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TITULO: ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANO DE LA MIEL DE
ROMERO DE LA SIERRA DE AYORA.

RESUMEN

La apicultura ha sido y es una de las actividades principales de los municipios de la comarca del
Valle de Ayora-Cofrentes, con especial importancia en el municipio de Ayora donde
encontramos un numeroso registro de explotaciones apicolas las cuales practican la apicultura
trashumante por toda la peninsula ibérica. El objetivo del presente trabajo ha sido aportar
conocimiento sobre una de las mieles monoflorales mas apreciadas y demandadas en la zona
como es la miel de romero de la Sierra de Ayora, evaluando sus caracteristicas fisicoquimicas,
su composicion en compuestos antioxidantes (perfil de flavonoides y &cidos fendlicos
especificos) y su capacidad antimicrobiana frente a cinco cepas bacterianas seleccionadas. El
andlisis de compuestos antioxidantes se ha realizado mediante cromatografia liquida, previa
extraccién en fase sélida, para posteriormente identificar los compuestos por comparacion de
sus tiempos de retencidn y caracteristicas espectrales UV (200-400) con estandares auténticos.
La cuantificaciéon se ha realizado mediante curvas de calibrado construidas para cada
compuesto. Se han identificado 11 compuestos en la miel, 6 acidos fendlicos (caffeic acid, p-
coumaric acid, sinapic acid, trans-cinnamic ellagic acid y cape) y 5 flavonoides (rutin, quercetin,
chrysin, naringenin y galangin). Los compuestos identificados que han presentado mayor
concentracién son el quercetin, naringenin y el caffeic acid. En el ensayo de caracterizacion
microbioldgica las mieles de romero ensayadas han presentado una clara inhibicidn frente a las
cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y E. coli, siendo menor el
efecto de estas frente a Pseudomonas aeruginosa y practicamente nulo frente a Bacillus subtilis.
En la relacién entre los dos potenciales ensayados, antioxidante y antimicrobiano de las mieles
de romero ensayadas, destaca una de las muestras de colmena tipo alza, situada a 1000 msnm
y cosechada en el afio 2019 (A-1000-19b), la cual ha presentado inhibicién frente a las cinco
cepas estudiadas y presenta elevadas concentraciones de los compuestos fendlicos caffeic acid,
rutin y naringenin, mientras que el resto de las muestras no ha presentado una clara relacién.
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TITOL: ESTUDI DEL POTENCIAL ANTIOXIDANT i ANTIMICROBIA DE LA MEL DE ROMER
DE LA SERRA DE AIORA.

RESUM

L'apicultura ha sigut i és una de les activitats principals dels municipis de la comarca de la Vall
d'Aiora- Cofrentes, amb especial importancia en el municipi d'Ayora on trobem un gran nombre
de registres d'explotacions apicoles les quals practiquen l'apicultura transhumant per tota la
peninsula ibérica. L'objectiu del present treball ha sigut aportar coneixement sobre una de les
mels monoflorals més valorades i demandades en la zona com és la mel de romer de la Serra
d'Ayora, avaluant les seues caracteristiques fisicoquimiques, la seua composicié en compostos
antioxidants (perfil de flavonoides i acids fenolics especifics) i la seua capacitat antimicrobiana
enfront de cinc ceps bacterians seleccionats. L'analisi de compostos antioxidants s'ha realitzat
mitjangant cromatografia liquida, prévia extraccié en fase solida, per a posteriorment identificar
els compostos per comparacié dels seus temps de retencié i caracteristiques espectrals UV (200-
400) amb estandards autentics. La quantificacié s'ha realitzat mitjancant corbes de calibrat
construides per a cada compost. S'han identificat 11 compostos en la mel, 6 acids fenolics
(caffeic acid, p-coumaric acid, sinapic acid, trans-cinnamic ellagic acid i cape) i 5 flavonoides
(rutin, quercetin, chrysin, naringenin i galangin). Els compostos identificats que han presentat
major concentracio son el quercetin, naringenin i el caffeic acid. En |'assaig de caracteritzacié
microbiologica les mels de romer assajades han presentat una clara inhibicié enfront dels ceps
bacterians Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermitis i E. coli, sent menor |'efecte
d'aquestes enfront de Pseudomonas aeruginosa i practicament nul enfront de Bacillus subtilis.
En la relacid entre els dos potencials assajats, antioxidant i antimicrobia de les mels de romer,
destaca una de les mostres de rusc tipus alga, situada a 1000 msnm i collida I'any 2019 (A-1000-
19b), la qual ha presentat inhibicié enfront dels cinc ceps estudiats i presenta elevades
concentracions dels compostos fenolics caffeic acid, rutin i naringenin, mentre que la resta de
mostres no ha presentat una clara relacio.
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TITLE: TITLE: STUDY OF THE ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF
ROSEMARY HONEY FROM THE SIERRA DE AYORA

ABSTRACT

Beekeeping has been and it is one of the most important activities of the Ayora-Cofrentes valley
region with singular relevance in the Municipality of Ayora where we can find numerous records
of apicultural undertakings that practice transhumant beep keeping throughout the entire
Iberian Peninsula. The aim of this study has been contribute knowledge to one of the most
prized and sought single-flower honeys in the area such as the rosemary honey of Ayora saw,
assessing their physical-chemical characteristics, its antioxidant compounds (both flavonoid and
phenolic acids specific profile) antimicrobial ability against five selected bacterial strains. The
analysis of the antioxidant compound has been made through liquid chromatology, after
extraction at solid stage in order to identify the compounds in comparison of its retention times
and spectral characteristics UV (200-400) with genuine standards. Quantification has been made
through calibration curves built for each specific compound. A total of 11 compounds have been
identified in the honey, 6 phenolic acids (caffeic acid, p-coumaric acid, sinapic acid, trans-
cinnamic ellagic acid y cape) and 5 flavonoids (rutin, quercetin, chrysin, naringenin y galangin).
The identified compounds had submitted greater concentration are the quercetin, naringenin
and the caffeic acid. In the testing of microbiological characterisation, the tested rosemary
honeys have presented a clear inhibition against Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermitis and E. col, bacterial strains being minor effect of those against Pseudomonas
aeruginosa and virtually zero against Bacillus subtilis. In the relation between the two tested
potentials, antioxidant and antimicrobial of the tested rosemary honeys, highlights one of the
hive samples rising type, located at 1000 msnm and picked at 2019 (A-1000-19b), that has
presented inhibition against the five tested strains and show high concentration of phenolic
compounds caffeic acid, rutin and naringenin, while the rests of the samples have not presented
a clear overview.
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1. INTRODUCCION

La Norma de Calidad relativa a la miel la define como “la sustancia natural dulce producida por
la abeja Apis mellifera a partir del néctar de plantas o de secreciones de partes vivas de plantas
o de excreciones de insectos chupadores presentes en las partes vivas de las plantas, que las
abejas recolectan, transforman combinandolas con sustancias especificas propias, depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que madure” (Real Decreto 1049/2003).

Las abejas producen la miel a partir del néctar o las secreciones azucaradas. El néctar es una
disolucion acuosa formada por (sacarosa, glucosa y fructosa) y otras sustancias como sales
minerales, acidos orgdnicos, vitaminas, enzimas etc. Este es segregado por las plantas en unos
drganos denominados nectarios, los cuales se encuentran en lugares estratégicos con la
finalidad que los insectos “atrapen” los granos de polen en su cuerpo y garantizar asi la
polinizacidn de la especie vegetal. La presencia del polen en mayor o menor cantidad en la miel
se debe a este hecho. El mielato o melaza también es una secreciéon azucarada, pero esta es
emitida por diferentes tipos de insectos o partes de las plantas diferentes de los nectarios (Piana
et al., 1989).

La elaboracion de la miel por parte de las abejas es un proceso que se resume en 4 etapas (Sainz
y Gomez, 1999). La primera es la recoleccion, en la cual la abeja pecoreadora absorbe el néctar
o el mielato y lo almacena en el buche melario. En esta fase la abeja aporta enzimas como
diastasas, invertasas y glucosaoxidadas al néctar, las cuales son responsables de la
transformacion de los azlcares en miel. La segunda etapa es la aireacidn, la consiste en exponer
a la miel, que no esta madura, a corrientes de aire caliente, originadas en el interior de la
colmena para reducir asi su contenido en humedad hasta alcanzar valores entre el 30 0 40%. La
tercera etapa es el almacenamiento que tiene lugar dentro de las celdillas del panal donde de
manera indirecta, por las corrientes generadas dentro de la colmena debido a los cambios
térmicos de la noche, se reduce el contenido de agua hasta alcanzar el 18 6 19%, el cual juega
un importante papel en la conservacién de la miel. La Ultima etapa es el operculado que consiste
en la formacion de una fina capa de cera para sellar la celdilla con la finalidad de impedir el
contacto de la miel “madura” con el aire, asi se evita la absorcidn de agua, ya que la miel es un
producto altamente higroscdpico.

Durante este proceso elaboracién de la miel, se produce la degradacion de la sacarosa, azucar
mayoritario del néctar y los mielatos, en glucosa y fructosa que seran los azlcares mas
abundantes en la miel. Esto es consecuencia de las reacciones enzimaticas que tienen lugar en
las sucesivas etapas de formacién de la miel en las cuales se hace imprescindible la participacion
de la abeja.

1.1 COMPOSICION DE LA MIEL

La composicion quimica de la miel depende del origen floral, de factores edaficos y climaticos,
de la raza apicola, del estado de la colonia y de los métodos de recoleccién (Sdinz y Gomez,
1999). Desde el punto de vista composicional, la miel es basicamente una soluciéon acuosa
concentrada de azucar invertido, que contiene, ademads, una mezcla compleja de otros hidratos
de carbono, acidos organicos, proteinas, minerales y otros compuestos minoritarios.



1.1.1 Agua

Uno de los parametros mas importantes a considerar en la miel es el contenido de humedad, ya
que afecta a su peso especifico, viscosidad, sabor y conservacién (Piana et., 1989). Este
parametro no debe exceder el 20% ya que mieles excesivamente acuosas pueden sufrir
fermentaciones a causa de la presencia de levaduras osmdfilas, hecho que se minimiza cuando
esta humedad es inferior al 17,1 % (Belitz et al., 2014). Este contenido en agua puede variar
dependiendo de las condiciones climaticas, estacidon del afio, humedad original del néctar y
grado de maduracion alcanzado en la colmena (Visquert, 2015).

1.1.2 Azlcares

Los glucidos son los componentes mayoritarios en la miel, suponen alrededor del 80% de esta.
Los monosacdridos, fructosa y glucosa, son los azlcares mds importantes de la miel,
constituyendo el 85-95% de los azlcares totales. En general la fructosa (33-42%) es mas
abundante que la glucosa (27-36%). El contenido de sacarosa es generalmente inferior al 3%,
mientras que el de maltosa puede alcanzar alrededor del 7%. También pueden presentarse otros
polisacéridos, pero en magnitudes menores (Visquert, 2015).

1.1.3 Acidos

Los acidos tienen un papel importante en la miel, aparte de conformar el sabor de ésta
contribuyen a su estabilidad frente a los microorganismos que se encuentran presentes de
forma natural. Hay una gran cantidad de acidos libres en la miel, sin embargo, el mas abundante
es el acido glucdnico que se forma por accidn de la enzima glucosaoxidasa. Las lactonas actian
como reserva de acidez en la miel, pues pueden liberarse frente a una alcalinizacion del medio.
(Piana et al.,1989; Sdinz y Gomez, 1999; Belitz et al., 2014).

1.1.4 Minerales

El mineral mds abundante en la miel es el potasio, que supone cerca del 80% de la materia
mineral total. La proporcion de minerales presentes en la miel va a depender del tipo de suelo
y del origen botanico de la planta. Si bien el contenido de las mieles en minerales es modesto,
este es mayor en las provenientes de los mielatos que en las de origen floral (Sdinz y Gomez,
1999; Belitz et al., 2014).

1.1.5 Proteinas y Aminodcidos

El contenido en proteinas y aminoacidos de una miel es muy bajo. Este procede del néctar o
mielato, del polen y de las propias abejas (Sdinz y Gémez, 1999). Se han llegado a detectar 19
aminoacidos en la miel, siendo el mas abundante la prolina que procede de las abejas y se
corresponde con el 50-58% de la fraccion aminoacidica (Belitz et al., 2014).

1.1.6 Enzimas

La presencia de enzimas en la miel tiene como origen principalmente las glandulas hipofaringeas
de las abejas, por lo que su presencia es un factor de calidad. Las enzimas mas abundantes son
la «x-glucosidasa (invertasa o sacarasa), - y B-amilasa (diastasa), glucosaoxidasa, catalasa y
fosfatasa acida (Piana et al.,1989; Sainz y Gdmez, 1999; Belitz et al., 2014).

1.1.7 Otros compuestos

Otro de los parametros importantes es el Hidroximetilfurfural (HMF) & 5-(hidroximetil)-2-
furaldehido (hidroximetil-furfural), compuesto que procedente de la descomposicién de los
monosacaridos en medio 4cido. Suele hallarse en pequefias cantidades en mieles frescas, pero
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su aparicién indica una pérdida de frescor, por lo tanto, de la calidad de la miel. Ademas del
envejecimiento natural, el calentamiento de la miel acelera su formacién (Sainz y Gdmez, 1999).

Las caracteristicas fisicoquimicas de la miel destinada al consumo humano vienen reguladas por
el Real Decreto 1049/2003 por el que se aprueba la Norma relativa a la calidad (Tabla1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas que debe tener la miel destinada al consumo humano, segln establece el

Real Decreto 1049/2003.

COMPONENTE VALORES
AZUCARES g/100 g de miel
Glucosa + Fructosa

e Miel de flores > 60
e Miel de mielada 245
Sacarosa
e Engeneral <5
e Eucalipto y Citrus <10
e Lavanda <15
AGUA
e Engeneral <20
e Miel para uso industrial <23
SOLIDOS INSOLUBLES EN AGUA
e Engeneral <0.1
e Miel prensada <0.5
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA mS/cm
e Engeneral <0.8
e Miel de mielada 20.8
ACIDOS LIBRES Miliequivalentes/1000 g
e Engeneral <50
e Miel para uso industrial <80
INDICE DIASTASICO Escala Schade
e Engeneral 28
e Mieles con bajo contenido 23
natural de enzimas
(azahar) y contenido de
HMF no superior a 15
mg/Kg
HMF mg/ Kg
e En general, excepto para <40
uso industrial
e Miel procedente de origen <80

tropical



1.2 LAS MIELES MONOFLORALES

Las mieles monoflorales son aquellas que proceden mayoritariamente de una planta
determinada. Son mieles singulares, con caracteristicas diferenciales, en las que predominan las
debidas al néctar de esa planta (Gomez Pajuelo, 2004). Para que una miel sea considerada como
monofloral ha de tener predominancia de caracteristicas definidas a tres niveles:

e Fisicoquimico: determinado por la presencia de ciertas propiedades fisicas o sustancias
guimicas caracteristicas. Por ejemplo, la presencia del azicar minoritario rafinosa en las
mieles de romero o la sustancia aromatica antranilato de metilo en la de citricos.

e Polinico: determinado por la aparicion de cierta cantidad del polen de la especie a la que
se atribuye el origen de la miel, y presencia de los pdlenes pertenecientes a las especies
acompafiantes en la floracidn, asi como la ausencia del polen de especies de floraciones
exoticas, no relacionadas con la clasificacion de esa miel. Los granos de cada especie son
diferentes y pueden identificarse al microscopio dptico a 400-1000 aumentos por su
forma, tamafio etc. Ademas, no todas las especies producen la misma cantidad de polen,
por lo que se exige una cantidad minima de este para atribuir la presencia mayoritaria
del néctar. Por ejemplo, en el caso del romero debe de ser >12 %.

e Sensorial: las mieles monoflorales de determinadas especies vegetales han de tener
ciertas caracteristicas sensoriales (color, aroma, gusto, etc.). Las mieles de citrico, por
ejemplo, han de ser de color muy claro y tener el aroma caracteristico de antranilato de
metilo.

La clasificacion final de una miel de manera precisa, reproducible y cientifica exige que cumpla
con las especificaciones precisas en estos tres niveles. Esto implica un elevado costo de tiempo
y dinero por lo que la seleccién se realiza recurriendo al andlisis sensorial y segun lotes analizar
determinados pardmetros fisicoquimicos o polinicos relevantes (Gémez Pajuelo, 2004).

1.3 MIEL DE ROMERO

La miel de romero es una de las principales mieles monoflorales que se producen en Espanfia
junto con la de azahar, biércol, brezo, castafio, espliego, eucalipto y girasol. Esta presenta las
caracteristicas propias de las mieles monoflorales que son conocidas y apreciadas por el
consumidor. Para considerarse miel monofloral de romero esta debe presentar polen de la
especie Rosmarinus officinalis L (Figura 1y 2) en un 12 % del total del sedimento polinico
(Gémez,2004). Esta baja representacion del polen se debe a la baja produccion de polen de la
planta y a la morfologia de la flor, ya que esta presenta un alto grado de adaptacion a la
polinizacién por parte de las abejas, por lo que no necesita producir grandes cantidades de
polen. En cambio, la planta presenta una elevada produccién de néctar (Sdinz y Gémez, 1999).

Esta miel se caracteriza por tener un color amarillo en estado liquido y blanco cuando cristaliza.
Su olor vegetal, delicado, ligeramente balsamico y poco intenso es muy perceptible. Su sabor
vegetal se asocia con la harina recién molida. Tiene tendencia a cristalizar rdpidamente con
cristales finos pero angulosos (Sdinz y Gomez, 1999).

Las zonas de produccion principales de esta miel son la Comunidad Valenciana, Catalufia,
Andalucia, Extremadura, Aragdn, Murcia y Castilla la Mancha. La Comunidad Valenciana es la
segunda comunidad auténoma con mas produccion de miel (19,9%) del total nacional, detras
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de Andalucia (25,1%) (MAPA, 2020). Dentro de esta produccion, a pesar de la falta de datos
oficiales sobre produccion de miel a nivel nacional y autondmico, las principales mieles que se
recolectan en la Comunidad Valenciana son la de romero y la de azahar. La produccién de miel
de romero se reparte a lo largo de las 3 provincias, Valencia, Alicante y Castelldn, especialmente
en las comarcas del interior. En la provincia de Valencia destacan las situadas en las zonas de: El
Valle de Ayora — Cofrentes, La Canal de Navarrés y la Plana de Utiel-Requena.

Figura 2. Plano ecuatorial de un grano de polen de Rosmarinus officinalis. Fuente: LABMIEL (IIAD).

1.3 PRODUCCION DE MIEL DE ROMERO EN LA ZONA DE LA SIERRA DE AYORA

La Sierra de Ayora, por las caracteristicas geograficas, climaticas y ambientales, ademas de por
su tradicidn apicola es una de las zonas mds importantes de produccién de miel de romero en
la Comunidad Valenciana.

1.3.1. Ubicacién geografica

La Sierra de Ayora se encuentra ubicada en el interior de la Comunidad Valenciana, entre las
comarcas del Valle de Ayora y la Canal de Navarrés como se muestra en la Figura 3, esta cuenta
con una amplia extensién de territorio forestal, alrededor de 28.000 ha. Estd compuesta por
territorio de los municipios de Ayora y Enguera, pero también, por los términos municipales de
Teresa de Cofrentes, Bicorp y Quesa. Esta se corresponde con el sector suroccidental de la
plataforma calcarea del pico Caroche tratandose de una zona muy montafiosa y agreste, con
una fisiografia compleja, que proporciona al paisaje un aspecto montano y forestal (PAISAJES
TURISTICOS VALENCIANOS, 2021.)
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Figura 3.Ubicacion geografica autondmica y comarcal de Ayora (Valencia).

A lo largo de este territorio podemos encontrar en los suelos substratos calcdreos
predomienantes en todo el territorio, sobre todo las calizas duras, las cuales dan lugar a
afloramientos rocosos y a suelos superficiales y pedregosos (ADENE,2021). La Sierra de Ayora
presenta una altura maxima de 1.126 msnm en el Macizo de Caroche y el Pefidn de los Machos
con 1.094 msnm, contrastada con otras cotas mucho mas inferiores, lo cual genera una amplia
variabilidad de altitud, que es reflejado en el amplio grado de diversidad tanto de flora, suelos y
paisajes. Esta variabilidad se refleja en las numerosas figuras de proteccién que podemos
encontrar en la sierra, como zonas LICs, ZEPAs, IBAs a nivel europeo y autonémico.

La mayor parte del territorio se encuentra dentro de la Red Natura 2000, una red ecoldgica de
areas de conservacion de la biodiversidad que tiene como finalidad asegurar la supervivencia a
largo plazo de las especies y todo tipos de habitats de Europa. Esta se compone de Zonas
Especiales de Conservacion ( ZEC) establecidas de acuerdo con la Directiva Hébitat y de Zonas
de Especial Proteccidn para las Aves (ZEPA) designadas en virtud de la Directiva Aves. (VISOR
CARTOGRAFICO DE LA GENERALITAT VALENCIANA, 2021).

La Sierra de Ayora es una zona escasamente alterada y con un alto desploblamiento, por lo tanto
se considera una de las zonas mas agrestes y menos alterada por el hombre de la Comunidad
Valenciana.

1.3.2. Flora del entorno

La vegetacion y flora presente en la Sierra de Ayora se encuentra condicionada por los dos
incendios forestales sufridos en el afo 1979 y posteriormente en el afio 1992. Estos
acontecimientos marcan un punto de inflexién en cuanto al desarrollo de las especies vegetales.
Tras los incendios, el desarrollo de la vegetacion arbustiva aumenta en primer lugar y crea un
amplio tapiz de especies arbustivas y herbdceas, posteriormente y a un ritmo mucho menor
prolifera la vegetacién arbérea. En la actualidad, trascurridos 30 afios desde el ultimo incendio,
la vegetacion que podemos encontrar en la Sierra de Ayora es principalmente arbustiva y
herbacea, pero también escasas zonas de vegetacidn arbodrea, la cual no fue afectada por el
fuego, ademas de otras zonas que se encuentran en proceso de regeneracidén que presentan en
la actualidad una buena densidad de vegetacion arbodrea.



La vegetacion arbdrea que podemos encontrar en la Sierra de Ayora estd compuesta
principalmente por pino carrasco (Pinus halepensis), el cual se encuentra principalmente en las
zonas de degradacion de los carrascales, el pino rodeno (Pinus pinaster) y algin escaso ejemplar
de (Pino pifionero). La carrasca (Quercus ilex) la cual era predominante en este territorio se ha
visto reducida considerablemente en nimero de ejemplares, aunque aun podemos encontrar
algunas zonas con poblaciones notables de esta especie. En menor proporcion podemos
encontrar ejemplares de roble valenciano (Quercus faginea) (ADENE, 2021).

Como especies arbustivas y herbdceas podemos encontrar principalmente:

e Coscoja (Quercus coccifera)

e Lentisco (Pistacia lentiscus)

e Aliaga (Ulex parviflorus)

e Madrofo (Arbutus unedo)

e Enebro (Juniperus oxycedrus

e Jara blanca (Cistus Albidus)

e Brezo (Erica multiflora)

e Romero (Rosmarinus officinalis)
e Tomillo (Thymus vulgaris)

e Pebrella (Thymus piperella)

e Rabo de gato (Sideritis tragoriganum)

Ademas de las anteriormente especies citadas, podemos encontrar algunas especies endémicas
de la Sierra de Ayora- Enguera como el Rabo de gato lanoso (Sideretis sericea), el poleo de roca
(Teucrium buxifolium subsp. Buxifolium) y la Pelosilla de cueva (Chaenorhinum tenellum)
descubierta por José Cavanilles en Cueva Horada, cueva préxima al pico del Pefién de los Machos
(1.094 msnm) (ADENE, 2021).

1.3.3. La apicultura en la Sierra de Ayora

La Sierra de Ayora cuenta con una gran tradicidon apicola. Prueba de ello son las pinturas
rupestres de la cueva de la araia, situadas en el vecino término municipal de Bicorp (Valencia)
datadas entre los 5.000 y 8.000 afios A.C, pertenecientes al Arte Rupestre Levantino. Se trata de
un mural pintado sobre la roca de un abrigo en la montafia, donde se puede apreciar la figura
de una persona, seguramente una mujer, escalando a un arbol para recolectar la miel (Figura 4).
Estas fueron descubiertas a inicios del siglo XX por J. Poch y declaradas desde el afio 1998
Patrimonio de la Humanidad por la Unesco.



Figura 4 .Pintura rupestre en la Cueva de la Arafia en Bicorp (Valencia), en la que se representa a una persona
recolectando miel.

Desde entonces hasta nuestros dias la apicultura se encuentra presente en el Valle de Ayora
adquiriendo una fuerte consolidacién con la creacion de la Sociedad Cooperativa Apicola de
Espafia en el afio 1979 en el municipio de Ayora (Valencia). La apicultura es hoy en dia una de
las principales actividades econdmicas de los municipios de la comarca especialmente en la
poblacién de Ayora, estableciéndose como una de las principales actividades econdmicas de la
localidad, con un numeroso registro de explotaciones que practican la apicultura trashumante
por toda la peninsula ibérica.



2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo ha sido aportar conocimiento sobre la miel de romero de la
Sierra de Ayora evaluado sus caracteristicas fisicoquimicas, su composicién en compuestos
antioxidantes (perfil de flavonoides y acidos fendlicos especificos), asi como su capacidad
antimicrobiana frente a cinco cepas bacterianas seleccionadas.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 ORIGEN DE LAS MUESTRAS

En el presente trabajo se analizaron 15 muestras de miel de romero (Rosmarinus officinalis)
procedentes de asentamientos apicolas ubicados a diferentes cotas en la Sierra de Ayora (700,
900 y 1000 msnm, recolectadas en 3 campafias sucesivas, 2019, 2020, 2021 y procedentes de
diferentes tipos de colmenas (tipo Layens y tipo alza). Estas fueron aportadas por apicultores
locales y almacenadas en tarros de cristal cerrados herméticamente con la identificacién del
apicultor y la campafia de recoleccién. Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente y
en la oscuridad hasta el comienzo del ensayo.

3.2. ANALISIS DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los métodos utilizados para el analisis de los parametros fisicoquimicos se encuentran descritos
en la normativa para la miel (B.O.E. 18-6-86).

3.2.1. Color

El color se determind utilizando un colorimetro digital (HANNA C221) basado en la escala mm
Pfund que mide la transmitancia de la luz. Se introdujo cada muestra de miel en una cubeta y se
compard con un patron (glicerol analitico de grado reactivo), el valor fue expresado en
milimetros de la escala Pfund.

3.2.2. Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica se determind mediante un conductimetro (Mettler Toledo Seven
Multi, Suiza). Para ello se pesd la cantidad equivalente a 20 g de materia seca de miel, se disolvio
en agua bidestilada y se aforé a 25 mL. Los resultados se expresaron en puS/cm.

3.2.3. Humedad

La determinacion del contenido de humedad se realizd mediante el método refractométrico,
midiendo el indice de refraccién de la miel. Se tomd una gota de miel de cada muestra, lo mas
licuada posible y se analizé usando un refractdmetro (ATAGO 3T, Japdn), termostatizado a 20
9C. Los valores obtenidos fueron extrapolados en la tabla de Chataway, expresando el resultado
en g/100 g de miel.

3.3 ANALISIS DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

3.3.1 Reactivos y patrones

Durante el proceso se utilizé acetonitrilo, metanol de grado HPLC y agua purificada de un
sistema mili-Q disponible en el laboratorio. Para la realizacién del andlisis se emplearon patrones
(Sigma-Alfrich,St. Louis, USA). Se obtuvieron en primer lugar disoluciones madre individuales de
cada compuesto a una concentracion de 1000 mg/L en metanol. Posteriormente estas fueron
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mezcladas creando una una solucién intermedia con una concentracion final de 100 mg/L. Por
ultimo, se prepararon las soluciones patrén mediante la disolucidon apropiada de la solucién
intermedia para obtener 6 niveles de concentracién (1000 mg/L; 5000 mg/L; 10.000 mg/L;
25.000 mg/L; 50.000 mg/L; 60.000 mg/L).

3.3.2 Extraccién en fase solida

Se utilizo el método de extraccion en fase sdlida, SPE (Solid Phase Extraction), como etapa de
limpieza, para eliminar los compuestos que interfieren antes del analisis cromatografico. Para
ello se procedié a disolver 10 g de muestra de miel en 15 mL de agua acidulada a pH 2 hasta que
estuvieron completamente diluidas. Estas disoluciones se hicieron pasar a través de los
cartuchos Strata ™ — X 33, los cuales fueron previamente acondicionados con 3 mL de MeOH
y 3 mL de agua ultrapura. Una vez pasada la muestra por los cartuchos estos se lavaron con 5
mL de agua aciduladay 15 mL de agua ultrapura, con la finalidad de eliminar los azUcares y otros
constituyentes polares de las mieles. Finalmente, se secaron a vacio durante 2 min, y las
fracciones fendlicas retenidas se eluyeron con 3 mL de MeOH:ACN (2:1) (metanol: acetonitrilo)
(2:1).

Los andlisis de los extractos se realizaron con un cromatografo liquido Agilent Technologies 1120
Compact LC acoplado a un detector de array de diodos (DAD). Los flavonoides y los compuestos
fendlicos fueron separados en una columna Kinetex ® 3.5 um XB-C18 100. La fase mdvil binaria
consistid en un 1% de acido férmico como fase A y acetonitrilo como fase B con una velocidad
de flujo de 0.7 mL/min a un volumen de inyeccion de 5 pL y un tiempo de ejecucién de 45
minutos.

3.4 ANALISIS DEL EFECTO ANTIBACTERIANO

3.4.1. Cepas de estudio
Se utilizaron 5 cepas de diferentes bacterias, como se muestra en la Tabla 2, todas ellas
pertenecientes a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

Tabla 2. Microorganismos empleados en el estudio. CECT: coleccion espafiola de cultivos tipo.

Bacteria N2 CECT
GRAM - Pseudomonas aeuroginosa 110
Escherichia coli 1103
GRAM + Bacillus subtilis 356
Staphylococcus aureus 240
Staphylococus epidermidis 231
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3.4.2 Medios de cultivo

Para la realizacion del ensayo se procedid a utilizar medios de cultivo generales, con el objetivo
de estandarizar los resultados y evitar variabilidad de los resultados. Los medios de cultivo
utilizados en el presente estudio fueron los siguientes:

TSA (Tryptic Soy Agar)

Para la utilizacion de las cepas y su uso en fase exponencial en 24 horas se utilizé el medio de
cultivo TSA (Tryptic Soy Agar) suministrado por la casa comercial SCHARLAU S.L, siendo
incubadas a 37°C durante 24 horas en la estufa.

AGAR SEMISOLIDO

Se prepard un medio de cultivo semisdlido formado por Tryptic Soy Broth (TSB) (Eur. Pharm) y
Agar de la casa comercial SCHARLAU S.L.

Estos medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 121°C,
posteriormente atemperados en un bafio hasta alcanzar la temperatura de 45°C y finalmente
distribuidos en placas Petri.

PBS (1X)

También se procedidé a preparar el tampdn Phosphate Buffered Saline (PBS 1X), una solucién
acuosa y salina que contiene cloruro sédico, fosfato sddico, cloruro de potasio y fosfato de
potasio, con el objetivo de mantener las células in vitro para que no se dafien.

Todos los medios fueron conservados en la cdmara frigorifica.

3.4.3 Preparacion de las diluciones de miel

Estas diluciones se realizaron con el objetivo de ver el efecto que presenta la miel a
concentraciones de azlcares menores que presenta la miel natural. Para comprobar este efecto
se realizé un pocillo a modo de control donde se aplicé una gota de miel al 100% de
concentracién de azucares. Este se usd de control frente a las demas diluciones y fue
denominado con la letra (D). Estas diluciones se almacenaron en el almacén en un lugar fresco
y en la oscuridad.

Se partid de las muestras de miel para preparar diluciones decimales de éstas. Para ello, se
utilizaron tubos de ensayo, los cuales se tararon en primer lugar, a continuacién, se afiadieron 2
gramos de miel de la muestra y 8 mL de agua, de esta manera se obtuvo una dilucién [1:4] al
25%, a partir de este tubo con esa dilucion se cogieron 3 mL y se vertieron en otro tubo al que
se le afiadieron otros 3 mL de agua destilada, de esta manera obtenemos una dilucion [1:2] al
12,5%. Una vez obtenida esta dilucién se volvid a afiadir 3 mL de esta y se vertieron a un nuevo
tubo, al que se le afiadieron otros 3 mL de agua destilada, obteniendo asi una dilucién [1:2] al
6,25%.

Para la realizacion del ensayo se establecié un control negativo el cual fue una miel artificial,
creada en el laboratorio con las mismas caracteristicas osméticas que otras mieles. Esta se
elabord teniendo en cuenta la cantidad promedio y tipo de azlcares presentes en la miel
natural. Para ello se pesaron 40 g de fructosa, 30 g de glucosa, 8 g de maltosa y 2 gramos de
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sacarosa como en el estudio realizado por (Peter J.et al., 2001). Se adicionaron 100 mL de agua
destilada a estos azucares y se esterilizaron a 121 °C durante 15 min.

3.4.4 Ensayo de la actividad antimicrobiana

Para la preparacién de los inéculos se realizaron cultivos de 24 horas de cada cepa microbiana.
Estos se realizaron mediante la suspension directa de colonias. Para ello se procedid a recoger
colonias con un asa de siembra de la placa de cultivo puro y se transfirieron a un tubo con 5 ml
de tampodn PBS. A continuacion, se agitd el tubo en el vortex durante 15- 20 segundos hasta
alcanzar la turbidez de McFarland 2. Se tomé un alicuota de 50 pl del indculo y se transfirié a un
tubo con agar semisélido a 45 °C. Se agité en el vortex durante 10 segundos y se vertio el
contenido en la placa Petri 1X, donde se habia vertido previamente el media TSA (Tryptic Soy
Agar. Por ultimo, se realizaron movimientos circulares a la placa para la correcta
homogeneizacién del medio y se dejo solidificar.

La evaluacién de la capacidad antimicrobiana de las muestras se realizd siguiendo el método de
pocillos (Figura 5), el cual a partir de un cultivo de 24 horas de los diferentes microorganismos a
ensayar se aplicéd una pequefa cantidad de miel o dilucién de miel en el centro de un pocillo de
8 mm de didmetro, cortado en una placa de TSA (Tryptic Soy Agar) previa siembra del
microorganismo en un medio de agar semisélido fundido. El tamafio de la zona clara alrededor
del pocillo de aplicacidn de la miel, la zona de inhibicion (ZOl), se establecié como una medida
de la potencia antimicrobiana de la muestra de miel ensayada. Se prepararon las placas, en las
cuales se realizaron 4 pocillos, 3 con las diferentes diluciones de miel (25%, 12,5%, 6,25%) y uno
con miel natural (D) al 100%, sin diluir.

Se sembraron las muestras por duplicado para cada microorganismo. Estas fueron incubadas en
posicion invertida en estufa a 37°C durante 24horas. Pasadas 24 horas se midié el didmetro en
mm del halo inhibicidn generado por la miel de cada pocillo. Este proceso se realizé con las 15
muestras de miel de romero, 1 muestra de miel de girasol (Helianthus annus) asi como con la
miel artificial elaborada en el laboratorio, la cual se utiliz6 como control negativo en el ensayo
atribuyendo los resultados de inhibicién registrados al efecto de osmolaridad de la miel.La
inhibicion se fue considerada positiva cuando el didmetro del halo fue superior a 8 mm,
diametro, que corresponde con el didmetro del pocillo realizado en el ensayo.

D
/‘// ('jl \\
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Figura 5: Placa Petri donde se han realizado cuatro pocillos a distintas diluciones de miel.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un analisis descriptivo de los datos obtenidos. Para ello se calculé la media, desviacidon
estdndar, minimo y maximo de cada uno de los compuestos identificados. Ademas, se realizé un
analisis de la varianza (ANOVA) para cada una de las variables obtenidas, considerando los
factores:“afio de recoleccidon”, “tipo de colmena y “altura”. Todo ello con la finalidad de evaluar
si existen diferencias significativas entre las tres campafias de recoleccion de miel (2019,2020y
2021); entre colmenas de desarrollo vertical y horizontal (tipo Layens y tipo alza) y entre las
cotas (msnm) donde se ubican los asentamientos apicolas. El programa utilizado fue el

Statgraphics Centurion XVII para Windows.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Todas las muestras se caracterizaron desde el punto de vista de los parametros fisicoquimicos
humedad, color y conductividad. En la Tabla 3 se muestran los valores minimo y maximo, el valor
promedio, asi como la desviacién estdndar de los resultados obtenidos. Ademas, también
aparecen los resultados del ANOVA (cociente F y diferencias significativas) obtenidos para cada
una de las variables estudiadas.

Se observan diferencias significativas para la variable humedad en funcidn del tipo de colmena
(alza/layens). Estas diferencias pueden deberse a las practicas apicolas, principalmente al estado
de maduraciéon de la miel en la colmena en el momento de su recoleccién. Para los demas
factores, aifo de recoleccidn y altura, las diferencias observadas no fueron significativas.

Los resultados obtenidos para este parametro se ajustan a lo establecido en la normativa (Real
Decreto 1049/2003) el cual establece un valor maximo de humedad para la miel de 20.00g/100g,
cumpliendo todas las muestras utilizadas para este trabajo.

La conductividad eléctrica también mostrd diferencias significativas inicamente en funcién del
tipo de colmena empleada por el apicultor, con valores mas elevados en las muestras de miel
recolectadas en colmenas tipo Layens. Este hecho puede ser debido a que el manejo de este
tipo de colmena puede ocasionar el solapamiento de miel de diferentes origenes botanicos al
ser desplazadas las colmenas de un asentamiento a otro sin haber realizado la extraccién de la
miel del anterior. Todas las muestras de miel utilizadas cumplieron con lo establecido en la
normativa (Real Decreto 1049/2003) referente a la conductividad eléctrica de la miel, no
superando ninguna muestra los 800 uS/cm establecidos en esta.

Con respecto al color, este parametro solo fue significativo para el aifio de recoleccion. Esta
situacidn puede deberse a las condiciones climatoldgicas que influyen sobre la floracidn tanto
del romero como de las especies acompafiantes: almendro, brezo, tomillo, etc, aunque también
puede haber una cierta influencia debida a las practicas apicolas anteriormente comentadas.
Resultados que difieren minimamente en el estudio de (Persano -Oddo y Piro,2004) donde la
media de las mieles europeas analizadas fue de 15 (mm/Pfund) encontrando méaximos de hasta
26 (mm/Pfund) acercandose los resultados obtenidos en el presente trabajo a lo establecido por
(Orantes et al.,2008) donde establece un limite maximo de color para la miel de romero de 35
mm/Pfund. A pesar de ello la normativa no establece unos limites para el color de la miel, este
se considera un aspecto mds bien comercial.
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Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica (humedad, conductividad eléctrica y color de miel de romero de Sierra Ayora

HUMEDAD CONDUCTIVIDAD COLOR
ELECTRICA mm/pfund
uS/cm
Min.-max. Media (SD) Min.-max. Media Min.- Media (SD)
(SD) max.

TIPO COLMENA
Alza 17.3-18.7 18.0 (0.3)2 116-147 132 (7.6)2 18.-27  22.6(2.1)2
Layens 18.7-21.1 19.9 (0.5)° 149-201 174.7(12.8)" 24-39 31.4(3.5)2
ANOVA 7.02* 6.80* ns
(Fratio/p-valor)
ALTURA (msnm)
700 17.2-19.5 18.3(0.6) 109-161 136.3 (12.8) 15-30 22.4 (3.5)
900 18.9-21.2 20.1(0.6) 147-201 174.2 (13.1) 22-37 29.6 (3.6)
1000 17.5-19.4 18.4(0.5) 129-172 150.6 (10.3) 23-35 29.1(2.9)
ANOVA ns ns ns
(Fratio/p-valor)
ANO DE
RECOLECCION
2019 17.7-19.7 18.7 (0.5) 143-190 166.5 (11.4) 23-37 29.9(3.2)@
2020 18.9-21.1 19.9(0.5) 136-187 161.5(12.4) 26-40 32.7(3.4) @
2021 17.3-19.1 18.2(0.4) 111-153 132.1(10.1) 13-24 18.4(2.8) b
ANOVA ns ns 5.78*

(Fratio/p-valor)
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5.2 CARACTERIZACION ANTIOXIDANTE

Se comenzd inyectando en el cromatdgrafo una bateria de 12 estdndares identificados
previamente en otras mieles analizadas en LABMIEL, por lo tanto, ya disponibles en el
laboratorio (caffeic acid, cape, chrysin, ellagic acid, galangin, gallic acid, naringenin, p-coumaric
acid, quercetin, rutin, sinapic acid, trans-cinnamic acid). En las mieles objeto de este estudio, se
llegaron a identificar todos ellos, a excepcion del gallic acid. Cabe destacar que los nombres de
los compuestos fendlicos aparecen a lo largo del trabajo en inglés para facilitar la comparacién
con otros estudios revisados.

La identificacién de los flavonoides y los acidos fendlicos se llevé a cabo por comparacion de los
tiempos de retencién y de las caracteristicas espectrales UV de los analitos presentes en las
muestras con los de estdndares auténticos. Los cromatogramas fueron registrados entre 200 y
400 nm. La cuantificacién de cada compuesto se realizé en base al valor de landa con mayor
absorbanciay la realizacion de las correspondientes rectas de calibrado obtenidas a partir de los
estandares de trabajo. La figura 6 muestra las rectas de calibrado obtenidas para todos los
compuestos estudiados. En ella podemos observar un valor de r? entre 0.9645 y 0.9995 lo que
indica una buena linealidad del método que se ha utilizado y en consecuencia una adecuada
cuantificacion de los compuestos que se han analizado.

La figura 7 muestra como ejemplo cromatogramas obtenidos a diferentes longitudes de onda
de una de las muestras analizadas, donde se aprecia las dreas de los picos, que varian en funcidn
de la longitud de onda seleccionada.
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Figura 6. Rectas de calibrado obtenidas para los compuestos antioxidantes (flavonoides y acidos fendlicos) analizados.
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Figura 7. Ejemplos de cromatogramas obtenidos a diferentes longitudes de onda (260,280,290 y 350 nm ).
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En la Tabla 4 se muestran los valores minimo y maximo, asi como valores promedio de las
concentraciones obtenidas para cada compuesto fendlico identificado, expresados en ug /100g
de miel. También se detallan los resultados de la ANOVA (F-ratio y diferencias significativas)
obtenidos para cada compuesto.

En general, los compuestos analizados no mostraron diferencias significativas entre los factores
estudiados, con la Unica excepcidn del ellagic y trans-cinamic acid que fueron significativos para
el “tipo de colmena” y el rutin para la “altura del colmenar”. La escasa variabilidad observada
puede deberse a que todas las muestras estudiadas proceden del mismo origen boténico y de
una zona geografica concreta.

Se observa que la mayor concentracidn la presenté el flavonoide naringenin para el factor “tipo
de colmena”, con un valor maximo de 4.7 ug /100g de miel en las colmenas tipo alza, frente a
un 3.7 ug /100g de miel obtenido en las muestras con colmena tipo Layens. El compuesto que
menor concentracion mostré para este factor fue el ellagic acid, con una concentracion media
de 0.1 ug /100g de miel en muestras de colmenas tipo alza.

Para el factor “afio de recoleccidn” podemos observar que el compuesto con mayor valor medio
(5.48 ug/100g de miel) y valor maximo registrado 7.0 ug/100g de miel fue el quercetin, para la
campaiia de recoleccion del afio 2021. El segundo flavonoide con mayor concentracién (5.2 ug
/100g de miel) y mayor valor medio (2.9 ug /100g de miel) fue el naringenin para la campafia de
recoleccidn del afio 2020.

Resultados que coinciden con los obtenidos por (D’arcy B,2005), en un trabajo sobre las mieles
australianas, donde el Naringenin presentan elevadas concentraciones, entre otros flavonoides.

En el caso del factor “altura” los resultados obtenidos muestran también la mayor concentracién
para el compuesto naringenin, con un maximo de 5.6 ug/100g de miel y media de 3.6 ug /100g
de miel para los asentamientos ubicados a 1000 msnm. Por contra, el compuesto que menor
concentracion mostro fue el elagic acid con una concentracién media de 0.1 ug /100g de miel
en muestras ubicadas a 900 msnm.

Los compuestos que presentaron mayores concentraciones fueron los flavonoides, al contrario
gue en otros estudios de otras regiones como en Turquia (Can et al., 2015), Brasil (Bueno-Costa
et al., 2016), Polonia (Jasicka-Misiak et al., 2011). De los acidos fendlicos identificados el caffeic
acid fue el que mostré mayor concentracién dentro de los acidos fenolicos, coincidiendo con
estudios realizados por (Glines ME et al., 2017) en mieles de castafio.
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Tabla 4. Valores promedio de las concentraciones (ug /100g), minimos y méximos de los compuestos fendlicos identificados. ANOVA (F-ratio y p-valor).

CAFFEIC ACID P-COUMARIC ACID RUTIN ELLAGIC ACID SINAPIC ACID QUERCETIN TRANS-CIMAMIC ACID MNARINGENIN CHRYSIN GALANGIN CAPE
Min/mdx  Media(sD) | Min/mdx  Media(sD) | Min/max Media (SD) | Min/max  Media(sD) | Min/mdx  Media[SD) Min/max Media (sD) | Min/mdx vedia [5D) Mmin/méx  Media(SD) | Min/mi3x  Media(SD) |Min/m3x  vedia (SD) |Min/m3x  Media (5D]

TIPO

COLMENA

Alza 1341 3{0.5) 0.8-18 14(0.2) 0.7-2.3 15(04) 0-0.6 0.1-0.4 0511 0.8(0.2) 1.18-3.5 2.36(056) | 0616 1(02)a 18-4.7 3.310.7) 1330 21004 0.3-1 06(0.2) | 0.3089 06(01)

Layen 0543  24(08) 052 1.2(0.4) 0-1.17 0(0.7) 008  04{02) | 0213 0B(03) | 078467 2,72(094) | 022 1(04)a 037 13(12) | o023 o097 | 008 02003 | 00 0302

ANOVA

(Fratio/p- ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

valor)

ALTURA

{msnm)

700 1655 36(08 | 0924 17(04) | 0634 2(0.7)a [i5] 05(02} | 0416 1(0.3) 03642 23(083) | 042  1{02) 015 26(12) | 0937 23007 | 012 06(03)| 0211 07(04)

900 037 17(08) |o017-17 1(0.4) 007 0.4{0.7)a 008 0102 | 012 06(03) | 031441 24(1) 0118  1(0.4) 032 07(12) | 022 0707 | 008 02(03)| 007 02(04)

1000 1243 2707 | o713 13003 018 07(05)a | 0208 06(02) | 0312  0.7(032) 1345 29(0.77) | 0417 1{03) 1656 36(1) | 0427 15(05 | 009 04(02) | 008 0503}

ANOVA

(Fratio/p- ns ns 3,04+ ns ns ns ns ns ns ns ns

valor)

ANO

2019 1248 2.8(0.8) 0.5-18 12(0.3) 0-1.7 0.6 [0.6) 0-0.6 0.210.2) 04-14 0.9(0.2) -3.66 0.5 (0.9) 01 0.3(0.4) 0448 26(1) 0.7-3.2 1.9(0.8) 0.2-13 08(03) | 0311 07(0.2)

2020 07-44 26(08) | 0518  12(03) o019 0(0.6) 004 o[z | o03-14 o303 -3.82 125(082) | 01  05(04) | 04-52  28(11) | 033 1707 01 0403 | 01 0.5(0.2)

2021 1142 27007 03921 15(0.3) 0.2-24 13(05) 0614 1(0.2) 0.1-1 0.6(0.2) 3870 548(0.75) | 1832 25(0.3) 0-3.5 1.5(0.9) 1-05 1.3(0.5) 005 0(0.2) 0-0.5 0(0.2)

ANOVA

(Fratio/p- ns ns ns 7 ns ns 12,73+ ns ns ns ns

valor)
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5.3 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

En el ensayo para evaluar la actividad antimicrobiana que presenta la miel de romero se testaron
5 cepas bacterianas, frente a 15 muestras de miel de romero a 4 concentraciones diferentes
(100%, 25%, 12,5% y 6,25%), ademas de evaluar el efecto de osmolaridad que presenta debido
a su elevado contenido en azlcares. Este se llevd a cabo por el método de los pocillos descrito
en el apartado de material y métodos. Los resultados de inhibicion obtenidos se muestran a
continuacidn, siendo estos expresados en mm del diametro que presenté el halo de inhibicidn
creado en cada pocillo a las diferentes concentraciones de miel ensayadas. Para la evaluacién
de esta actividad antimicrobiana se tomdé como inhibicion positiva aquellas muestras que
presentasen halos de inhibicidn superiores a 8 mm y como inhibicidon negativa el tamafio del
pocillo que equivalia a 8 mm. A continuacion, se muestran los valores obtenidos para cada cepa
bacteriana, cada muestra y las diferentes concentraciones ensayadas. Ademas, se muestran los
resultados obtenidos en el ensayo con una miel artificial y con otra miel de diferente origen
boténico (Girasol) a modo de comparacidn, para establecer el efecto debido solo a la presencia
de azucares y a componentes distintos a los que se encuentran en la miel de romero.

Las muestras de miel de romero y la de miel de girasol ensayadas han mostrado efecto frente a
Staphylococcus epidermitis, encontrandose la inhibicién en un rango entre 9 y 49 mm de
inhibicion mostrandose la mayoria del efecto en la miel al 100%(v/v) y presentandose los rangos
mas altos en las muestras con colmena tipo alza, situadas a 1000 msnm y de la campafiia 2019
(A-1000-19a y A-1000-19b). Ademas, la muestra A-1000-19a también presenté inhibicién a una
dilucion del 25% (v/v) (25 y 24 mm de inhibicidn). El resto de las muestras de miel de romero,
asi como la miel artificial no presento efecto ninguno sobre esta cepa bacteriana (Figura 7).

Resultados similares a los obtenidos por (Basualdo C., et al 2007) donde la miel sin diluir inhibid
notablemente el crecimiento de S. epidermitis en 9 de las 15 muestras de miel ensayadas, es
decir el (60 %) de estas.
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Figura 7. Efecto de las mieles ensayadas frente a la bacteria Staphylococcus epidermitis. Se muestra en marron,
naranja, amarillo y verde la longitud del halo de inhibicién en (mm) creado por las diferentes diluciones de miel
ensayadas (100% ,25%, 12,5% y 6,25%) respectivamente. La linea roja horizontal indica el inicio del efecto inhibicién
(8mm).

En la Figura 8 se muestran los resultados de inhibicidn obtenidos frente a Staphylococcus aureus
fueron positivos, obteniéndose una inhibicidn positiva en todas las muestras de miel de romero
al 100% de concentracion, mostrando unos valores elevados de inhibicion. La dilucién de miel al
25% también presentd inhibicién en las muestras A-1000-19a, A-1000-19b, L-1000-19, A-900-
19a, A-900-19b, A-700-20a, A-700-20b, L-700-20, A-900-20,y L-700-21. La muestra de miel de
girasol presentd una ligera inhibicién (16 y 17 mm) al 100% (v/v), mientras que la miel artificial
no mostro ningln efecto sobre esta cepa bacteriana, lo cual indica que el efecto osmolar que la
miel ejerce sobre el microorganismo no es determinante para su inhibicién.

Podemos observar similar efecto de esta bacteria como en el estudio realizado por Estrada H.,
et al, 2005) donde un 24% de las muestras lograron inhibir el crecimiento de S. aureus, hasta en
una concentracion de 25% (v/v) siendo el microorganismo cuyo crecimiento se vio mayormente
afectado por la miel, obteniéndose halos de inhibicion atiin con concentraciones de 50% (v/v) y
de 25% (v/v).
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Ademas, diversos estudios realizados como (Cooper et al., 1999) y (Taormina et al., 2001) han
demostrado la sensibilidad de S. aureus a la miel de abeja, inclusive de cepas resistentes a
antibiodticos. Estos datos son de gran importancia teniendo en cuenta que este es uno de los
microorganismos mas frecuentemente aislado de heridas infectadas y muchas cepas han
desarrollado una gran resistencia a los antibiéticos.
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Figura 8. Efecto de las muestras de miel ensayadas sobre la bacteria Staphylococus aureus. Se muestra en marroén,
naranja, amarillo y verde la longitud de halo de inhibicion en (mm) creado por las diferentes diluciones de miel
ensayadas (100% ,25%, 12,5% y 6,25%) respectivamente. La linea roja horizontal indica el inicio del efecto inhibicién
(8mm).

En la (Figura 9) se muestra el rango de inhibicién detectado para la bacteria Pseudomonas
aeruginosa fue entre 9 y 51 mm. Las muestras de miel de romero de la campafia 2019 y 2020
(A-1000-19a, A-1000-19b, L-1000-19 y A-900-20) fueron las que mayor inhibicién mostraron al
100% (v/v). Ademas, la muestra L-1000-19 mostré inhibicién también en una dilucién al 25%
(v/v). Las muestras correspondientes a la campafia 2021 fueron las que menos efecto
presentaron. La muestra de miel de girasol mostro un bajo nivel de inhibicién (14 mm), mientras
que la miel artificial no llegd a tener ninguin efecto frente a esta cepa bacteriana, confirmando
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al igual que en el caso anterior que el efecto de inhibiciéon es debido a los compuestos
antioxidantes entre otros presentes en la miel.
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Figura 6. Efecto de las mieles ensayadas frente a la bacteria Pseudomonas aeruginosa. Se muestra en marrén, naranja,
amarillo y verde la longitud de halo de inhibiciéon en (mm) creado por as diferentes diluciones de miel ensayadas
(100% ,25%, 12,5% y 6,25%) respectivamente. La linea roja horizontal indica el inicio del efecto inhibicién (8mm).

Los resultados de inhibicion obtenidos frente a Bacillus subtillis fueron minimos (Figura 10),
mostrando Unicamente efecto las muestras de miel de romero A-1000-19b, A-700-20a y A-700-
20b en un rango de valores entre 9 y 44 mm. El resto de las muestras de miel de romero, asi
como la miel artificial y la miel de girasol no mostraron efecto alguno frente a esta bacteria a
ninguna de las concentraciones ensayadas. Estos resultados pueden indicar que al ser esta una
bacteria esporulada presenta mas resistencia y aunque es una bacteria gram positiva la miel
debe contener mayor cantidad de compuestos antimicrobianos.
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Figura 7. Efecto de las mieles ensayadas frente a la bacteria Bacillus subtilis. Se muestra en marrén, naranja, amarillo
y verde la longitud de halo de inhibicion en (mm) creado por las diferentes diluciones de miel ensayadas (100% ,25%,
12,5% y 6,25%) respectivamente. La linea roja horizontal indica el inicio del efecto inhibicidn (8mm).

Los resultados obtenidos en la inhibicidon de E. coli fueron positivos y homogéneos entre las
muestras (Figura 11). Todas las muestras de miel de romero presentaron inhibicién frente a esta
bacteria al 100 % (v/v) con valores en un rango entre 9 y 55 mm. Todas las muestras de miel de
romero mostraron también efecto en una diluciéon al 25% (v/v) menos la muestras A-1000-19a,
A-900-19a, A-700-20a y A-900-20. Las muestras de miel artificial y miel de girasol en este caso si
que mostraron inhibicion frente a esta bacteria, al 100% (v/v). Aligual que en el estudio realizado
por (Mohammedaman et al., 2019) donde muestran que la miel mostré un efecto inhibidor
completo con una clara zona de inhibicion contra el organismo probado al 100% (v/v).

Estos resultados obtenidos para un microrganismo gran negativo que posee membrana externa
indica que hay sustancias presentes en la miel de romero han sido capaces de ejercer efecto
sobe este microorganismo. Pudiendo ser beneficioso el uso de miel de romero frente a este
microorganismo que puede producir toxiinfecciones alimentarias
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El estudio realizado por (Coniglio et al., 2013) también mostré una importante inhibicidén

(didmetro de la zona de inhibicién > 25 mm) contra E. coli de muestras de miel de castafo y

multiflorales.
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Figura 8. Efecto de las muestras de miel ensayadas sobre la bacteria E. coli. Se muestra en marrén, naranja, amarillo
y verde la longitud de halo de inhibicion en (mm) creado por las diferentes diluciones de miel ensayadas (100% ,25%,

12,5% y 6,25%) respectivamente. La linea roja horizontal indica el inicio del efecto inhibicién (8mm).
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5.4 RELACION DE LOS COMPUESTOS ANTIOXIDANTES Y EL POTENCIAL
ANTIMICROBIANO.

Una vez obtenidos los resultados de la caracterizacién en compuestos antioxidantes y la
caracterizacion microbiolégica de la miel, se procedié a relacionar los resultados obtenidos, con
el objetivo de poder establecer las posibles relaciones de los parametros ensayados para cada
muestra.

Tabla 5. Relacidn de las muestras ensayadas y los compuestos antioxidantes obtenidos en ellas en pg/100g.

P- TRANS-
MUESTRAS ~ “AFFEIC coumaric  rumin  ELLAGIC SINAPIC (o pcemin CINAMSIC NARINGENIN  CHRYSIN  GALANGIN  CAPE
ACID ACID ACID
ACID ACID

A-1000-19a 2.84 1.44 0.01 0.01 1.07 1.47 0.28 4.69 2.46 0.01 0.43
A-1000-19b 6.50 2.16 5.75 1.93 1.31 1.83 0.25 10.76 4.83 1.71 1.44
L-1000-19 3.16 1.53 0.01 0.01 1.58 1.85 0.20 3.10 0.86 0.01 1.58
A-900-19a 6.13 2.45 0.01 0.01 1.43 2.07 0.51 1.76 5.70 2.74 1.77
A-900-19b 2.27 1.34 0.01 0.01 1.31 0.01 0.44 2.27 1.05 0.41 0.51
A-1000-20 4.95 2.01 0.01 0.01 1.25 1.62 0.32 7.86 3.18 0.98 1.31
A-700-20a 1.79 1.28 0.01 0.01 0.54 0.01 0.45 3.86 1.90 0.41 0.51
A-700-20b 4.70 1.93 5.52 0.01 1.69 1.92 1.14 2.19 3.91 1.18 1.57
L-700-20 3.86 1.75 0.01 0.01 1.27 1.60 0.77 3.99 2.58 0.58 0.49
A-900-20 5.19 2.00 0.01 0.01 1.39 1.72 0.33 7.19 3.55 0.94 0.75
A-900-21 2.59 1.72 1.04 0.62 0.32 7.07 3.57 1.51 0.85 0.01 0.01
L-700-21 3.49 1.63 1.36 1.44 0.58 4.71 2.30 0.97 0.79 0.01 0.01
A-900-21 3.17 1.64 1.20 1.49 0.75 5.32 2.58 0.97 0.56 0.01 0.01
L-1000-21 2.62 1.69 1.21 1.48 064 6.91 2.87 1.19 1.01 0.01 0.01
A-900-21 2.89 2.12 0.92 0.01 1.58 11.14 4.56 2.26 1.97 0.01 0.01

Como se puede observar en la Tabla 5, tomando como concentraciones destacadas las
superiores a 5.5 (ug/100g ) en cada muestra, observamos que las muestra A-1000-19b es la que
mas concentracion de compuestos fendlicos ha registrado, obteniendo 6.50 (ug/100g),5.75
(ug/100g ) y 10.76 (ug/100g ) de caffeic acid, rutin y naringenin repectivamente relacionandolo
con los resultados obtenidos en la caracterizacién microbioldgica observamos que esta muestra
también ha presentado inhibicién antes las cinco cepas bacterianas ensayadas.

Las muestras A-700-20a y A-700-20b a pesar de haber mostrado inhibicién con las cinco cepas
bacterianas ensayadas no muestran concentraciones significativas de ningin compuesto
fendlico.

Las muestras A-900-21, L-1000-21 y A-900-21 las cuales han presentado concentraciones
elevadas del flavonoide quercetin mostraron inhibicién a una concentracion del 100 % frente a
todos los microorganismos ensayados menos en el caso de Bacillus subtilis, ejerciendo el mayor
efecto inhibitorio frente a E .coli y Staphylococcus aureus y un menor efecto frente a
Pseudomonas aeuroginosa.
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6. CONCLUSIONES

En las muestras de romero analizadas, se ha observado que el tipo de colmena influye
significativamente, tanto en la humedad como la conductividad eléctrica de la miel. Adem3s, el
ano de recoleccién también implica diferencias significativas entre los parametros
fisicoquimicos analizados. Al parecer, las condiciones climaticas y principalmente a las practicas
apicolas pueden influir en estas diferencias.

Se identificaron 11 compuestos antioxidantes: 6 acidos fendlicos y 5 flavonoides, con mayores
concentraciones para los flavonoides quercetin y naringenin, ademds del acido fendlico caffeic
acid. En general, se evidencia una gran homogeneidad en compuestos antioxidantes para todas
las mieles analizadas, lo que en principio era de esperar por su mismo origen botdnico y su
proximidad geografica.

Con respecto a la actividad antimicrobiana, los resultados obtenidos muestran un claro efecto
de inhibicién de las muestras ensayadas frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y E. coli., siendo este efecto inhibitorio menor frente a Pseudomonas aeruginosa y
casi nulo frente a Bacillus subtillis.

La relacion entre los resultados obtenidos para los compuestos axtioxidantes y su posible efecto
antimicrobiano es poco destacable, con escasas excepciones en las que mayores
concentraciones de los compuestos fendlicos caffeic acid, rutin y naringenin coincidieron con
una mayor inhibicidn frente a las cinco cepas bacterianas estudiadas.

28



7. BIBLIOGRAFIA

AHMED, M.; S. SAHILE & C. SUBRAMANIAN (2014) Evaluacion del potencial antibacteriano de la
miel contra algunos patdégenos humanos comunes en la zona norte de Gondar de
Etiopia", Revista internacional de zoologia pura y aplicada , vol. 2, nim. 4, pags. 286—295.

BASUALDQ, C.; SGROY,V.; FINOLA,MS & MARIOLI J.M. (2007) Comparison of the antibacterial
activity of honey from different provenance against bacteria usually isolated from skin wounds-
Veterinary microbiology, 2007.

BELITZ, H.; GROSCH, W & SCHIEBERLE, P. (2014). Food Chemistry. 4th ed. Berlin: Springer-Verlag.

BUENO-COSTA, F.; ZAMBIAZI, R.C.; BOHMER, B. W., CHAVES, F; DA SILVA, W.;, ZANUSSO, J:, &
DUTRA, I. (2016). Antibacterial and antioxidant activity of honeys from the state of Rio Grande
do Sul, Brazil. LWT-Food Science and Technology, 65, 333-340.

CAN, Z.; YILDIZ, O.; SAHIN, H.; TURUMTAY, E. A; SILICI, S & KOLAYLI, S. (2015). An investigation
of Turkish honeys: their physico-chemical properties, antioxidant capacities and phenolic
profiles. Food chemistry, 180, 133-141.

CONIGLIO,MA;FARO,G.;GIAMMANCO,G.;PIGNATO,S.& MARRANZANO,M.(2013).Potencial
antimicrobiano de las mieles sicilianas frente a Escherichia coli comensal y Salmonella serovar
infantis patégena.2013 diciembre ;54(4):223-6.

COOPER,R; MOLAN, PC & HARDING, KG (1999). Antibacterial activity of honey against strains of
Staphylococcus aureus from infected wounds. J R Soc Med. 1999; 92:283-285.

D’ARCY, B. (2005). Antioxidantes en mieles florales australianas: identificacion de componentes
de nutrientes que mejoran la salud: un informe para la Corporacién de Investigacién y Desarrollo
de Industrias Rurales . Corporacion de Investigacion y Desarrollo de Industrias Rurales, 2005.

ESTRADA, H; GAMBOAM ;CHAVEZ,C;&ARIAS,ML. (2005). evaluacion de la actividad
antimicrobiana de la miel de abeja contra staphylococcus aureus, staphylococcus epidermidis,
pseudomonas aeruginosa, escherichia coli, salmonella enteritidis, listeria monocytogenes vy
aspergillus niger. evaluaciéon de su carga microbioldgica. Alan v.55 n.2 Caracas 2005.

GOMEZ PAJUELO, A. (2004): Origen botanico de la miel. Mieles de Espafia y Portugal. Eds.
Montagud, Barcelona, 50-56.

GUNES, ME, SAHIN, S., DEMIR, C., BORUM, E. Y TOSUNOGLU, A. (2017). Determinacién del perfil
de compuestos fendlicos en mieles de castafio y de flores y su actividad antioxidante y
antimicrobiana. Revista de bioquimica alimentaria , 41 (3), e12345.

JASICKA-MISIAK, 1.:, POLIWODA, A.; DEREN, M & KAFARSKI, P. (2012). Phenolic compounds and
abscisic acid as potential markers for the floral origin of two Polish unifloral honeys. Food
Chemistry, 131(4), 1149-1156.

JUAN-BORRAS, M. (2016). Herramientas analiticas en la clasificacién de mieles en base a criterios
de calidad e inocuidad. Tesis Doctoral. Universitat Politecnica de Valéncia.

29


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24779285/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24779285/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24779285/

ORANTES, J.; GONELL, F.; TORRES, C. & GOMEZ-PAJUELO, A (2018) Guia de mieles monoflorales
Ibéricas. Castellén, 2018. ISBN: 978-84-09-04709-3.

PERSANO-ODDO, L., & PIRO, R. (2004). Main European unifloral honeys: Descriptive sheets.
Apidologie, 35, 38—-81.

PENARRIETA, J. M., TEJEDA, L., MOLLINEDO, P., VILA, J. L., & BRAVO, J. A. (2014). Phenolic
compounds in food. Revista boliviana de quimica, 31(2), 68-81.

PIANA, G.; RICCIARDELLI D’ALBORE, R.; & ISOLA, A. (1989). La miel. Versién espafiola de ASENSIO
DE LA SIERRA, E. Ed. Mundi-Prensa. Madrid. 106 pp.

SAINZ LAIN, C & GOMEZ FERRERAS, C. (1999). Mieles Espafiolas. Ed. Mundi-Prensa. Madrid. 163
pp.

TAORMINA, P.; NIEMIRA, B.; & BEUCHAT ,L. (2001). Inhibitory activity of honey against
foodborne pathogens as influenced by the presence of hydrogen peroxide and level of
antioxidant power. IntJ Food Microb. 2001; 69: 217-225.

VISQUERT, M. (2015) Influencia de las condiciones térmicas en la calidad de la miel., Tesis
Doctoral. Universidad Politécnica (UPV).

30



8.ANEJOS

Cédigo muestras

LABM
1-21140
1-21141
1-21142
1-21143
1-21144
1-21145
1-21146
1-21147
1-21148
1-21149
1-21150
1-21151
1-21152
1-21153
1-21154

Tabla 6.Codificacién de las diferentes muestras ensayadas en el trabajo.

Tipo colmena

alza
alza
layen
alza
alza
alza
alza
alza
layen
alza
alza
layen
alza
layen
alza

Altitud colmenar
(m.s.n.m)

1000
1000
1000
900
900
1000
700
700
700
900
900
700
900
1000
900

Ano

2019
2019
2019
2019
2019
2020
2020
2020
2020
2020
2021
2021
2021
2021
2021

Codigo trabajo

A-1000-19a
A-1000-19b
L-1000-19
A-900-19a
A-900-19b
A-1000-20
A-700-20a
A-700-20b
L-700-20
A-900-20
A-900-21
L-700-21
A-900-21
L-1000-21
A-900-21
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