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RESUMEN

Introduccion: La optimizacion de medios de cultivo, en la mayoria de los casos, ha sido realizada
mediante procedimientos empiricos. Se utiliza el disefio factorial y la metodologia de superficie de
respuesta para que un medio sea mas productivo.

Objetivos: Optimizar la productividad de un medio de cultivo sélido a base de miel de Apis mellifera
para Escherichia coli.

Meétodos: Enfoque cuantitativo, in vitro, comparativo; se realizé un ensayo fitoquimico preliminar de la
miel. Se aplico un disefio factorial (2) en el cual se evalu6 la influencia del tiempo de incubacion y la
cantidad de miel en medios de cultivo. Se emplearon 40 placas de agar base con miel, distribuidas en 4
grupos (n=10): grupo | (agar base con miel al 10 % e incubacion por 12 horas), grupo Il (agar base con
miel al 10 % e incubacion por 24 horas), grupo 11 (agar base con miel al 20 % e incubacion por 12 horas)
y grupo IV (agar base con miel al 20 % e incubacion por 24 horas). Se utilizé la técnica ecométrica, para

determinar la productividad.
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Resultados: En el ensayo fitoquimico se detectaron carbohidratos, alcaloides, triterpenoides y glucdsidos
cardiotonicos. Se comprobo la mediana productividad de los grupos Iy I11. Los efectos principales y de
la interaccion fueron significativos y el indice de prediccion del modelo fue adecuado.

Conclusiones: ElI medio de cultivo sélido optimizado a base de miel de abeja al 20 % e incubacion por
24 horas para Escherichia coli presenta una alta productividad.

Palabras clave: miel; Apis mellifera; Escherichia coli; abejas.

ABSTRACT

Introduction: Optimization of culture media in most cases has been done by empirical procedures.
Factorial design and response surface methodology are used to make a medium more productive.
Objectives: To optimize the productivity of a solid culture medium based on Apis mellifera honey for
Escherichia coli.

Methods: Quantitative, in vitro and comparative approach, a preliminary phytochemical assay of honey
was performed. A factorial design (22) was applied where the influence of incubation time and the amount
of honey in culture media was evaluated. Forty agar base plates with honey were used, distributed in 4
groups (n = 10): group | (agar base with 10% honey and incubation for 12 hours), group Il (agar base
with 10% honey and incubation for 24 hours), group 111 (agar base with 20% honey and incubation for
12 hours) and group 1V (agar base with 20% honey and incubation for 24 hours). The ecometric technique
was used to determine productivity.

Results: In the phytochemical assay, carbohydrates, alkaloids, triterpenoids and cardiotonic glycosides
were detected. The medium productivity of groups Il and Il was verified. The main and interaction
effects were significant and the prediction index of the model was adequate.

Conclusions: The optimized solid culture medium based on 20% bee honey and incubation for 24 hours
for Escherichia coli shows high productivity.

Key words: honey; Apis mellifera; Escherichia coli; bees.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa que forma parte de la familia Enterobacteriaceae;V fue
aislada y descrita por primera vez por el médico bavaro Theodor Escherich en 1885;®@ habita en el
intestino de los vertebrados; se le relaciona como un patdgeno oportunista causante de infecciones
urinarias, gastrointestinales, pulmonares, sanguineas, etc.?*4 Exhibe flagelos en peritrico, no produce
esporas, es anaerobia facultativa, con forma de baston, mesofila y crece a un pH 7,2 + 0,2.49 Se
desarrolla rapido en un medio simple que contenga compuestos de carbono, los cuales podria fermentar
en una mezcla de &cidos (lactato, acetato y formiato) y dioxido de carbono; y sales que suministren
nitrégeno, fosforo y metales traza.>>® Sin embargo, muestra un mejor crecimiento cuando se le
proporciona aminoécidos, precursores de nucledtidos, vitaminas y otros metabolitos.>®

La miel de Apis mellifera (miel de abeja) es un producto ancestral endulzante que puede ser almacenado
y usado tal cual es producido en la naturaleza, no requiere procesamiento o purificacion;” en su
composicion se aprecian azlcares reductores,® los cuales constituyen el 80,0 % de su peso seco y varian
segun la clase de miel: fructosa 28,0 a 44,0 %; glucosa 22,0 a 38,0 %; sacarosa 0,2 a 5,0 %; maltosa 2,0
a 16,0 %; otros aztcares 0,1 a 8,0 %;® proteinas y aminoacidos 0,2 a 2,0 %, vitaminas, minerales y otras
sustancias como esteroides, flavonoides, leucoantocianidinas y compuestos fendlicos.®® Del mismo
modo, se le atribuyen diversas propiedades como antioxidante, antinflamatoria y antimicrobiana; y otras
de tipo bioquimicas y farmacolégicas.®19

Para el mantenimiento de bacterias in vitro, se requiere de medios de cultivos que suministren diferentes
nutrientes necesarios para su multiplicacion, ™' ademas de condiciones fisicas que deben controlarse,
como temperatura, disponibilidad de oxigeno, pH, condiciones osméticas, entre otros.®>1?)

La calidad y capacidad de recuperar microorganismos de un medio de cultivo se puede realizar mediante
el uso del método ecométrico descrita por Mossel y otros,*® el cual evalta la productividad de un medio

para favorecer el desarrollo de un microorganismo.®3)
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El uso de la miel de Apis mellifera (miel de abeja) en agar base ha evidenciado ser una alternativa para
demostrar la capacidad fermentadora de Escherichia coli.®® Asimismo, existen diversas metodologias
que hacen posible la optimizacion de medios de cultivo,*¥ algunas mediante procedimientos empiricos
de ensayo y error, y otras como el disefio factorial que puede analizar los efectos de cada componente,
asi como, las interacciones entre ellos.>!® De igual forma, la metodologia de superficie de respuesta
(MSR) es un conjunto de técnicas estadisticas y matematicas Utiles para desarrollar, mejorar y optimizar
los procesos, también para el disefio, desarrollo y formulacion de nuevos productos, asi como en la
mejora de los disefios de productos existentes. 617

El objetivo de la investigacion es optimizar la productividad de un medio de cultivo s6lido a base de miel

de Apis mellifera para Escherichia coli.

METODOS

Se realiz6 un estudio cuantitativo, in vitro y comparativo, en el laboratorio de investigacion y desarrollo
farmacéutico de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, durante el periodo comprendido desde marzo
hasta octubre del 2022.

La recoleccion de la miel de Apis mellifera fue artesanal y aleatorizada en 12 colmenas de la comunidad
campesina de Pargay, en Peru, luego la muestra fue sometida a un proceso de filtracion mediante empleo
de tamiz de acero quirdrgico, para eliminar restos de insectos, trozos de panal, etc.®

La deteccion de metabolitos secundarios se realizo a través de pruebas quimicas de caracterizacion,
como: Molish (hidrato de carbono), ninhidrina (aminoacidos libres), Dragendorff (alcaloides), Shinoda
(flavonoides), tricloruro férrico (compuestos fendlicos), gelatina - sal (taninos), Rosenheim
(antocianinas), Lieberman - Burchard (esteroides y triterpenoides), Borntrager (antraquinonas), Legal y
Baljet (lactonas sesquiterpénicas), KOH 0,5 M y UV (cumarinas) y el test de espuma (saponinas).®®
La cepa de Escherichia coli (ATCC 25922) procede del cepario del laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, su
reactivacion se realizo segun los lineamientos del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio

(CLSI);® se empled el agar Mueller — Hinton (Britania®); se utilizo la técnica de siembra por
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agotamiento por estrias para obtener colonias bien separadas, luego el cultivo se colocé en una
incubadora (Memmert®) en posicion invertida y se incub6 a 37 °C por 24 horas.82% Para la preparacion
del in6culo, se emplearon 5 colonias separadas de la resiembra en agar Mueller - Hinton, sembradas con
un hisopo estéril y suspendidas en 5 mL de caldo infusidn cerebro corazén (Britania®) a 37 °C por 5
horas hasta alcanzar una turbidez adecuada.!8?9 La normalizacion del indculo se realizd por
turbidimetria en espectrofotdmetro Thermo Scientific® Genesys 10S a 620 nm comparandola con la
densidad estandar del tubo 0,5 de la escala Mc Farland, se obtuvo como resultado una suspension
semejante a 1,5 x 108 UFC/mL.(1820

El experimento in vitro se realiz6 en el laboratorio de investigacién y desarrollo farmacéutico, se
cumplieron de manera estricta las normas de bioseguridad.®? La preparacion del agar base con miel de
abeja se realizo segln la metodologia de Vilchez y otros,® posterior a la esterilizacion, se dispensaron
20 mL de los medios de cultivo en placas de Petri 15 X 100 mm, se dejaron solidificar a temperatura
ambiente y luego se almacenaron a 4,0 + 2,0 °C hasta posterior uso.® Se prepararon en total 40 placas
de Petri (20 placas con miel al 10 % y 20 placas con miel al 20 %), las cuales se repartieron en 4 grupos

de n=10 placas. Distribucion de los medios de cultivo y tiempo de incubacién en los grupos:

Grupo |: agar base con miel de abeja al 10 % e incubacién por 12 horas.
Grupo II: agar base con miel de abeja al 10 % e incubacion por 24 horas.
Grupo 111 agar base con miel de abeja al 20 % e incubacion por 12 horas.

Grupo IV: agar base con miel de abeja al 20 % e incubacion por 24 horas.

Para la inoculacion en los diferentes grupos se utilizo la técnica de siembra en estria, denominada método
ecométrico descrita por Mossel y otros.**2% Cada medio de cultivo se dividid en 4 cuadrantes en la base
y en cada cuadrante se trazaron 5 lineas paralelas y 1 linea en el centro, a continuacion, mediante uso de
asa calibrada desechable se cargaron 10 uL de la suspension normalizada de Escherichia coli (ATCC
25922) y se realizo la inoculacion de la cepa por cada linea trazada.**2% Este proceso se repiti6 en todos
los medios de cultivo. Luego, los medios de cultivo se colocaron de manera invertida en una incubadora
(Memmert®) a 37 °C.%
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Posterior al tiempo de incubacién se observd el crecimiento en cada uno de los medios estudiados; se
considero valida cualquier estria que tuviera mas del 25 % de crecimiento de la linea.??

Las variables con las cuales se desarrollé el estudio, se definen en variables de entrada y salida. Dentro
de las variables de entrada se consideraron Xi: tiempo de incubacion (12 y 24 horas) y X2: miel de Apis
mellifera (10 y 20 gramos). La variable de salida fue productividad del medio de cultivo.

Para la evaluacion de la productividad de los medios de cultivo se calcul6 el indice de crecimiento
absoluto (ICA);**2Y este se obtuvo de la sumatoria de cada una de las 20 lineas de los 4 cuadrantes (cada
linea posee un valor de 0,2), més la linea central con un valor de 1, es decir, que el crecimiento maximo
que se puede tener es de 5.432D |os medios se clasificaron de acuerdo a su capacidad de recuperacion

del microorganismo en:

ICA=4,5 - 5, medios altamente productivos.
ICA= 2,5 - 4,4, medios medianamente productivos.
ICA< 2,5, medios poco productivos.

ICA= 0, medios no productivos. %222

Los ICA fueron formulados como promedio aritmético + desviacion estandar (SE), con un nivel de
confianza del 95 % y un error relativo del 5 %; se utilizo un disefio factorial (2%) completamente al azar;
se aplicé analisis de varianza (ANOVA) y superficie de respuesta (MSR). Se consideré como nivel de
significacion (p< 0,05). El procesamiento se realizd a través del software estadistico STATISTICA v.10
para Windows version 25.

El trabajo fue aprobado por el Comité de Etica para la investigacion de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, con la resolucion 308-2022-
DFCFB.
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RESULTADOS

En el tamizaje fitoquimico preliminar se detectaron la presencia de metabolitos como carbohidratos,

compuestos fenolicos, alcaloides, triterpenoides y glucosidos cardiotonicos (tabla 1).

Tabla 1 - Tamizaje fitoquimico de la miel de Apis mellifera

Metabolito secundario Reactivo Resultado
Carbohidratos Molish +++
Compuestos fendlicos FeCls ++
Taninos Gelatina +
Flavonoides Shinoda +
Antocianinas Rosenheim -
Aminoécidos libres Ninhidrina -
Alcaloides Dragendorff +++
Quinonas Borntréger -
Triterpenoides Liebermann +++
Saponinas Espuma -
Glucosidos cardiotonicos Baljet +++
Lactonas Legal -
Cumarinas NaOH 10 % -

+++ Abundante, ++ Moderado, + Escaso, - No presenta.

La informacién de la tabla 2, muestra la matriz de experimentos, plan de experimentacién y la
productividad. El analisis de datos se realiza en el software STATISTICA, para definir la variabilidad
obtenida entre rangos maximos y minimos, se establece el experimento y se definen las réplicas. Modelo
a predecir: Y = o + B1X1 + B2Xo + R12X1X2. De igual forma, al calcular los ICA, el grupo 1l (3,22
0,075) y grupo 11 (4,00 £ 0,059) lograron una mediana productividad. Mientras que el grupo 1V (4,22 +
0,075) obtuvo una alta productividad y el grupo I (2,40 £ 0,078) fue poco productivo.
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Tabla 2 - Matriz de experimentos, plan de experimentacion y productividad

N° Matriz de experimentos Plan de experimentacion Productividad
X1 X2 Tiempo (h) | Miel de abeja (g) Réplicas
241241282224
1 - - 12 10
2812212412420
32132343230
2 + - 24 10
362813434130
40(38(38|40]40
3 - + 12 20
40140(38 |42 |44
4040|4040 4,2
4 + + 24 20
46 |46 |42 | 42|44

Se aprecia en el software estadistico STATISTICA v.10 que los efectos principales $1X1; B2X2 y el efecto
de la interaccion Ry 2X1X> son significativos (Fig. 1), a un intervalo de confianza del 95 % y un error

relativo del 5 %.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Productividad
2++(2-0) design; MS Residual=,0531111

DV: Productividad
(2)Miel de abeja (g) 17,8381
(1)Tiempo (h) 7,135274
1by2 -4,1165

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fig. 1 - Diagrama de Pareto de efectos estandarizados.
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En la tabla 3, andlisis de varianza (ANOVA) de los factores estudiados, se aprecia que los factores si
explican el modelo estadistico del experimento con un R? = 91,47 %. Los coeficientes de regresion del
modelo: Y =- 0,620 + 0,118X1 + 0,220X> — 0,005X1X>

Tabla 3 - Andlisis de varianza (ANOVA)

ANOVA,; Var.: Productividad; R-sqr = 0,9147; Adj: 0,9076
Factor (disefio: 2** (2 - 0)); MS Residual = 0,0531111. DV: Productividad
Suma de Grados de | Cuadrado E 0
cuadrados libertad medio
(X1) Tiempo (h) 2,70400 1 2,70400 | 50,9121 0,000000
(X2) Miel de Abeja (g) | 16,90000 1 16,90000 | 318,2008 |  0,000000
Interaccion (X1)(X2) 0,90000 1 0,90000 16,9456 0,000214
Error 1,91200 36 0,05311
Total 22,41600 39

Se aprecia en el software estadistico STATISTICA v.10 que la superficie de respuesta en 3D (Fig. 2)
ilustra la interaccion entre el tiempo de incubacion (Xy) y la cantidad de miel de abeja (X2); a mayor
incremento de X1y Xo, mejor es la productividad del medio. El factor preponderante es la cantidad de
miel de abeja. En la figura 2 se delimitan las diferentes areas colorimétricas; los colores rojos muestran

mayores indices de productividad, hasta llegar al amarillo con indices mas bajos.
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Fitted Surface; Variable: Productividad
2**(2-0) design; MS Residual=.0531111
DV: Productividad

QEPNPIRO

Fig. 2 - Superficie de respuesta en 3D.

DISCUSION

En los Gltimos afios la aplicacién de técnicas moleculares y la metagenémica han hecho posible estudiar
no solo a bacterias aisladas sino también en comunidad.3?* Sin embargo, tales avances no han afectado
el empleo de medios de cultivo, los cuales siguen siendo una herramienta fundamental para el aislamiento
de bacterias comensales, pero también patogenas.®

Escherichia coli presenta una tasa de crecimiento alta en medios que contengan hidratos de carbono. 26
Al realizar el ensayo fitoquimico preliminar se detectaron de manera cualitativa abundantes
carbohidratos, estos resultados son consistentes con lo declarado por Vilchez y otros® y con lo sustentado
por Machado y otros,?” quienes indican que la miel se compone ante todo de carbohidratos.
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Los resultados demuestran que el método ecométrico es adecuado para evaluar la productividad de los
medios de cultivo en estudio, como lo confirman estudios realizados por Weenk,?® y Villalobos y
otros,*® quienes destacan las ventajas del método como la facilidad y rapidez de ejecucion.

A fin de optimizar la productividad de un medio de cultivo a base de miel de abeja, se trabajé sobre el
agar base con miel de Apis mellifera al 10 % desarrollado por Vilchez y otros,® quienes evaluaron el uso
del medio como diferenciador de oxidacion-fermentacion de carbohidratos, sin valorar la productividad.
En el estudio se obtuvo un buen indice de prediccion del modelo estadistico (R?= 91,47 %), lo que indica
que se ajusta bien a los datos, por lo cual no se elimina ningdn factor. En este aspecto, Ahmad y otros®®)
y Macagnan y otros,®® consideran que un disefio es adecuado cuando un R? alcanza un valor > de 90 %.
Los datos extraidos de la figura 2 indican, que el agar base con miel de abeja al 20 % e incubacién por
24 horas, obtuvo una alta productividad. Sin embargo, se aprecia que el ICA no llegd a 5 tal vez por la
sinergia de los metabolitos primarios y secundarios detectados, los cuales probablemente interfirieron en
la productividad del medio.®%3% Este resultado no es consistente con lo declarado por Vilchez y otros,®
quienes reportan gue los bioelementos primarios, secundarios y oligoelementos de la miel permiten la
multiplicacion de la cepa en estudio. En este sentido, Tesfaye y otros,®Y) informaron que la miel de Apis
mellifera a mas altas concentraciones puede inhibir el crecimiento bacteriano.

El grupo 1V permitio el desarrollo adecuado de E. coli lo que indica que el aporte nutricional del medio
es apropiado y podria ser una alternativa interesante para reproducir la bacteria pura. Por otro lado, en
posteriores estudios se podria evaluar la productividad del grupo IV en otras bacterias gramnegativas, y
adicionar inhibidores para que este medio sea selectivo para enterobacterias.

Se concluye que el medio de cultivo sélido optimizado a base de miel de Apis mellifera al 20 % e
incubacion por 24 horas para Escherichia coli ATCC 25922 presenta una alta productividad.
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