurium.  

 La miel de M. beecheii tuvo efecto bactericida, mientras que la miel de M. yucatanica 

resultó ser del tipo bacteriostático.  

 La temperatura y el pH afectan la estabilidad de la actividad antibacteriana del extracto 

proteico de la miel de M. beecheii.  

 Las proteínas de la miel de M. yucatanica cuyo peso molecular es de 95 y 107 kDa 

aparentemente contribuyen de manera significativa a la actividad antimicrobiana 

contra Salmonella Typhimurium.  

 La actividad antimicrobiana de la miel de Melipona beecheii se debe al efecto conjunto 

de todos sus componentes (fenoles, proteínas, péptidos y peróxido de hidrogeno).  
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Capítulo 9. Perspectivas 

 Para la complementación y continuación del presente trabajo, se sugiere aislar, purificar y 

caracterizar las proteínas presentes en las mieles, principalmente las provenientes de la miel de 

M. yucatanica, que suscitan especial interés por su actividad antibacteriana sobre Salmonella 

Typhimurium ATCC 13311.  Por otro lado, también se propone el estudio de otros componentes 

minoritarios de las mieles, como los compuestos fenólicos, que pueden estar contribuyendo de 

manera importante a la actividad antibacteriana de las mismas. 
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