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SUMMARY
Microbial flora in honey from the Region of Murcia, Spain.

Eighteen honeys from the Region of Murcia, Spain, have been analysed microbiologically. No fermented
or altered samples haven been found but all contained fungal spores, most of which belonged to soil fungi alt-
hough some parasitic fungi of insects and plants were also detected. The most common genus was Aspergillus,
found in thirteen samples, followed by Alternaria in eleven samples, Pullularia in ten samples, Penicillium in
seven samples and Cladosporium in five samples. On the other hand, y leasts were only detected in two sam-
ples, in both cases belonguing to the genus Candida. Bacterial contamination was variable. No samples con-
taining coliforms or Salmonella were found, although Micrococcus roseus and Bacillus subtilis were identi-
fied in many samples. These organisms are not harmful to consumers and may play an important role in the
production of bee bread.

Key words: Honey, fungi, bacteria, yeasts.
RESUMEN

Se han analizado, desde el punto de vista microbioldgico, dieciocho muestras de miel de la Region de
Murcia (Espafia), y en ningtina de ellas se encontraron mieles fermentadas o alteradas. Todas las muestras con-
tienen esporas fingicas, procedentes de hongos del suelo y también de hongos parasitos de insectos o de plan-
tas. Los géneros mas abundantes fueron: Aspergillus, presente en trece muestras, Alternaria en once,
Pullularia en diez, Penicillium en siete y Cladosporium en cinco. Las levaduras, representadas por el género
Candida, solamente se detectaron en dos muestras. El analisis bacteriano fue cualitativo y cuantitativo. Once
muestras dieron positivo para anaerobias termdfilas. En medio PCA se identificaron Micrococcus roseus y
Bacillus subtilis que no producen alteraciones e, incluso, pueden ser importantes en la elaboracion del pan de
abejas. En ninguna muestra de miel se encontraron coliformes o Salmonella.

Palabras clave: Miel, hongos, bacterias, levaduras.
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INTRODUCCION

Las caracteristicas organolépticas y sanita-
rias de una miel pueden estar determinadas por
la influencia de factores fisicos, quimicos y
microbioldgicos. Entre estos ultimos, los hon-
gos, levaduras y bacterias presentes en la miel,
pueden llegar a ésta durante su elaboracion por
las abejas, el procesado, o el envasado.

Las primeras investigaciones micologicas
en mieles, ya reconocieron que ciertos hongos
son frecuentemente saprofitos y se encuentran
en las abejas melificas, sus crias y el polen fres-
co. BETTs (1912) encontrd Cladosporium 'y
Mucor erectus en el polen contenido en los ces-
tillos de las abejas, y Bettsia alvei, Eremascus
fertilis, Gymnoascus setocus, Qospora favorum
y Penicillium crustaceum en el polen almace-
nado en la colmena. No obstante, esta autora
sefialé que la miel parecia ser immune al ataque
de los hongos. Farris et al. (1981) analizaron
cuarenta y nueve muestras de miel de Cerdena
y consideraron de suma importancia los contro-
les microbioldgico, quimico y fisico, recomen-
dando que éstos sean considerados imprescin-
dibles para certificar mieles destinadas al con-
sumo humano.

KLUNGUESS y PENG (1983) examinaron
bolas de polen con microscopia electrénica de
barrido, y no encontraron deterioradas las pare-
des de los granos, por lo que dedujeron que la
miel y el néctar empleados por la abejas para
configurar las bolas actuaban como conservan-
tes del polen.

GILLIAN ef al. (1989) hallaron en sus mues-
tras de miel mas hongos que levaduras y bacte-
rias. En general, la presencia de esporas e hifas
fingicas no altera la miel, aunque ciertos hon-
gos, y sobre todo algunas levaduras y bacterias
osmofilas pueden desnaturalizarla.

El propésito de este trabajo fue identificar y
cuantificar la flora microbiana, constituida por
hongos, levaduras y bacterias, en dieciocho
muestras de miel de la Region de Murcia ya
tipificadas por nosotros, (BANO et al. 1993), asi

——

ANALES DE BIOLOGIA, 22 (1997) 1999

como estudiar su influencia en cada tipo de
miel, valorar el estado sanitario y, en conse-
cuencia, conocer el grado de salubridad que
ofrecen al consumidor.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de mieles fueron solicitadas
por los autores a apicultores profesionales,
semiprofesionales y aficionados de la Region
de Murcia. Para cada una de ellas se cumpli-
mento6 un cuestionario con los datos facilitados
por el apicultor, referentes al tipo de miel, fecha
de la cosecha, origen geografico y practicas de
trashumancia.

Preparacion de las muestras

Se obtuvieron tres diluciones de cada mues-
tra de miel, pesando en matraces aforados 40, 4
y 0,4 g de miel, y enrase hasta 100 ml con agua
destilada estéril. Alicuotas de estas diluciones
se utilizaron como inodculo en los distintos
medios de cultivo para el aislamiemto de hon-
gos, levaduras y bacterias.

Examen de hongos filamentosos

Se sembraron 10 placas con 0,1 ml de la
diluciéon mas concentrada en cada uno de los
siguientes medios: Agar con patata y dextrosa
(Potato Dextrose Agar); Agar de Cooke con
rosa de bengala (Cooke Rose Bengal Agar);
Agar maltosado de Sabouraud (Sabouraud
Maltose Agar); Agar con soluciéon de Czapek
(Czapek Solution Agar). Las placas fueron
incubadas a 27°C, y las colonias desarrolladas,
se aislaron en nuevas placas con el mismo
medio, en las cuales se realiz6 el estudio macro
y microscopico.

Para inhibir el crecimiento de bacterias, se
anadio a los medios clorotetraciclina, a una
concentracion de 250 mg/1.

Los hongos se clasificaron siguiendo las
claves de WEBSTER (1970), BARNETT &
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TaBLA 1. Hongos y levaduras aislados en mieles de la Regién de Murcia
Fungi and yeast isolated from honey from Region of Murcia.

ORIGEN ORIGEN GENEROS Y ESPECIES
N°  BOTANICO GEOGRAFICO HONGOS LEVADURAS
1 espliego Aledo Cladosporium ausentes
limonero Monteagudo Alternaria ausentes
Aspergillus flavipes
Pullularia
3 frutal Ricote Aspergillus fumigatus ausentes
Aspergillus terricola
Pullularia
Cladosporium
4 azahar Murcia Alternaria ausentes
Cladosporium
Rhizopus
5 tomillo Ricote Stachylidium ausentes
Periconia

Penicillium virescens
Penicillium duclauxi
Lacellinopsis
6 albaida Calasparra Pullularia ausentes
Aspergillus niger
Lacellinopsis
7 girasol Calasparra Alternaria Candida sp
Pullularia
Aspergillus luchuensis
Penicillium subcinereum
Penicilliun citreo viride
8 frutal Calasparra Aspergillus niger ausentes
Aspergillus oryzae
Trichoderma
Alternaria
9 frutal Moratalla Alternaria ausentes
Pullularia
10 limonero Alquerias Monilochaetes ausentes
Pullularia
Alternaria tenuis
Penicillium virescens
Penicillium citreo viride
Aspergillus luchuensis
Sclerotium cepivorum
11 espliego Moratalla Alternaria ausentes
Aspergillus flavipes
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ORIGEN ORIGEN GENEROS Y ESPECIES
N°  BOTANICO GEOGRAFICO HONGOS LEVADURAS

12 frutal Totana Aspergillus luchuensis ausentes
Aspergillus flavipes
Penicillium szulczewskii
Alternaria
Rhizopus
13 azahar Totana Aspergillus lutescens ausentes
Aspergillus niger
Aspergillus terricola
Pullularia
Alternaria
Periconiella
Rhizopus
14 albaida Totana Stachybotrys Candida sp
Alternaria
Aspergillus niger
Aspergillus penicilloides
Dicoccum
Penicillium virescens
Ceratocystis
Cladosporium
Gonatobotryum
Aspergillus lutescens
15 romero Totana Mammarian ausentes
Alternaria
Pullularia
Ostrachoderma
16 espliego Totana Aspergillus niger ausentes
Aspergillus flavus
Penicillium rugulosum
Paecilomyces
Pullularia
Cladosporium
Sclerotium cepivorum
17 azahar Totana Aspergillus parasiticus ausentes
Pullularia
Hyalodendrom
18 limonero Ricote Aspergillus parasiticus ausentes
Oospora citri amanti
Penicilliun aurantium brunneum
Penicillium subcinereum
Sclerotium cepivorum

o



153-164 23/2/00 13:28 Pagina 159

ANALES DE BIOLOGIA, 22 (1997) 1999

HuNTER (1972), y ALEXOPOULOS & MINS
(1985).

Examen de levaduras

Para comprobar la formacion de pseudomi-
celio, crecimiento en aerobiosis o anaerobiosis,
la asimilacion y fermentacion de azdcares, for-
macion de esporas y pigmentacion, se prepara-
ron en tubos o placas los siguientes medios:
Caldo para levaduras (YM Broth) y Extracto de
levadura (Yeast Extract) al que se adicion6 glu-
cosa, sacarosa, lactosa y maltosa al 1%, o rafi-
nosa al 2%. Los tubos se prepararon con cam-
panas Durham y se incubaron a 23 y 27°C. Para
facilitar la esporulacion se utilizé el medio de
Gorodkova, y el medio de Sabouraud para com-
probar la aparicion de colonias pigmentadas.
Todos los medios fueron tratados con clorote-
traciclina para inhibir el crecimiento de bacte-
rias.

Las claves utilizadas fueron las de Barnett,
PAYNE & YARROW (1983) y KLEGER-VAN RIS
(1984).

Examen de bacterias

Para detectar bacterias aerobias, se prepara-
ron tres series de tres tubos con 10 ml de medio
"Yeast Extrat" y glucosa al 2%. Fueron inocu-
lados con 1 ml de cada una de las diluciones e
incubados a 27°C. En las pruebas positivas se
procedio al recuento utilizando el método del
nimero mas probable (NMP).

El cultivo de bacterias aerobias mesoéfilas se
realizéd mediante recuento en placa, en medio
PCA (Plate-count agar), a 37°C.

Para la evaluacion de anaerobias termofilas,
se inocularon tres series de tres tubos, con
Medio de carne cocida (Cooked meat medium),
con las tres diluciones preparadas. Se cerraron
los tubos con tapones vaspar (mezcla al 50% de
vaselina y parafina fundidas), e incubaron a
50°C durante 48 horas.

La prueba selectiva, para detectar bacterias
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coliformes, se realizd por la técnica de filtra-
cion en membrana (filtro Sartorius). Se filtra-
ron 5 g de miel disueltos en 50 ml de agua des-
tilada estéril, y se incubaron en placas con
medio Endo a 37°C durante 24-48 horas. La
prueba presuntiva de Salmonella, se hizo en
tres matraces con 25 ml de Caldo selenito y cis-
tina (Selenite Cystine Broth), inoculados con
2,5 ml de la dilucidon mas concentrada, e incu-
bados a 37°C durante 48 horas.

Para la técnica del NMP, se utilizaron las
tablas de Jacobs y Gertein's reproducidas por
CoLLINS & LYNES (1989).

Para la clasificacion de las bacterias se uti-
lizaron las claves de BERGEY'S (1984).

Los diversos medios de cultivo empleados
en el presente trabajo, se prepararon con pro-
ductos Difco.

RESULTADOS Y DISCUSION
Hongos

La tabla 1 recoge los hongos filamentosos y
levaduras, aislados de las dieciocho muestras
de miel analizadas, asi como su corresponden-
cia con los origenes botanico y geografico de
las respectivas mieles. Lo anterior pudiera ser-
vir para establecer una correlacién entre los
polenes identificados por el espectro polinico,
(Bafio et al 1993), y los conidios de los hongos
encontrados. En ninglin caso hemos hallado
mieles fermentadas o alteradas. Sin embargo,
de todas las muestras hemos aislado hongos,
gran parte de los cuales se desarrollan y viven
en el suelo.

El analisis micoldgico puso de manifiesto la
presencia de Aspergillus parasiticus en las
muestras 17 y 18, patéogeno de insectos.
Oospora citri amanti hallado en la muestra 18,
miel de limonero, se encuentra frecuentemente
en Citrus. Algunos, como Alternaria,
Pullularia y Periconia, tambien detectados en la
mayoria de las muestras son parasitos de plantas
superiores, y otros como Cladosporium, se

o



153-164 23/2/00 13:28 Pagina 160

160 M. PEREZ SANCHEZ et al.

encuentran frecuentemente en el polen o son
hongos del suelo donde viven saprofiticamente.

37 especies de hongos, pertenecientes a 22
géneros fueron encontrados en las 18 muestras
de mieles estudiadas (Tabla 1). Los hongos del
género Aspergillus, representado por diez espe-
cies, resultaron ser los que se presentaron mas
frecuentemente en las muestras ensayadas
(72%), seguidos por  Alternaria, (62%),
Pullularia, (56%), Penicillium, siete especies
(38%), Cladosporium, (28%), Rhizopus y
Sclerotium, (17% cada uno) y Lacellinosis,
(11%). El resto de los géneros, se encontraron
en un nimero menor de muestras (6%).

De los 80 hongos aislados Aspergillus
resulté ser el género mas frecuentemente
encontrado, 27%, seguido por, Alternaria y
Penicillium, 14% cada uno, Pullularia 12,5 %,
Cladosporium 6,25%, y Sclerotium, 4%. El
resto de los géneros de hongos presentes en las
muestras se hallaron en menor proporcion, no
alcanzando ninguno de ellos mas del 2,5% del
total de los géneros presentes en las mieles ana-
lizadas.

De las 18 muestras, diez son de Citrus
(limonero y azahar) y frutal, (56%), y son con-
sideradas como caracteristicas de la Region de
Murcia. Al comparar su origen botanico, con
las frecuencias de los géneros de hongos mas
abundantes, se observd que Alternaria, (64%),
Aspergillus (62%) y Pullularia (60%) se
habian aislado en estas tipicas mieles casi un
25% mas que en el resto de las muestras.

FARRIS et al. (1985) estudiaron 52 muestras
y solamente en 30 encuentraron hongos, noso-
tros los hemos aislado de todas. Muchos de
estos hongos, como demostraron GILLIAM &
PREST (1972), son incorporados a la miel por el
aparato digestivo de las abejas, no son simbio-
ticos ni patdgenos para ellas, y proceden de las
plantas y suelos de las zonas donde pecorean.

Levaduras

Las levaduras en la miel han sido poco estu-

——

ANALES DE BIOLOGIA, 22 (1997) 1999

diadas. FURUKA & OkimoTO (1975) analizaron
doce muestras de distinto origen floral, y
encontraron 99 cepas que agruparon en cinco
géneros, todas ellas tolerantes a altas concen-
traciones de azucar. Estos autores, utilizando
como medio de cultivo extracto de levadura-
extracto de malta-peptona-glucosa-agar, y el
mismo con un 50% de glucosa, comprobaron
que las levaduras crecian indistintamente en
ambos medios. POCINI & WIMMER (1986), para
favorecer el crecimiento de levaduras, supues-
tamente osmofilas, prepararon medios nutriti-
vos con miel como unica fuente de carbono, a
concentraciones de 25, 50, 75, y 100%, deduje-
ron que al cabo de tres semanas se mantiene la
curva de crecimiento a la concentracion de
50% en cuyo momento identificaron las colo-
nias. En cuatro, de las siete muestras estudiadas
encontraron Saccharomyces 'y, en cinco,
Zygosaccharomyces;  Torulopsis en dos y
Schizosaccharomyces en una.

GILLIAN (1979 a), observa que el numero de
cepas aisladas y especies encontradas decrece
con el tiempo y el almacenamiento, y que la
mayoria de las levaduras procedentes de pole-
nes de flores y de los recogidos con cazapole-
nes, no se encuentran en el pan de abejas.
Ademas tanto las levaduras aisladas del polen
floral como las del recogido, fermentan mas
azucares y asimilan mas compuestos de carbo-
no que las procedentes del pan de abeja.

Por nuestra parte, y a diferencia de los vein-
tidos géneros de hongos encontrados, las leva-
duras solo fueron aisladas en las muestras 7 y
14, y estan representadas por el género
Candida sin capacidad fermentativa.

Bacterias

La tabla 2 recoge el resultado del analisis
bacteriano. Segun ella unas mieles carecen de
carga bacteriana, en otras, la concentracion es
elevada, aunque no representativa cuando se
trata de bacterias aerobias, donde se admite
hasta 10000 por gramo. Solamente se han iden-
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TABLA 2. Bacterias presentes en mieles de la Region de Murcia
Bacteria found in honeys from Region of Murcia.

N° Aerb. Aerb.m. An.t. Col. Sal.
1 23 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 >600 0 11 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 24 0 0
6 0 7B 0 0 0
7 11 0 >600 0 0
8 9 7B 0 0 0
9 11 6B 9 0 0

10 40 0 >600 0 0

11 14 0 >600 0 0

12 0 0 0 0 0

13 5 5M--5B 115 0 0

14 0 11 M--6 B 27 0 0

15 0 6 M--3B 0] 0 0

16 >600 301 M--0 B 9 0 0

17 >600 0 >600 0 0

18 >600 15M-16 B >600 0 0

Aerb.: Aerobios a 25°. Aerb m.:Aerobios mes6filos. An.t.: Anaerobios termofilos. col.: presuntos
coliformes. Sal.: Salmonella.
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tificado las colonias desarrolladas en el medio,
PCA y que fueron Bacillus subtilis y
Micrococcus roseus. La presencia de bacterias
anaerobias termofilas detectadas en algunas de
las muestras determinaron el rechazo de las
mismas. Las pruebas realizadas para investigar
presuntos coliformes y Salmonella dieron
resultado negativo en las dieciocho muestras de
mieles examinadas.

La valoracion de las muestras estudiadas se
hizo en funcién del numero de gérmenes conta-
bilizados, estableciendose dos grupos.

Uno formado por las muestras, 1, 2, 4, 6, 8,
12, y 15 las cuales pueden considerarse exce-
lentes bajo el punto de vista bacterioldgico.

Otro, en el que estan presentes las bacterias
anaerobias termofilas. En éste, las muestras n°
3,5,9, 14y 16 con un maximo de 39 bacterias
por gramo, y las n° 7, 10, 11, 13, 17 y 18 con
elevada concentracion, que las hace rechaza-
bles para el consumo humano.

Algunos autores como Gilliam (1979b),
también encontraron Bacillus subtilis len la
miel y en otros productos de la colmena;
GILLIAM & VALENTINE (1976), lo aislaron del
tracto intestinal de las abejas; FARRIS ef al.
(1985), identificaron bacterias en 52 muestras,
entre ellas B. cereus, que puede causar fermen-
tacion butirica, y Clostridium beijerinkii capaz
de provocar fermentacion butirica o acética;
Gillian et al. (1990), encontraron B. megate-
rium, B. circulans y B. alvei en el 59% de los
alimentos almacenados en la colmena, en el 50
% de las mieles y en el 18 % de los polenes.
Estas bacterias producen acidos grasos, y anti-
bidticos que inhiben el desarrollo de otros orga-
nismos competitivos, asi como enzimas que
favorecen la digestion de los alimentos.

NAKANO & SAKAGUCHI (1991), en un lote
de 36 muestras de miel aislaron Clostridium
botulinum, hecho que no se repitid en lotes pos-
teriores. Los autores pensaron que la bacteria
no procedia de la miel, sino que se habria desa-
rrollado en las larvas muertas.

Por nuestra parte los resultados obtenidos
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nos permiten afirmar que, bajo el punto de
vista microbioldgico y organoléptico, el 39%
de las muestras de miel analizadas reunen las
condiciones de salubridad precisa, y pueden
por tanto, destinarse al consumo humano.
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