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Resumen

Para preservar la calidad nutrimental y funcional de la miel y prolongar su vida
uatil de anaquel, se llevé a cabo un estudio de optimizacion de secado por aspersion.
Las muestras de miel de Melipona beecheii empleadas en este estudio fueron
colectadas en meliponarios plenamente identificados para asegurar la autenticidad
del origen entomologico de la miel. Se utilizO una metodologia estadistica de
superficie de respuesta para optimizar el proceso de secado por aspersion para la
obtencién de un producto en polvo de miel de abeja sin aguijon. Las variables
independientes estudiadas fueron temperatura de entrada de aire (110-150°C) y
contenido de maltodextrina 10 ED (50-70%) en wuna suspension de miel,
maltodextrina y agua. La obtencién de la miel en polvo se realizé con un equipo de
secado por aspersion para investigacion. Se determinaron los valores de las
variables de respuesta: rendimiento, humedad, retencion de volatiles, densidad
aparente, higroscopicidad, tiempo de solubilidad y HMF. A través de la técnica
estadistica de andlisis de superficie de respuesta, se pudo obtener las condiciones
Optimas de secado de la miel de melipona siguientes: temperatura del aire de
entrada, 150 °C; contenido de maltodextrina, 68%. Con estas condiciones, el
rendimiento obtenido fue de 45%, el contenido de humedad de 4.9%, la retencion de
volatiles de 77%, el tiempo de solubilidad de 255 s y el contenido de
hidroximetilfurfural (HMF) de 52 mg/kg. Con muestras de miel liquida y en polvo se
analizé la actividad antimicrobiana de 5 cepas bacterianas y la actividad antioxidante
en 4 porcentaje diferentes de 80%, 60%, 40% y 20%. Se observo que todas las
cepas presentaron halo de inhibicion a un porcentaje de 80%, al igual que una
concentracion del 20% con la miel liquida. Para la miel en polvo, se empleé la técnica
de dilucion en agar en la que se evaluaron dos cepas. Sin embargo, no hubo efecto

inhibitorio ya las bacterias crecieron en el medio enriquecido.



La actividad antioxidante presentd los resultados siguientes: para la miel
liquida 31.53 £ 0.4388 pumol ET 100 g en ABTS y 3.75 £ 0.0350 pmol ET 100g para
DPPH, la actividad antioxidante para ABTS de la miel en polvo reconstituida fue

mayor que la miel liquida con un valor de 38.79 + 2.35 umol ET 100 g.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La miel es aquella sustancia dulce natural producida por las abejas a partir del
néctar de las flores o de secreciones de otras partes vivas de la planta, que las
abejas recogen, transforman, combinan con sustancias especificas propias y
almacenan en panales, de los cuales se extrae el producto sin ninguna adicion
(Anbénimo, 1984).

En la antiglledad, para nuestros antepasados americanos, este producto fue
una de las primeras fuentes de azucares (Buarque de Holanda, 1957). Por lo cual el
uso de la miel de abejas nativas sin aguijon, en la época prehispanica y el papel que
desempefiaron en la dieta de las comunidades indigenas americanas fue muy

importante (Medina y Gonzales, 1995).

Existen aproximadamente 20,000 especies de abejas en el mundo.
Actualmente se conocen alrededor de 500 especies de abejas sin aguijon de las
cuales se ubican en unos 50 géneros. De estos, cerca de 300 especies (30 géneros)
se encuentran en el continente americano, 40 (14 géneros) en el sureste de Asia, 50
(10 géneros) en Africa, 4 (1 género) en la Isla de Madagascar y 10 (2 géneros) en
Australia (Velthuis, 1997).

En México, existen 46 especies de estas abejas (Ayala, 1999), de las cuales,
en la peninsula de Yucatan, se han logrado identificar 16 (Quezada-Euan, 2005). La
especie de abeja Melipona beecheii conocida en lengua maya como Xunaan Kaab
fue la mas domesticada y explotada por los antiguos mayas, mucho antes de que los
espafioles conquistaran Mesoamérica. Sin embargo, las demas especies también
eran aprovechadas a través de sus recursos (miel, polen) desde sus nidos. Las
abejas Meliponas son silvestres y se caracterizan por producir cera de altisima
calidad, miel muy valorada econdmicamente, sabrosa y utilizada por sus propiedades
en el uso medicinal. Posee una gran actividad antibacteriana pero sobre todo su uso
medicinal se basa a nivel oftalmoldgica, debido a su alto contenido de alcaloides,

flavonoides (Medina, 1998) y antioxidantes.



INTRODUCCION

La meliponicultura (cultivo de las abejas sin aguijon) fue una actividad de gran
importancia en los pueblos mesoamericanos. Desde antes de la llegada de los
espafoles (Murillo, 1981) los mayas desarrollaron el conocimiento y manejo de la

abeja Melipona beecheii (Echazarreta et al., 1997).

Con la introduccién de la abeja Apis mellifera y la apicultura moderna (cria y
manejo de abejas Apis) a Yucatan, a fines del siglo pasado y principios del presente,
a través de los Estados Unidos de Norteamérica (Martinez 1938; Labougle y Zozaya,
1986) con la finalidad de aprovechar todos los recursos apibotanicos de la
peninsula, se origind el desarrollo de la actividad apicola con un enfoque orientado al
comercio hacia el mercado externo, ocasionando que la actividad que los mayas
fuera olvidanda, lo que ha ocasionado la casi desaparicion de la actividad

meliponicula.

En la actualidad, la miel de Melipona tiene gran demanda pero debido a que el
namero de colmenas se ha reducido con el tiempo, no ha sido facil satisfacer en su
totalidad el mercado, lo cual ha ocasionado que el precio se haya elevado a niveles

10 veces mayor al precio de la miel de Apis mellifera.

En este trabajo se presenta informacion cientifica obtenida de las propiedades
fisicas y quimicas de la miel microencapsulada asi como de su actividad bioldgica.
Se realizé la comparacion de estas propiedades con las de la miel liquida con la
finalidad identificar la variabilidad de las propiedades alimenticias y terapéuticas de

este tipo de miel en ambas formas.
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2. ANTECEDENTES
2.1 La Meliponicultura en la antiguiedad

La crianza de las abejas sin aguijon, actividad conocida como meliponicultura,
ha venido desapareciendo en las ultimas décadas, principalmente por la tala de los
arboles en los bosques tropicales. Estas abejas sin aguijon juegan un papel muy
importante como polinizadoras de muchas plantas con flor (Roubik, 1989).

La meliponicultura en México se remonta a tiempos precolombinos y tuvo una
importancia econdémica, cosmogonica y farmacéutica de gran relevancia para las
culturas indigenas de la region (Medina y Gonzalez, 1995). Desde esos tiempos, la
Melipona beecheii o0 Xunaan Kaab (Figura 1) en lengua maya fue cultivada en gran

escala en la peninsula de Yucatan.

Figura 1. Abejas Melipona beecheii.
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La evidencia més importante del significado de la abeja Melipona entre los
mayas, la encontramos en forma contundente, en el contenido del Cédice Tro-
cortesiano o de Madrid, ya que sus Ultimas paginas estan dedicadas a la

meliponicultura.

Para los mayas Yucatecos, las abejas y sus colmenas eran concebidas como
algo sagrado, otorgado por los dioses (Tec y Bocara, 1980) poniéndose
incondicionalmente a su servicio. Deidades como “Ah Mucen Kab” y “Jobnil”
(representaciones en codices, y en la ceramica precolombina maya) eran
consideradas protectoras de los colmenares mayas. Para propiciar buenas cosechas
de miel tenian rituales como el “U jaanli Kaab” en los que se le rogaba a los dioses
mayas atreves de rezos, por la expresion de las floraciones. Este concepto aun

prevalece en parte entre los campesinos indigenas actuales.

Actualmente en Yucatan a la unidad productiva se le denomina meliponario, la
cual estd compuesta de 5 hasta 50 0 mas jobones (colmenas en troncos huecos). En

la regidn litoral oeste de Yucatan, el promedio es de 13 productor (Carrillo, 1993).

Los jobones son colocados en chozas construidas ex-profeso, a las que se les
denomina na “ajil kaab (Carrillo, 1998), en su interior se construyen 2 perchas en
angulo aproximado de 45 grados, colocandose travesafios paralelos en forma de
escalera, donde se asientan los jobones unos encima de otros, la primera linea se
coloca a una altura no menor a 25 centimetros del suelo. Todo este espacio debe
estar techado en forma tradicional con hojas de palma (Sabal yapa) y desprovisto de

paredes, obedeciendo una orientacion este-oeste en su eje longitudinal.

La meliponicultura es una actividad a que ha venido desapareciendo
paulatinamente de los solares mayas o huertos familiares, las consecuencias de este
fendbmeno, al parecer han sido negativas, tanto en el nucleo familiar, en la dinamica
cultural de las comunidades indigenas y en el mediano y largo plazo, en la

conservacion de la biodiversidad.
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2.2 Melipona beecheii (Xunaan Kaab)

Las abejas Meliponas, son insectos altamente sociales que habitan en las
regiones tropicales del planeta (Michener, 1974). Las abejas sin aguijén producen
miel en las regiones tropicales y subtropicales (Crane, 1992). Estos himendpteros
pertenecen a la tribu Meliponini, se distribuyen entre el hemisferio norte 23.5 °N
(Trépico de Cancer) y las regiones templadas del hemisferio sur 35 °S (Australia y
Ameérica del Sur) y 28 °S en Africa (Michener 2000, Yafiez-Ordofiez et al., 2008).
Segun Rosso y Nates (2005), las abejas mayas son nativas de América, las cuales
fueron cultivadas por los mayas desde tiempos remotos y por distintas tribus de
Ameérica. Los mayas cosechaban la miel dos veces al afio para no matar la colmena,
la miel era utilizada por los sacerdotes para las ceremonias religiosas (LiveScience,
2005).

La especie Melipona beecheii (Tabla 1) es la mayormente domesticada y
explotada con técnicas tradicionales en los tres estados de la peninsula de Yucatan.
La abeja nativa en estado silvestre habita en cavidades de arboles vivos (Gonzéles,
1984).

Tabla 1. Taxonomia de la abeja Melipona beecheii

Clasificacion de la Melipona beecheii

Reino Animalia

Filo Artrépoda
Clase Insecta
Orden Hymenoptera
Sub-orden Apdcrita
Superfamilia Apoidea
Familia Apidae
Sub-familia Meliponinae
Tribu Meliponini
Genero Melipona
Especie Melipona beecheii

(Michener, 2000)
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Una de las caracteristicas anatdmicas principal de las abejas nativas es la
ausencia de un aguijon funcional es decir que las obreras y reinas solo poseen

vestigios de lo que en el pasado fue el aguijon (Gonzéalez, 1984).

Las abejas recolectan néctar de las flores y por deshidratacion y accion
enzimatica es transformada en miel que es almacenada en los panales de la
colmena. La mayoria de las abejas obtienen su alimentacion de los productos de las
flores que pecorean, de igual forma recolectan polen que les sirve de alimento a las

abejas adultas.

2.3 La Miel de las abejas sin aguijon

La composicion, el aspecto, el sabor, el color, etc. varian mucho dependiendo

de las flores que proviene, de su origen, de la region y de su madurez.

La miel se define como la sustancia natural dulce producida por la abejas a
partir del néctar de las plantas o de secreciones de las partes vivas de las plantas,
que las abejas recogen, transforman combindndolas con sustancias especificas
propias, las depositan, deshidratan, almacenan y dejan reposar en las colmenas para
gue madure (Codex Alimentarius, 2001).

La miel de las abejas sin aguijén tiene cierta variacion en cuanto a las
caracteristicas de la miel de Apis mellifera, siendo esta menos dulce ya que

probablemente, contiene una menor concentracion de ciertos azucares.

Es de consistencia mas humeda, por lo que es mas propensa a fermentar en
lapsos de tiempo cortos sino es almacenado en las condiciones éptimas debido a
que la miel contiene una gran cantidad de azucares la adjudica la propiedad de ser
higroscopica por lo que si no se mantiene en condiciones de poca humedad adsorbe
el agua presente en el ambiente agregandole una mayor cantidad de humedad a la

miel lo que provoca que fermente con mayor facilidad.
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Debido a la selectividad de esta abejas al momento del pecoreo de las flores,
la cantidad de miel que producen es muy baja. Algunos autores tales como Colli
(1993) reporta que los rendimientos por colonia varian de 250 a 500 ml; por otra
parte, Gonzalez (1990) y Gonzalez y Camara (1991) reportan que en otras partes del
estado, la cantidad de miel obtenida ha sido alrededor de 1 y 1.250 kg por colmena
(Jobon). Existen un gran numero de factores que pueden afectar el volumen de

produccion de miel por numero de colmenas los mas relevantes son:

e La selectividad de estas especie de abeja

e La debilidad de la colmena

e La competencia del alimento con otras abejas (Apis mellifera)
e Ladistribucion geogréfica de la colmena

e Las dimensiones de las colmenas

La miel que produce las abejas sin aguijon asi como las abejas Melipona
beecheii es de baja viscosidad es decir es de consistencia ligera si se compara con
la miel de las abejas Apis mellifera que presenta un mayor viscosidad y por ende
mayor consistencia a la fluidez, su color varia desde el amarillo cristalino hasta llegar
a ser semitransparente; el olor de la miel es similar al aroma del coco rancio que
despiden las abejas, esto puede deberse a que al momento de la deshidratacién de

la miel las abejas impregnan su olor a la miel.

Durante mucho tiempo le han atribuido propiedades medicinales a las miel que
produce los meliponinos (abejas sin aguijén), desde nuestros antepasados los mayas
que utilizaban la miel de la abeja Melipona beecheii como fuente de alimento, como
tributo a sus deidades, como medicina, hasta nuestros tiempos estos atributos
adjudicamos siguen en marcha. Existen algunos autores que reportan el uso de la
miel de meliponinos como medicina para tratar algunas enfermedades como la
reduccion y curacion de cataratas ocular; combate bacterias que causan
enfermedades como la tifoidea; tOnico reconstituyente para mujeres gestantes
(Gonzalez- Acereto, 1988,1990, 1993).
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Se dice que es eficaz en el tratamiento del sudor de noche que ataca con poca
frecuencia a los nifios (Caballero, et al. 1991) y se le ha dado uso para el tratamiento
de catarata ocular, carnosidad en los 0jos, conjuntivitis infecciosa y traumatica,
heridas y Ulceras oculares, Ulceras y llagas en la piel de dificil cicatrizacion,
inflamacion de las hemorroides, manchas del cutis (hepaticas, de gestacion o
solares), dientes flojos, laringitis, sinusitis y bronquitis (Medina, 1998),

En la Tabla 2 se mencionan algunos de las aplicaciones de la miel de

meliponinos segun Vit, et al. (2004).

Tabla 2. Aplicaciones de la miel de abejas sin aguijon

Especies Uso medicinal

Desordenes digestivos, cataratas en los 0jos,

Melipona beecheii infecciones respiratorias, curar heridas, recuperacion
después del parto, fatiga, alergias.

Melipona favosa favosa Infecciones respiratorias.

Melipona paraensis Recuperacion después del parto.

Melipona trinitatis Gastritis.

Scaptotrigona mexicana Infecciones respiratorias.

Tratamiento para cataratas, dolor de estdmago,

Nannotrigona perilampoides magulladuras.

Cataratas en los ojos, dolor de cabeza, dolor de

Plebeia jatiformis .
estomago.

Desordenes estomacales, cataratas en los 0jos,

Trigona (Tetragonisca)angustula . . . ) .
9 ( 9 Jang infecciones respiratorias, curar heridas.

(Vit et al., 2004)

Vit y colaboradores, en el 2004, publicaron la composicién Bioquimica de la
miel de algunas especies de abejas sin aguijon, en la que sefala la alta cantidad de
monosacaridos, que constituyen el 60-80 % de la miel; agua, alrededor de un 15 a
20 %; minerales; sustancias nitrogenadas; acidos organicos los cuales confieren a la
miel un pH de 3.6 a 4.2; enzimas; vitaminas y hormonas, a las que se les atribuye

actividad antibidtica.
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2.4 Parametros fisicos y quimicos presentes en la miel

La composicion de la miel depende de principalmente, de la fuentes
vegetativas del cual se deriva, especie de abeja, estado fisioldgico de la colmena,
estado de maduracién de la miel, condiciones meteoroldgicas, época de cosecha,

entre otros factores.

Los trabajos realizados por los autores Vit et al., (2004) y Souza et al., (2006)
junto con otros colaboradores, se han enfocado a obtener informacion sobre las
caracteristicas de abejas nativas y de una manera u otra, a fomentar el
establecimiento de normas que regulen la calidad de la miel de abejas nativas. En la
Tabla 3 se mencionan algunas caracterizaciones fisicoquimicas de la miel de la abeja

Melipona evaluadas por diferente autores.

Tabla 3. Comparacién de analisis fisicos y quimicos de diferentes autores de la miel

de abeja Melipona

. . . Norma
. M. beecheii M. beecheii M. beecheii X
Atributos (Vit, 2004)  (Souza, 2006)  (Lira2009) Mexicana (A.
mellifera)

Acidez total expresada
como miliequivalentes de 70.0 28.0 35.0 40.0
acido por kg
Humedad (% m/m) 30.0 23.2 20
Contenido aparente de
azucar reductor expresado
como % (g/100g) de azicar 50.0 68.0 67.8 63.88
invertido
Hidroximetilfurfural (HMF),
(mg/kg) de menos de 6 40.0 64.0 18.0 40.0
meses
Cenizas (% m/m) 0.50 0.2 0.60
indice de formol 4.50 2.2
pH 3.1
Prolina 25.9
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2.4.1 Humedad

El contenido de agua influye decisivamente en la conservacion de la miel.
También interviene en el color, viscosidad, palatabilidad, sabor, peso especifico,
solubilidad y valor comercial, entre otros (Sancho et al., 1991). Ademas condiciona la
madurez y la granulacién (Sancho et al., 1991; Cox y Huser, 1996).

2.4.2 AzUcares reductores

Los azUcares representan entre 85 y 95 % de la materia seca de la miel y
confieren a este producto numerosas propiedades fisico-quimicas, entre las que
destacan el poder rotatorio, viscosidad, higroscopicidad y tendencia a la granulacion
(White, 1974; Sancho et al., 1991).Las mieles son soluciones sobresaturadas de
glucosa y fructosa en las que coexisten dos sistemas inestables, que, con mas o
menos facilidad, pueden provocar fendmenos de cristalizacion fraccionada, en las
cuales intervienen en gran parte la glucosa, que es menos soluble que la fructosa
(Sabatini et al., 1990).

2.4.3 Hidroximetilfurfural (HMF)

Si se encuentra en proporciones mas elevadas, origina sabores y olores
extrafios, asi como alteraciones en color, indicando también el grado de
envejecimiento de las mieles y las posibles adulteraciones que se hayan podido
realizar en las mismas (Espada, 1982; Espada y Gémez, 1983; Pérez y Jimeno,
1990).

Este factor de calidad es un indicador de la frescura del sobrecalentamiento de
la miel; es un compuesto que se forma principalmente por el desdoblamiento de la
fructosa cuando este azlcar se encuentra en un medio acido, acelerado el

desdoblamiento cuando aumenta la temperatura (Oddo et al., 1999).

HMF es claramente un indice de calentamiento, pero la afirmacion de que la
cantidad de HMF es independiente del tipo de miel y composicion podria estar

equivocado.
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2.4.4 Cenizas

Los minerales que aparecen en ella provienen casi exclusivamente del
arrastre que la planta hace de los minerales del suelo a través de la savia, de donde
pasan al néctar presentando muchas diferencias en los rangos en que oscilan las
cenizas, lo cual puede ser atribuido a él origen botanico (Trstenjak et al., 1993;
Sanchez y Pujola, 1996). El potasio es el mineral mayoritario en todas las mieles
(Gbmez, 1995). Se expresa en porcentaje en peso: maximo 0.60 %. Esta medida se
relaciona con problemas de higiene (tierra y arena). La miel adulterada con melaza

también puede presentar un alto porcentaje de cenizas.

2.4.5 pH

El pH determinada en la miel se refiere a los iones de hidrogeno presentes en
solucion y puede influenciar la formacion de otros componentes, como la velocidad

de produccién de hidroximetilfurfural (Vidal y Fragosi, 1984).

2.4.6 Color

El color es una de las caracteristicas de la miel que mas influencia tiene tienen
en la preferencia del consumidor. Este parametro esta correlacionado con su origen
floral, procesamiento, almacenamiento, factores climaticos durante la floracion del
néctar o la temperatura en la cual la miel madura en la colonia (Seemann y Neira,
1998; Campos, 1998). Los minerales influyen directamente en la coloracién, estando

presentes en mayor concentracion en mieles oscuras en comparacion.

2.4.7 Compuestos de volatiles

Los compuestos con propiedades aroméaticas se encuentran presentes en las
mieles en muy baja concentraciébn, como mezclas complejas de componentes de

relativamente bajo peso molecular y variada funcionalidad.

Por ello la caracterizacion de muestras de miel basada en el estudio de su

fraccion volatil, requiere el empleo de una técnica de separacion de alta eficacia
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como la cromatografia de gases capilar (GC). El acoplamiento de ésta a la
espectrometria de masas (GC-MS), aporta una informacién cualitativa adicional a la
retencibn cromatografia y que permite, en la mayoria de las ocasiones, una
identificacion fiable. El andlisis de volatiles en miel por GC o GC-MS requiere, sin
embargo, la separacion previa (fraccionamiento) de estos compuestos del agua y los
carbohidratos, componentes mayoritarios de la matriz en estudio.

2.4.8 Microextraccién en fase sélida (SPME)

Pawliszyn y colaboradores desarrollaron en los afios 90 la técnica denominada
microextraccion en fase solida (SPME), la cual puede considerarse una variante del
analisis del vapor confinado, esta ha sido poco aplicada al estudio de volatiles en la

miel.

El empleo de la técnica de extraccion en fase solida dinamica puede eliminar
el uso de los disolventes completamente, pero requiere para la desorcion térmica de
los volatiles retenidos en la fase sélida, que los inyectores de los cromatografos de
gases sufran modificaciones extensas o la adicién de costosos médulos de desorcion
(Pawliszyn y Arthur, 1990). Por otro lado la microextraccion en fase sélida (SPME)
elimina los problemas asociados a la extraccion en fase sélida dinamica mientras que
mantiene sus ventajas; no requiere de disolventes y el tiempo de extraccién puede

ser reducido a algunos minutos (Pawliszyn y Arthur, 1990).

La metodologia de esta técnica se basa en el principio de fraccionar los

analitos entre la matriz de la muestra y el recubrimiento de la fibra (Pawliszyn 1997).

Esta técnica consta de 2 etapas, la etapa de extraccion y la etapa de
desorcion en la etapa de extraccion se producen la migracion de los analitos desde la
muestra a la fibra hasta que se alcanza la situacion de equilibrio. Este proceso de
extraccién se puede producir por adsorcién a absorcion en funcion del tipo de fibra
utilizado. Para el proceso de extraccion con SPME, se coloca un volumen de muestra

en un vial herméticamente cerrado con un septum de silicona o teflon. Seguidamente
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se perfora el septum y se introducen la jeringa en el vial. Exponiendo la fibra en la
muestra por el tiempo ya establecido, cuando concluye este lapso de tiempo de
extraccion de los compuestos se retrae la fibra de la jeringuilla. En la etapa de
desorcion se liberan los analitos que fueron retenidos por la fibra al momento de la

extraccion.

2.5 Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula que retrasa, previene o elimina el dafo
oxidativo de otras moléculas (Halliwell, 2007). Para que un antioxidante (AH) tenga
actividad antiradicalaria debe cumplir una caracteristica basica que es generar un
radical estable y menos dafiino (RH) después de reaccionar con la especie radical
(Re) (Cos et al., 2003). Esta reaccion se basa en una transicion redox, en la que el
antioxidante cede un electron o un atomo de hidrégeno a un radical libre (RL).
Transformandose a su vez en un radical libre de naturaleza no toxica (A’) y que en
algunos casos puede ser regenerado por la accién de otros antioxidantes. De esta
manera, los antioxidantes pueden detener reacciones de propagacion e inhibir la
oxidacion de moléculas evitando la alteracion en el funcionamiento normal de la

célula.

2.5.1 DPPH

Este método se basa en la reduccién del radical DPPH*® por los antioxidantes
presentes en la muestra (Brand-Williams et al., 1995). El radical es estable y tiene
una coloracién purpura que se pierde progresivamente cuando se afiade la muestra
conteniendo sustancias antioxidantes. La decoloracion del radical se determina a 515
nm y los tiempos de reaccion son variables dependiendo de la naturaleza de los
antioxidantes. En particular, las moléculas pequefias con mejor accesibilidad al
centro activo del radical poseen aparentemente una mayor actividad antioxidante por

este metodo (Prior et al., 2005).
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El ensayo DPPH es un método rapido y sencillo que para su cuantificacion
solo requiere de un espectrofotometro. A diferencia del ensayo TEAC, en este
ensayo no es necesario preparar radical previamente, puesto que el DPPH se
comercializa ya en la forma de radical y sencillamente requiere su disolucion en el
disolvente para el desarrollo del método. Por esta razén se trata de un método
ampliamente utilizado para evaluacion de la actividad antioxidante total. Es adecuado
para medir la actividad antioxidante en alimentos, no obstante algunos antioxidantes
pueden causar interferencias si poseen un espectro de absorcion similar al del DPPH
(Prior et al., 2005).

2.5.2 ABTS

Esta basado en la captacién por los antioxidantes del radical cation ABTS**
generado en el medio de reaccion. Este radical posee una coloracion verde-azulada
con un maximo de absorcidbn a 415 nm y una serie maximos secundarios de
absorcién a 645, 660, 734, 815 y 820 nm (Sanchez-Moreno, 2002). Dependiendo de
la variante del método TEAC utilizada se emplean distintas longitudes de onda,
aunque las mas frecuentes son 415y 734 nm (Prior et al., 2005). Para el desarrollo
del método se suelen emplear dos estrategias; inhibicion y decoloracion. En la
inhibicién los antioxidantes se afiaden previamente a la generacién del radical
ABTS**" y lo que se determina es la inhibicién de la formacion del radical, que se
traduce en un retraso en la aparicion de la coloracion verde-azulada. En la segunda,
los antioxidantes se afiaden una vez que el ABTS** se ha formado y se determina
entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del radical, es decir
la decoloracion de este radical (Sanchez-Moreno, 2002).

2.6 Actividad Antimicrobiana

Diversos componentes son los responsables de la actividad antimicrobiana de
la miel, entre ellos estan la osmolaridad, la acidez, el per6xido de hidrégeno, el
origen botanico de la miel, entre otros (Molan, 1992). Sin embargo, un componente

importante son los fitoquimicos, sustancias que provienen de la floracion visitada por
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la abeja para la colecta del néctar. Dentro de éste grupo estan los flavonoides, que
presentan propiedades antioxidantes y antimicrobianas y son reconocidos por inhibir
un amplio rango de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Bogdanov, 1984). Se
han realizado estudios comprobando la actividad antimicrobiana de las mieles, en
especial para A. mellifera contra una diversidad significativa de patégenos (Molan,
1992, 2002; Demera et al., 2003; Estrada, 2004). Sin embargo, en mieles de abejas
sin aguijon, este tipo de investigaciones son escasos, no obstante, algunos estudios

han demostrado su efectividad (Grajales et al., 2003; Demera, 2003).

2.7 Microencapsulacion

La Microencapsulacion es un proceso fisico-quimico o mecénico para atrapar
una sustancia en un material con el fin de producir particulas con didmetros de unos
pocos nanOmetros a unos pocos milimetros (Chen y Chen, 2007). La
Microencapsulacion de componentes bioactivos puede ser usada en muchas
aplicaciones de la industria alimentaria, tales como controlar reacciones oxidativas,
atrapar colorantes y saborizantes, garantizar el desprendimiento sostenido y
controlado de sustancias, extender la vida de anaquel, entre otras. La
microencapsulacion de probidticos es usada para proteger las células contra un
entorno adverso mas que para un desprendimiento controlado (Champagne y
Kailasapathy, 2008). La sustancia encapsulada es el nicleo, que es dispersada en
una matriz denominada capsula. Este material soporte debe ser de grado alimentario
si va a ser usado en la industria alimentaria y debe ser capaz de formar una barrera

para proteger a la sustancia encapsulada.
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Cubierta

Matenial activo

Figura 2. Representacion de una microcapsula.

Existen diferentes tipos de encapsulados: tipo reservorio y tipo matriz (Figura
3). El tipo reservorio posee un cascardn alrededor del nucleo y es por esto que
también es llamado capsula. En el tipo matriz, el agente activo es dispersado sobre
el material soporte y puede ser encontrado en la superficie. Una combinacion de
estos dos tipos genera un tercer tipo de cépsula, en el cual la matriz donde esté el

agente activo es recubierta por un cascarén (Zuidam y Shimoni, 2009).

nucleo matriz

cascaron

(a) {b) {c)

cascaron

Figura 3. Representacion esquematica de los sistemas de encapsulacion. (a) Tipo

reservorio, (b) tipo matriz, (c) tipo matriz recubierta.
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2.7.1 Agentes utilizados para la Microencapsulacién

El agente encapsulante es el material que recubrira al compuesto de interés a
la hora de realizar el secado por aspersion, si es para el uso alimentario el producto
final, el recubriente debe ser un compuesto que se pueda ingerir sin que se tenga

consecuencias.

2.7.1.1 Carbohidratos

Son extensivamente empleados en la encapsulacion, se utiliza la técnica de
secado por aspersion para ingredientes alimenticios como soporte de
encapsulamiento, dentro de este amplio grupo se encuentran los almidones,

maltodextrinas y gomas (Madene et al., 2006; Murla et al., 2009).

2.7.1.2 Almiddén

Almidones basados en ingredientes (almidones modificados, maltodextrinas,
B-ciclodextrinas) son muy utilizados en la industria alimenticia (Madene et al., 2006;
Murda et al., 2009); dentro de los almidones mas importantes se destacan el de
papa, maiz, trigo, arroz, (Yafiez et al., 2002; Fuchs et al., 2006; Loksuwan, 2007) e

inulina (Saenz et al., 2009).

El almidén nativo y modificado de tapioca, y maltodextrina ha sido investigado
por su habilidad de ser utilizado como material de pared para la encapsulacion de (3-
caroteno. Tiene amplia distribucién de tamafio, comparado con el almidén nativo y

maltodextrina. (Loksuwan, 2007).

2.7.1.3 Gomas

Son generalmente insipidas, pero pueden tener un efecto pronunciado en el
gusto y sabor de alimentos, son solubles, de baja viscosidad, poseen caracteristicas
de emulsificacion y es muy versatil para la mayoria de los métodos de encapsulacion

(Madene et al., 2006; Murta et al., 2009). Como ejemplos se tienen goma de
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algarrobo, guar, goma de tamarindo, goma gelana y xantana (Morkhade y Joshi,
2007).

2.7.1.4 Maltodextrinas

La maltodextrina es un almidén hidrolizado que se prepara por calentamiento
en presencia de &acidos (generalmente acido clorhidrico) hasta conseguir la
solubilidad y el color blanco deseado. Este tipo de dextrina es utilizada como agente
emulsificante de aceites esenciales y como agente enturbiante (Kuntz, 1997).

Se elaboran por métodos de hidrdlisis &cida o enzimatica de los almidones. En
la seleccién de materiales de pared para encapsular, la maltodextrina es una buena
solucion entre el costo y la efectividad; tiene baja viscosidad a alta proporcion de
sélidos, son inodoras, incoloras y de baja viscosidad a altas concentraciones,
ademas permiten la formacion de polvos de libre flujo sin enmascarar el sabor
original (Garcia et al., 2004), esta disponible en diferentes pesos moleculares y son
extensivamente utilizados en la industria de alimentos (Madene et al., 2006; Saenz et
al., 2009).

2.8 Técnicas de encapsulamiento
2.8.1 Extrusion

Técnica util para producir saborizantes encapsulados duraderos y con una
humedad 6ptima, que se emplea en la industria (Bhandari et al., 2001; Bringas et al.,
2011b).

La Microencapsulacion por extrusion involucra el paso de una emulsion del
material activo y el material pared a través de un dado a alta presion. La extrusion
constituye el segundo proceso mas usado, después del secado por aspersion, para
la encapsulacion de sabores. Un proceso tipico involucra la mezcla de sabores con
jarabe de maiz o almidén modificado caliente, extrudiendo la mezcla en forma de

esferitas (pellets) dentro de un bafio con un disolvente frio como el isopropanol. El
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disolvente frio solidifica el jarabe en un solido amorfo, bafiando los sabores (Yafiez et
al., 2002).

2.8.2 Secado por aspersion

El secado por aspersion es un proceso unitario Util para deshidratar alimentos
liquidos y obtener productos en polvo con mayor vida de anaquel, facil de manejar y
transportar. No obstante, existe la posibilidad de que la temperatura del secado por
aspersion empleada genere degradaciones de compuestos inestables al calor, lo que
propiciaria la pérdida de propiedades sensoriales del alimento, como el aroma, el
sabor y el color (Gonzélez et al., 2009). Para ayudar a evitar lo anterior, en el
presente trabajo se aplicé la encapsulacion, que consiste en envolver un material
mediante una capa externa durante el secado por aspersion (Brazel, 1999). La capa
externa de las microparticulas del alimento, cominmente es conocida como pared
viscoelastica, la cual es generada por el uso de encapsulantes y tiene como finalidad
proteger los componentes del producto de posibles degradaciones quimicas por el

efecto de las temperaturas del proceso (Gibbs et al., 1999).

En comparacion con otros métodos, el secado por aspersion proporciona una
eficiencia de encapsulacion relativamente alta. La mayor eficiencia de encapsulacion
que se alcanza con el secado por aspersién, se encuentra entre 96 y 100%, valores
superiores en comparacion con otros métodos (Lépez y Gémez, 2008). La figura 4
muestra el mecanismo de funcionamiento del equipo de secado por aspersion al

momento de introducir la muestra de interés.
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Alimentador
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producto )
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Salida de aire
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Producto seco

Figura 4. Esquema de funcionamiento del equipo de secado por aspersion.
2.8.2 Proceso de secado por aspersion
2.8.2.1 Matrices de encapsulacion

Para la etapa inicial en el proceso de secado por aspersion se debe tener una
buena mezcla del producto a encapsular, un soporte ideal que posea la propiedad

optimas emulsificante para poder formar una buena pelicula.

Una emulsion consiste en un arreglo binario de dos fases fluidas inmiscibles,
distribuidas de tal forma que la emulsion parece un sistema de una sola fase. Una
fase es dispersada (fase dispersa) dentro de la otra (fase continua).
Termodinamicamente el sistema es inestable, por lo que la fase dispersa se separara
con el tiempo, que puede ser de pocos minutos a meses (Dumont, 2006).

Los soportes mas comunmente usados se dividen en cuatro clases:
monosacaridos y disacéaridos, almidones hidrolizados (maltodextrinas y soélidos del
sirope de maiz), almidones quimicamente modificados y gomas (principalmente

goma arabiga) (Jafari et al., 2008).
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Los almidones quimicamente modificados son almidones parcialmente
hidrolizados y derivatizados para impartirles propiedades lipofilicas (emulsificadoras).
El grupo lipofilico adicionado al polisacarido proviene de una reaccion con algun
anhidrido de un acido di-carboxilico ciclico sustituido (Drusch y Schwarz, 2006).
Estos almidones poseen excelentes propiedades emulsificantes y aportan una buena
retencion de compuestos volatiles durante el secado por atomizacion (Zasypkin y
Porzio, 2004). Sin embargo, los almidones modificados tienen algunas desventajas:
no son considerados “naturales” para propdsitos de etiquetado; a menudo tienen un
aroma extrafio indeseable y no permiten buena proteccion a los saborizantes que se
oxidan (Wandrey et al., 2010).

2.9 Miel microencapsulada

La produccién de miel en polvo, asi como los polvos formados después del
secado de jugos de frutas, puede ser destinado al consumo directo, se utiliza como
un aditivo a una gama de productos alimenticios tales como yogures, bebidas,
salsas, recubrimientos comestibles, asi como suplementos dietéticos y preparados
(Rodriguez -Hernandez et al., 2005; Gabas et al.,, 2007; Shrestha et al., 2007,
Hebbar et al., 2008). Otras autores como Samborska y Czelejewska (2014) utilizan la
goma arabiga como agente de secado en la cual utilizo una proporcién de sélidos
miel: solidos portadores, 1:1 y los polvos de miel que se obtuvieron presentaban

buenas propiedades fisicas: bajo contenido de agua y medio o buena fluidez.

Samborska y Bienkowska (2013) caracterizaron las propiedades de las
preparaciones de miel secado por aspersion producidos con el uso de maltodextrina
y dextrina como aditivos de secado los productos obtenidos con dextrina tuvieron
mayor higroscopicidad y solubilidad comparados con los polvos producidos con

maltodextrina.

Takashi (1984) obtuvo miel en polvo con almidon céreo como un material de
soporte 0 encapsulante a una temperatura de entrada entre 140 y 150 °C y una de

salida 90-95 °C. El polvo resultante tenia una tendencia a fundirse cuando se expone
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al aire, por lo tanto, se sugiri6 el uso de materiales de embalaje de alta barrera.
Hebbar et al. (2002) implemento el desarrollo de un método mejorado para la
produccion de miel en polvo atreves del secado por aspersion del contenido de la

miel resultante presento un sabor caracteristico a miel y un color aceptable.
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3. JUSTIFICACION

La peninsula de Yucatan es una de las zonas con la mayor actividad apicola
de la republica Mexicana, lo cual se traduce en una actividad de gran trascendencia
e importancia social y econOmica, tanto para el estado de Yucatan como para los
estados de Campeche y Quintana Roo. La Peninsula produce miel de abejas
europeas (Apis mellifera) asi como miel de abejas nativas, tal como la miel de

Melipona beecheii.

La miel de Melipona se ha considerado como un alimento funcional, agente
medicinal (cultural) y un edulcorante, pero debido a su condicion liquida su manejo
no es facil y su uso en formulaciones de algunos alimentos es restringido y debido a
esta condicion fisica sus propiedades con el tiempo de almacenamiento pueden
variar, provocando su deterioro. Por tal motivo, se plantea desarrollar un

procedimiento para obtener miel de melipona en polvo como una alternativa viable.

El presente trabajo de investigacion se ha planteado con finalidad de generar
informacion para buscar una solucion a este problema, mediante la técnica de
microencapsulacion por secado por aspersion, para dar un valor agregado a esta

miel conservando sus propiedades bioactivas y valores nutritivos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar las condiciones 6ptimas para la obtencion de un producto en polvo

de miel de abeja Melipona beecheii por secado por aspersion.

4.2 Objetivos especificos

Obtener miel polvo mediante deshidratacion por aspersion a diferentes
condiciones de temperatura del aire de entrada y de contenido de

maltodextrina

Determinar algunos parametros fisicos y quimicos de la miel en polvo tales
como rendimiento, contenido de humedad, retencion de compuestos volatiles,
densidad aparente, higroscopicidad, tiempo de solubilidad e
hidroximetilfurfural (HMF).

Determinar y validar las condiciones Optimas para la obtencién de miel de
abeja Melipona beecheii en polvo, a través del andlisis estadistico de

superficie de respuesta de los resultados obtenidos.

Determinar la actividad antioxidante in vitro de la miel liquida y la miel en

polvo.

Determinar la actividad antimicrobiana de la miel liquida y en la miel en polvo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia de trabajo

El estudio consisti6 en optimizar las condiciones de un proceso de
deshidratacion mediantes aspersion, considerando el rendimiento, humedad,
retencion de volatiles, tiempo de solubilidad, higroscopicidad, densidad aparente y
HMF como criterios de la optimizacion, y en evaluar las principales propiedades y
caracteristicas de la miel en polvo que se obtuvo bajo las condiciones 6ptimas de
deshidratacion que se encontraron. En la figura 5 se plasma la estrategia general del

trabajo.

Muestra de miel
Melipona beecheii

Analisis fisicoquimicos Analisis biologicos

Secado por aspersion * Actividad antioxidante
* Actividad antimicrobiana

*  Humedad
* Actividad invertasa
Azlcares reductores

* HMF
. pH
* Conductividad eléctrica Miel microencapsulada
* Color T P
* Compuestos volatiles Condiciones optimas
Analisis fisicoquimicos 1
1 Miel microencapsulada
* Humedad 1
% HME: Anélisis biolégicos
* Higroscopicidad
+  Solubilidad |
* Densidad aparente
+ Compuestos volatiles * Actividad antioxidante

* Actividad antimicrobiana

Figura 5. Diagrama de flujo de la estrategia general del trabajo.
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Para la realizacibn de este trabajo se emplearon muestras de miel
procedentes de Calkini municipio del estado de Campeche, todas las mieles fueron
recolectadas de meliponarios identificados para asegurar la autenticidad y
procedencia entomoldgica de la miel. Las muestras de miel fueron homogeneizadas
y almacenadas a 6 °C en envases herméticamente cerrados hasta su posterior

analisis.

A las muestras de miel de melipona se les realizd estudios fisicos y quimicos
de, humedad, actividad de la enzima invertasa, conductividad eléctrica, azucares

reductores, HMF, color, pH y compuestos volatiles.

El proceso de secado por aspersion de la miel, se realiz6 utilizando una
solucion de miel con maltodextrina y agua, la cual se mantuvo en agitacion constante
con la ayuda de un agitador magnético, para asegurar la homogeneidad de la

solucién antes de ser pasado al equipo de secado para la obtencién de los polvos.

Las variables de respuesta utilizados fueron rendimiento, humedad, retencion
de volatiles, tiempo de solubilidad, higroscopicidad, densidad aparente e
hidroximetilfurfural HMF.

5.2 Analisis fisicos y quimicos de la miel de abeja Melipona beecheii

5.2.1 Humedad

Se determiné de acuerdo al procedimiento sugerido por la norma mexicana
(NMX-F-036-1997 NORMEX) a través de la medicién directa de sélidos solubles
(indice de refraccién) con un refractbmetro digital con referencia a la tabla de

Chataway.

5.2.2 Actividad invertasa

Se determin6 de acuerdo al método propuesto por la Comision Europea de la Miel
(Bogdanov et al., 2009), se usé 1 g de miel y 5 mL de buffer, este método emplea el

uso de p-nitrofenilo-a-D-glucopiranosido la cual es usado como sustrato para la
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determinacion del numero de sacarosa en la miel se divide en glucosa y p-nitrofenol
por la accion de la a-glucosidasa (invertasa) que se encuentra en la miel. Una vez
llevada a cabo la reaccion, mediante el ajuste del valor de pH a 9.5, la reaccion
enzimatica se detiene y al mismo tiempo el p-nitrofenol se transforma en el anién
nitrofenolato, el cual corresponde a la cantidad de sustrato convertido y se determina

fotométricamente a 400 nm.

5.2.3 Determinacion de azlicares reductores

Se llevé a cabo esta determinacion siguiendo el método sugerido por la norma
APIDIOLOGIE (Bogdanov et al, 1997) y AOAC (2006), el cual es una modificacién
del procedimiento descrito por Lane y Eynon (Dierksmeier, 2005), que consiste en
reducir la solucién de Fehling titulando contra una solucion de los azuUcares

reductores de la miel, utilizando azul de metileno como indicador interno.

5.2.4 Hidroximetilfurfural (HMF)

Se utilizé el método de la AOAC (2000), basado en el método de White (1979).
Para ello se realizd un tratamiento de la muestra de miel (1 g) con los reactivos de
Carrez y posterior lectura de la absorbancia a 284 y 336 nm, con un
espectrofotometro Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies, Malasia). Las
determinaciones se realizaron por triplicado y se usé como blanco la muestra tratada
con una disolucion de bisulfito so6dico que destruye la absorbancia debida al
hidroximetilfurfural (Frias y Hardisson, 1992).

5.2.5 pH

Se llevo a cabo midiendo directamente el potencial de hidrégeno de la miel con
un medidor del pH. Se tom6 10 g de muestra en 50 mL de agua destilada en un
potenciometro Hanna Instruments pH211 (Woonsocket, RI, EE.UU.) (AOAC, 2003).

5.2.6 °Brix

Los grados °Brix se midié utilizando un refractdmetro digital calibrado.
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5.2.7 Color

El color se determind de acuerdo a la escala Pfund (Fell, 1978) utilizando un
colorimetro Hanna Honey Color 221 (Woonsocket, Rhode Island, EE.UU.). Este

equipo se calibré con glicerina y las lecturas de color fueron realizadas a 635 nm.

5.2.8 Determinacion de los componentes volatiles

La determinacion de los componentes volatiles en la miel y el polvo se realizo
con el utilizé el método estandarizado por Cuevas (2007) por HS-SPME con una fibra
DVB/CAR/PDMS. Para cada miel se utilizaron 6 g de miel en viales de 15 mL con
1.2 g de NaCl, 2.4 mL de agua destilada y agitacion magnética. Los analisis se
llevaron a cabo en un Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrémetro de
Masas. La extraccion se hizo a 60 °C durante 40 min. Al finalizar el tiempo la fibra es
retirada e insertada en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo. La desorcidn se hizo
durante 4 min en modo splitless a 280 °C, con un inserto de 0.75 mm D.l. en el
inyector. La separacion de los compuestos volatiles fue realizada en una columna
cromatografica RTX-5 (Restek Corp., Norwalk, EE.UU.) de 30 m x 0.25 mm y 0.25
pMm de espesor de fase estacionaria. El programa de temperaturas de la columna fue
el siguiente: inicio a 50 °C durante 4 min, posteriormente se incrementd hasta 250 °C

a una velocidad de 4 °C/min, manteniendo la temperatura final por 8 min.

5.3 Actividad antioxidante
5.3.1 ABTS

Se utiliz6 el método ABTS [2,2"azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico)]
de acuerdo al método de Re et al. (1999) y adaptado por Yang et al. (2009) en
microplacas. Primeramente se prepard una solucién del radical libre ABTS™ (Sigma,
St. Louis, MO, EE.UU.) (7 pmoles) con persulfato de potasio (2.45 pmoles), se
mezclaron ambos reactivos y dejaron reposar por 16 h en oscuridad. La absorbancia
a 740 nm de la solucion ABTS™ se ajusté a 0.7 £ 0.02, por dilucion con etanol al 20

%. Para el analisis se prepararon diluciones de la miel con etanol al 20 % de 0 a 2.5
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g/mL. Para cada dilucion se colocaron en una microplaca 25 uL de miel en cada pozo
y 175 uL de ABTS™. La absorbancia de cada muestra fue medida en un lector de
microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se hizo una
curva patron del antioxidante Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido
carboxilico (Aldrich Chemical, St Lois MO, EE.UU.) con etanol al 20 %, en un
intervalo de 0 a 0.35 mM. Los ensayos fueron realizados por triplicado y expresados

como umol TE/ 100 g de miel.

5.3.2 DPPH

Se empled6 el método descrito por Williams et al. (1995). Para la formacion del radical
libre DPPH" (Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) se prepar6 una solucion al 0.1 mM con
metanol, la cual se mantuvo en oscuridad total por 30 min hasta su estabilizacion.
Para el andlisis de la muestra se prepar6 una solucibn madre de 10 g/mL con
metanol al 20 %. Se evaluaron diferentes concentraciones de la miel (0 a 4 g/mL). La
capacidad de captacion del radical DPPH* se determiné al agregar 25 yL de miel en
cada pozo de una microplaca y 175 pL de DPPH'. La absorbancia de cada muestra
fue medida a 540 nm en un lector de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE.UU). Se realiz6 una curva con Trolox a diferentes concentraciones
(0 a 0.2 mg/mL).

5.4 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de la miel se determin6 a través de la técnica de
difusibn en disco descrita por Schwalbe et al. (2007). Empleando 5 cepas

bacterianas (2 gram positivas y 3 gram negativas):

Gram positivas
= Staphylococcus aureus ATCC25923
= Enterococcus faecalis ATCC 29212

Gram negativas
= Escherichia coli ATCC 25922
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» Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
» Vibrio choleare ATCC

5.4.1 Metodologia difusién en disco

Preparacion de medio LB

Se diluyé 8.75 g de agar LB en 250 mL de agua destilada, se clarificd y
esterilizé en un autoclave. El medio se vertié en cajas de Petri de 25 mL las cuales

se guardaron a temperatura de refrigeracion hasta su utilizacion.
Preparacién de medio MH (Mueller Hinton)

Se diluyé 9.5 g de agar MH en 250 mL de agua destilada, se clarifico y
esterilizd en un autoclave. El medio se vertié en cajas de Petri de 25 mL las cuales

se guardaron a temperatura de refrigeracién hasta su utilizacion.
Preparacion del indculo

Se seleccionaron de 3 a 5 colonias aisladas con la misma morfologia de un
mismo medio de cultivo. Con la ayuda de un asa de platino esterilizado se
transfirieron las colonias a un tubo con 1.7 mL de solucion salina para obtener una
suspension aproximada de 1x108 UCF, lo cual fue corroborado leyendo a 600 nm en
un espectrofotometro y tomando como blanco la solucién salina. La cantidad de
indculo utilizada fue de 1x10% UFC por lo que se ajusté la soluciéon tomando 990 L

de solucion salina 'y 10 pL de la bacteria en un tubo de 1.7 mL nuevo y estéril.
Inoculacion de las placas

Un vez realizado el ajuste de la turbidez del in6culo, con ayuda de un hisopo
de algodon estéril se obtuvo de la suspension (agitando bien para asegurar la
impregnacion de la bacteria en el algodon) una muestra, la cual se transfirio a una
placa con agar Mueller Hinton deslizando el hisopo sobre la superficie. Este
procedimiento se repitié rotando la placa dos o mas veces. Las cubiertas de las
placas se dejaron entreabiertas por un lapso de 3 a 5 min con la finalidad de que la
humedad de la superficie desaparezca antes de colocar los discos. Se dispusieron
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los discos sobre la superficie del agar seca y se presionaron levemente para fijarlos,
una vez fijados los discos se procedié a dispersar sobre ellos las soluciones de miel
(40 pL) y antobiotico kamanicina (control, 20uL). Las placas se invertieron y
depositaron en una incubadora a 37 °C por 12 horas, cuidando que el tiempo

después de aplicados los discos no haya sido mayor a 15 minutos.
Lectura de las placas

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, cada placa fue examinada y
medidos los didmetros de los halos de inhibicion la placa Petri se mantuvo a una

distancia de pocos centimetros sobre un fondo negro no reflejante.

5.5 Secado de la miel (Microencapsulacion)
5.5.1 Preparacion de la solucion de miel

Con base a resultados de experimentos preliminares, la miel se mezclé con
agua para evitar la obstruccion causada por la naturaleza altamente viscosa de la
miel. Se le afiadié maltodextrina 10 ED a tres concentraciones diferentes: 50%, 60%
y 70%.

5.5.2 secado por aspersién

El secado de las soluciones de miel con maltodextrina se realiz6 en un equipo
para investigacion de secado por aspersion Lab-Plant SD-05 (Chelmsford, Essex,
UK) utilizando una boquilla de aspersion de 0.5 mm de didmetro. Los parametros
utilizados para el funcionamiento del equipo fueron: temperatura de aire de entrada
(110, 130y 150 °C) y contenido de maltodextrina (50, 60 y 70 %). La temperatura de
salida de los tratamientos en el equipo fluctué de 75 a 80 °C. La preparacion de la
muestra se realizé mezclando 500 g de solucién de miel para cada tratamiento (miel,
agua y matodextrina). La alimentacion al equipo de secado se realizé6 mediante una
bomba peristélticaa a un flujo de 0.52 L/h manteniendo la solucion en agitacion
continua a una temperatura de 20 °C y utilizando un caudal de flujo de aire de 63 m?

/h. El flujo de entrada del aire de secado, flujo de alimentacion y la temperatura de
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alimentacion se mantuvieron constantes a lo largo de los tratamientos realizados en

los experimentos.

5.5.3 Anadlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental factorial (3%) de tres niveles y dos factores:
temperatura de entrada y contenido de maltodextrina. Se llevaron a cabo 12
tratamientos, las variables de respuesta fueron: rendimiento, humedad, retencion de
volatiles, densidad aparente, higroscopicidad, tiempo de solubilidad y HMF. El
analisis de superficie de respuesta tuvo como objetivo final determinar las
condiciones Optimas del proceso para obtener una miel en polvo de alta calidad, para
lo cual, se empled el software Design-Expert version 8 (Statease Inc., Minneapolis,
MN).

5.6 Andlisis de miel microencapsulada

5.6.1 Humedad

Se determind mediante desecacidon en una termobalanza. Las condiciones a
utilizadas fueron: 1 g de la muestra en polvo, temperatura de 110 °C, durante 15
minutos en una balanza electronico de humedad CRODE.

5.6.2 HMF

Se determiné de la misma forma que la miel liquida, reconstituyendo 1.9 g de miel
microencapsulada y tomando 1 mL de agua.

5.6.3 Higroscopicidad

Se tomo 1 g de polvo de miel y se colocé en un desecador a 25 °C, con una solucion
saturada de NaCl (75,29 % RH). Pasado 48 h, la muestra se peso y la
higroscopicidad se calcul6 como la humedad adsorbida en 100 g de sélidos secos
(9/100 g) (Tonon et al., 2008).
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5.6.4 Solubilidad

Se determind a partir de 1 g de muestra de polvo con 25 mL de agua destilada a 25
°C. La mezcla se agité en un vaso de precipitado de 50 mL con agitacion magnética
a 890 rpm y con una barra de agitacion de 2 mm x 7 mm. El resultado se registré por

el tiempo requerido para disolver completamente a la muestra (Goula et al., 2010).

5.6.5 Densidad aparente

Se determin6 usando un cilindro graduado mediante la determinacion del volumen
ocupado por 1 g de polvo utilizando una probeta de 10 mL (Goula et al., 2010). Se
calculd como el cociente entre el peso y el volumen, expresando el resultado en
g/mL.

5.6.6 Determinacién de los componentes volatiles

La determinacion de los compuestos volatiles se realizé con las mismas condiciones
utilizadas en la miel liquida. Empleando 3.75 g de miel, 3.5 mL de agua destilada y
0.5 g de NaCl, en viales de 15 mL con tapa rosca y membrana de silicona.

5.6.7 Actividad antioxidante

Se realiz6 mediante el método ABTS empelando la misma metodologia de la miel
liquida, se utilizando 1.75 g del polvo en 1 mL de agua, realizando una referencia.
5.6.8 Actividad antimicrobiana del polvo

La actividad antimicrobiana de la miel en polvo se determind a través de la
técnica de dilucién en agar descrita por Boorn et al. (2010). Se emplearon 2 cepas
bacterianas: La prueba se realizdé con las dos cepas con las que se obtuvo mejor
resultado de inhibicién con la miel liquida.

Gram positiva

» Staphylococcus aureus ATCC25923
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Gram negativa

=  Escherichia coli ATCC 25922

Método dilucién en agar

Preparacién de medio MH enriquecido con miel en polvo de abeja sin aguijon

El medio de cultivo MH se prepard diluyendo 76 g de agar Mueller Hinton
(DIFCO, USA) en 20 mL de agua destilada estéril. La solucién se clarificé y esterilizo
en un autoclave y seguidamente y antes de que gelifique, se afiadié 3 g de miel en
polvo de abeja sin aguijon para posteriormente trasvasarlo a cajas Petri de 10 mL,

las cuales se guardaron a temperatura de refrigeracion hasta su utilizacion.
Preparacién del in6culo

Se tomaron muestras de los microorganismos en un ambiente estéril con un
asa de platino esterilizado (2 a 3) de colonias aisladas crecidas en agar las cuales
fueron transferidas a un tubo (1.7 mL) que contenia 1.0 mL de solucion salina. La
solucién resultante contenia aproximadamente 1x108 UFC la cual se ajustdé a 1x10°

UFC mezclando 990 uL de la solucién salina con 10 L de la bacteria de interes.
Inoculacion de las placas

Con la ayuda de una punta de micropipeta de 1 mL previamente esterilizada
se realizaron perforaciones al medio de cultivo enriquecido con el agente
antimicrobiano, por cada placa se realizaron dos pocillos (2mm aproximado), a los

cuales se les agreg6 20uL del inoculo.

Las cubiertas de las cajas de petri se dejaron entre abiertas por un lapso de 3
a 5 min para permitir que el medio de cultivo secara. Seguidamente las placas fueron
cerradas, invertidas y colocandas en una incubadora a 37°C por 12 horas. Al término
del tiempo de incubacion se observaron las placas y midieron los halos de

crecimiento de la bacteria.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de calidad fisicas y quimicas de la miel liquida de Melipona
beecheii

En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas estudiadas de
la miel de liquida de abeja Melipona beecheii. Debido a que no existe una norma
sobre la calidad de la miel de abejas sin aguijon, estos resultados fueron comparados
con los obtenidos por algunos autores que han investigado y reportado algunos
parametros fisicos y quimicos de miel de abejas sin aguijén. Asi mismo se hizo la
comparacioén con los parametros fisicos y quimicos de la norma mexicana para
abejas con aguijon A. mellifera. El contenido de humedad (25.6 %) fue mayor con
respecto a la norma mexicana para mieles de A. mellifera pero similares a los
reportados por Ibafiez et al. (2008) (25.0 %) para la miel de abeja melipona de El

Salvador y Lira, en el 2009, (23.2 %) para miel de abeja melipona de Yucatan.

Tabla 4. Valores obtenidos del analisis fisico y quimico de la miel liquida

Actividad Azucares Conductividad Color
. Humedad . HMF .. Compuestos
Estadisticos % invertasa reductores me/k pH eléctrica mm volatiles
0 V] % 8/%e mS/cm pfund
. 110
Promedio 25.6 58.0 67.0 31.64 3.5 0.75 . 29
(Ambar)

El contenido de azucares reductores (67.0 %) fue muy similar al obtenido por
Lira (2009) (67.8 %) e lbafiez et al. (2008) quien reporté una concentracion de 75.63
% la cual probablemente se deba a que la miel proviene de un origen geografico
diferente por lo que es un poco mayor a la obtenida para M. beecheii de Yucatan.

El HMF presentd un resultado de 31.64 mg/kg, el cual es mayor al valor

establecido por la norma mexicana de miel de A. mellifera. Lira (2009) report6é para
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M. beecheii un valor de 18.0 el cual fue mas bajo a lo obtenido y dentro de la norma
mexicana para A. mellifera. El resultado obtenido probablemente se deba a la
antigiiedad de la miel, ya que estas colmenas fueron cosechadas después de dos
afios de permanecer intactas y se sabe que esta sustancia se produce por el calor y

el tiempo.

Con respecto al pH, el valor obtenido (3.5) fue similar a los reportados por
Fonte et al. (2013) para mieles de Cuba (3.6) y Lira (2009) para mieles de Yucatan
(3.1).

Ibafiez et al. (2008) reportaron para conductividad eléctrica un valor de
0.00541 mS/cm el cual difiri6 con el obtenido en este estudio para la miel analizada
(0.75 mS/cm). Este parametro generalmente esta relacionado con el contenido de

minerales en la miel, el cual esta directamente relacionado con el origen geogréfico.

El color de la miel se midi6 a través de un colorimetro estandarizado para
mieles del cual se obtuvo un valor de 110 mm en la escala Pfund, que corresponde a
un color tipificado &mbar. Para las mieles de Matanza, Cuba, Fonte et al. (2013)
reportaron un color ambar extraclaro y por su lado Lira (2009), para la miel de

Yucatan, un color ambar claro.

Con el analisis cromatografico del perfil de compuestos volatiles, se logré
separar e identificar 29 compuestos (Tabla 5) presentes en la miel de abeja
melipona. Lira (2009), reporto un total de 42 compuestos en mieles de M. beecheii de
Yucatan. En la Figura 6 se presenta el cromatograma obtenido de este analisis en la

miel de M. beecheii.

38



RESULTADOS

Tabla 5. Compuestos volatiles presentes en la miel de abeja Melipona beecheii

No. COMPUESTO IR
1 acetaldehido 528
2 acido acético 645
3 tolueno 773
4 acido isopentanoico 836
5 acido 2-metilbutanoico 885
6 benzaldehido 960
7 mirceno 991
8 octanal 999
9 acido hexanoico 1000
10 limoneno 1029
11 1,8-cineol 1031
12 fenilacetaldehido 1042
13 cis-oxido de linalol (Furanoide) 1073
14 isoterpinoleno 1088
15 nonanal 1101
16 isoforona 1121
17 fenilacetonitrilo 1142
18 4-oxo-isoforona 1145
19 1-Dodeceno 1190
20 acetato de 1-feniletilo 1194
21 hidrato de cis-sabineno 1221
22 p-anisaldehido 1250
23 acetato de trans-myrtanilo 1382
24 dodecanal 1409
25 hidroxitolueno butilado (BHT) 1516
26 ftalato de dietilo ( plastificante) 1593
27 salicilato de hexilo 1675
28 salicilato de 2-etilhexilo 1807
29 1-Octadecanol 2078
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Figura 6. Cromatograma representativo del perfil de volatiles de la miel de abeja

Melipona beecheii.
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6.2 Determinacion de la actividad antimicrobiana mediante difusién en disco

La determinacion de la actividad antimicrobiana por medio de la técnica de
difusion en disco, solo fue posible con la miel liquida de abeja melipona, cuya accion
inhibitoria logro detener en cierto grado el crecimiento de las bacterias

Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis estudiadas (Figura 7).

a) b)

Figura 7. Actividad antimicrobiana contra S. aureus, en donde el antibidtico es
kanamicina y los distintos porcentajes de miel (a). Actividad antimicrobiana contra E.
faecalis, en donde el antibiético es kanamicina al igual que los distintos porcentajes

de miel empleados (b).

Para S. aureus (Figura 7a) la accion inhibitoria de la miel comenz6 con una
concentracion del 20 % con la cual se alcanzé el primer halo de inhibicién y a medida
gue se aumento el porcentaje de miel, aumentd en consecuencia el halo de inhibicién
del patégeno. Sin embargo, ninguna concentracion de miel superd el efecto de
inhibicion (diametro del halo) del control (kanamicina 10 mg). Por su parte, al
experimentar con E. faecalis (Figura 7b) la actividad inhibitoria de la miel fue dificil de
observar debido a que este microrganismo es traslucido aunque se pudo observar
halos incipientes de inhibicion. Sin embargo, estos halos no llegaron a superar el

halo de inhibicion del agente de control. De estas bacterias Gram positivas
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estudiadas, la bacteria Enterococcus faecalis fue la que presentd mayor resistencia a
la miel de melipona. Tal vez: la miel tuvo menor efecto en la bacteria Enterococcus

faecalis.

Figura 8. Actividad antimicrobiana contra tres bacterias Gram Negativas: V. cholerae
(a), P. aeruginosa (b) y E. coli (c). El control utilizado fue kanamicina y se probaron

distintos porcentajes de miel.
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Con respecto a las bacterias Gram negativas estudiadas se observo una cierta
inhibicién en el crecimiento por efecto de la miel de melipona. Sin embargo, la
bacteria E. coli (Figura 8c) solo mostré afectacion a concentraciones arriba del 20 %.

La inhibicion del crecimiento de los microorganismos, se observo a través de
la formacion de un halo alrededor del posillo de aplicacion del antimicrobiano. La
concentracion mas baja utilizada de la miel fue del 20% con la cual se aprecié la
aparicion de un pequefo halo que fue en aumento a medida que la concentracion de
la miel se incremento. Este comportamiento se observo con V. Cholerae (Figura 8a),
P. aeruginosa (Figura 8b) la cual fue la que presenté mayor susceptibilidad a la miel
y E. coli (Figura 8c) la mas resistente. Al igual que con las bacterias Gram positivas,
el porcentaje de miel utilizado en las bacterias Gram negativas tuvo un efecto menor

que el antibiético empleado como control (kanamicina, 10 mg).

En la Figura 9 se hace una comparacion de los valores de los diametros de
inhibicion de cada una de las cepas bacterianas evaluadas. Se denota la mayor
inhibicion en la cepa Staphylococcus aureus con un diametro alcanzado de 1.5 cm la
cual fue la mas suceptible al efecto de la miel. Por su parte, E. faecalis fue la mas
resistente al efecto de la miel con el menor halo de inhibicion medido de 0.7 cm. El
control utilizado en las cepas formé un halo de inhibicion mayor a los halos formados
con todas las concentraciones de miel utilizadas, inclusive las mas altas, no se
experimentd con mayores concentraciones debido a la consistencia densa y viscosa

de la miel.
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TAMANO DE HALOS DE INHIBICION

—_—
—

b

Miel 80 % Miel 60% Miel 40% Antibiotico

PORCENTAIJE DE MIEL
> S. aureus ™ E. faecalis ¥ V.cholerae ™ E.coli ™ P.aeruginosa

Figura 9. Comparacion del tamafio los halos de inhibicion de cada bacteria.

El efecto de la miel de abejas sin aguijon en la inhibicién del crecimiento de
algunas cepas de microorganismos patdgenos ha sido reportado anteriormente. Ese
es el caso de Dardén y Enriquez (2008) quienes reportaron que la miel de abeja
Melipona beecheii, a un porcentaje de miel del 5%, posee actividad antimicrobiana
frente a patégenos tales como E. coli, P. aeruginosa, y S. Aureus. Con la miel de
Scaptotrigona pectoralis se requiri6 una concentracibn de 5% para inhibir el

crecimiento de E. coliy de 2.5%.para inhibir P. aeruginosa y S. aureus.

Chan-Rodriguez et al. (2012) reportaron actividad antimicrobiana de miel de
abeja Melipona beecheii frente a patbgenos como S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,
pero no sobre E. faecalis, logrando halos de inhibicibn mayores con esta miel que
con las mieles de Apis mellifera.

Por su parte Zamora et al. (2011), analizaron la actividad antimicrobiana de 30
muestras de miel diferentes concentraciones (100%, 75%, 50%, 25% y 12.5%) de
abejas sin aguijon provenientes de diversas zonas geograficas de Costa Rica y

observaron que la mayoria de las muestras ejercieron una actividad inhibitoria

43



RESULTADOS

cuando utilizaron miel pura (100%) sobre los patdgenos S. aureus y S. epidermidis. A
concentraciones del 25% se logré un efecto inhibitorio contra los patégenos S.

aureus, S. epidermidis, E. coli.

En otro estudio Gomes Tenorio et al. (2015), analizaron 17 muestras de miel
de dos especies de abejas sin aguijon por medio del método de difusion en disco. Un
total de 5 muestras fueron de la especies Melipona subnitida y 12 de la especie
Melipona fasciculata. En los resultados se observé como las muestras de miel de M.
fasciculata no ejercieron actividad antimicrobiana en ninguno de los patdégenos
evaluados (S. aureus, E. coli y P. Aeruginosa). Sin embargo, la miel de M. subnitida
logr6 formar halos de inhibicibn bacteriostatico en todos ellos, los diametros
observados para S. aureus fue de 29.3 a 32.6 mm, para E. colide 12.0 a 27.3 mmy
para P. aeruginosa de 14.3 a 21.3 mm, lo cual demuestra que la miel de las abejas

sin aguijon tiene un importante efecto antimicrobiano.
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6.3 Andlisis de los polvos obtenidos de miel de abeja Melipona beecheii

En la Tabla 6 se muestran los resultados de las mieles en polvo de M.
beecheii obtenidas a través del disefio experimental 32. Estos resultados se
procesaron estadisticamente por medio del analisis de superficie de respuesta para

determinar las condiciones Optimas del secado.

Tabla 6. Datos experimentales para el analisis de superficie de respuesta del efecto

de las condiciones de procesamiento en la calidad de la miel en polvo de M. beecheii

Temp. Retencién
Nimero  del aire Maltodextrina Rendimiento Humedad de T|em;')(.) de Higroscopicidad Densidad HMF
del de R solubilidad aparente
. % % % volatiles g/100 g mg/kg
tratamiento entrada o s g/mL
. %
C
1 110 50 22.6 6.93 46 348 22.9 0.5311 52
2 110 60 25.2 6.30 52 444 20.0 0.5094 50
3 110 70 24.2 6.00 59 551 16.8 0.4580 56
4 130 50 25.2 6.06 55 279 23.1 0.5035 58
5 130 60 29.8 5.99 59 339 19.4 0.4770 46
6 130 70 34.2 5.67 68 358 19.6 0.4660 45
7 150 50 33.2 5.00 62 203 20.0 0.4570 69
8 150 60 39.6 4,95 70 228 19.8 0.4782 59
9 150 70 45.9 4.85 81 278 19.7 0.4412 53
10 130 60 29.3 6.0 61 347 19.6 0.4743 68
11 130 60 29.0 5.94 63 328 20.0 0.4697 61
12 130 60 29.5 5.87 63 338 19.7 0.4891 63

En la primera columna de la Tabla 6 se muestran las temperaturas del aire de
entrada del equipo: 110, 130, 150 °C, estas temperaturas fueron de acuerdo con el
porcentaje de maltodextrina utilizado: 50, 60, 70 %, respectivamente.

El rendimiento fue una de variables importantes que se consideraron para la
optimizacién del proceso. Se pudo observar que el rendimiento del polvo de miel

dependio directamente tanto de la temperatura como del contenido de maltodextrina.
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El rendimiento fue en aumento con relacién a la temperatura. EI mayor rendimiento

fue de 45.9 % a la temperatura de 150 °C y porcentaje de 70 % de maltodextrina.

La humedad de la miel en polvo obtenida varié desde 6.93 % hasta 4.85 %. La
humedad varié en proporcion inversa temperatura y el porcentaje de maltodextrina
(MD) empleados. Los valores mas bajos de humedad se obtuvieron a 150 °C y 70 %
de maltodextrina.

Con respecto a la retencion de volatiles se observd que a mayor temperatura
de entrada de aire la retencion de los compuestos volatiles fue mayor. A
temperaturas bajas se observé una pérdida mayor, debido posiblemente al secado
lento de las microcapsulas lo cual permitio la pérdida de compuestos volatiles. Las
temperaturas altas permitieron secar con mayor rapidez las microcapsulas logrando

asi conservar un mayor numero de compuestos volatiles.

El indice de solubilidad del producto aumentd en funcién del incremento de la
relacion de las concentraciones de maltodextrina y temperatura de entrada del aire
caliente, con el tratamiento 7 se obtuvo un tiempo de solubilidad menor, de 203

segundos a una concentracién de MD al 50 % y una temperatura de 150°C.

La higroscopicidad es una propiedad reolégica importante de los productos en
polvo debido a que a menor higroscopicidad se tendrd menor capacidad de
absorcion de humedad, lo cual permitira conservar su forma la forma de polvo y
extender su vida util. La relacién temperatura/MD de 110°C y 70% disminuyeron la

higroscopicidad del producto de miel en polvo a 16.8 g/100 g.

Se observé que la densidad aparente aumentd ligeramente al incrementar la
proporcion de agente encapsulante (MD) y la temperatura. A 70% de MD y 150 °C se
obtuvo un resultado de 0.4412 g/mL, lo cual es deseable para el envasado, ya que a
mayor densidad aparente se requieren envases mas pequefios para contener la

misma cantidad.
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Se sabe que la exposicion prolongada de la miel a altas temperaturas provoca
un aumento en el contenido de hidroximetilfurfural (HMF), lo cual es poco deseable
en el producto final, por lo cual se consider6 al HMF como una variable de respuesta
importante en la optimizacion. Se observo que cuando se incrementd la relacion
Temperatura/Maltodextrina 150°C y 50%, el contenido del HMF aumentd (69 mg/kg
de miel en polvo) al doble de HMF de la miel liquida.

Es importante considerar y recalcar que la miel utilizada en este estudio, de
acuerdo a la experiencia y cometarios de los meliponicultores, estuvo almacenada en
las colmenas por un espacio de dos afios. Es muy probable que los valores elevados
de HMF registrados se hayan debido esta causa. En una miel reciente (nueva) sin
gue haya estado expuesta a un proceso térmico, los resultados de este parametro

generalemte son bajos.

47



RESULTADOS

6.4 Andlisis de superficie de respuesta

Para el proceso de optimizacion del secado se procedioé asignar un criterio a
cada pardmetro del proceso (variable de respuesta) del secado (Tabla 7). El criterio
asignado a cada una de las variables se hizo en funcion de las consideraciones

mencionadas en la seccidn 4.3, las cuales se enuncian a continuacion

Se consideré al rendimiento como maximo debido a que este refleja el
porcentaje del material obtenido (microcapsulas) respecto a la cantidad de material
(material activo mas agente encapsulante) utilizado. Se trata de un pardmetro

econémicamente importante debido al costo de los materiales.

La retencion de volatiles es un aspecto importante considerado durante el
proceso de secado debido a que su méaxima retencién le conferira presencia y

durabilidad al aroma y sabor caracteristico del producto obtenido.

El contenido de humedad es uno de los principales indicadores de calidad, el
cual se consideré minimo ya que valores altos de humedad afectan la estabilidad y
apariencia del producto (aglomeracién) durante la vida de anaquel (Reineccius,
2004).

El tiempo de solubilidad es otro de los atributos de calidad de los productos en
polvo. Se busca que la solubilidad del producto se realice en el menor tiempo y sin

aglomeraciones para lograr una solubilidad casi instantanea.

Es necesario que la higroscopicidad sea la minima posible para no afectar la
vida de anaquel del producto ya que la capacidad de absorcién de la humedad del
medio ambiente podria causar el endurecimiento del producto o una consistencia

viscosa.

La densidad aparente es importante para las operaciones de embalaje y
transporte, este parametro considera el volumen que ocupa el producto
microencapsulado por lo que se debe mantener una maxima densidad para ocupar

un volumen minimo.
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El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) es uno de los principales
indicadores de envejecimiento y calidad de los productos con alto contenido de
azucares. Este parametro indica si un producto, como la miel, ha sido expuesto a
altas temperaturas o ha estado almacenado largo tiempo. El proceso de secado por
aspersion se realiza a través de un proceso térmico por lo cual el criterio considerado

para esta variable de respuesta fue minimo.

Tabla 7. Criterios asignados para cada variable de respuesta

VARIABLES CRITERIOS
Temperatura Maximo

Maltodextrina En el rango
Rendimiento Méaximo
Retencion de volatiles Maximo
Humedad Minimo
Tiempo de solubilidad Minimo
Higroscopicidad Minimo
Densidad aparente Maximo
HMF Minimo

Con los datos y criterios anteriores se llevé a cabo el analisis estadistico a
través de un programa computacional estadistico (Design expert versién 8) con el
que se obtuvo las condiciones 6ptimas para la obtencion de los polvos y el gréafico
optimizado de superficie de respuesta (Figura 10). Las mejores condiciones
obtenidas en la optimizaciéon fueron: temperatura del aire de entrada, 150 °C;
contenido de maltodextrina, 68%. A estas condiciones, el rendimiento fue 45%, el
contenido de humedad 4.9%, la retencion de volatiles 77%, el tiempo de solubilidad
255 sy el contenido de hidroximetilfurfural (HMF) 52 mg/kg.
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Figura 10. Grafico de superficie de respuesta.

6.5 Microfotografia del polvo de miel de abeja melipona

El polvo de la miel de M. beecheii (Figura 11) obtenido con los pardmetros

optimizados, fue analizado por m

icroscopia electrénica de barrido, se observé la

predominancia y amplia distribucién de particulas con formas uniformes (lisas con

superficies intactas).

Figura 11. Microfotografia del polvo de miel de abeja melipona obtenido por secado

por aspersion.
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6.6 Determinacién de la actividad antimicrobiana de la miel en polvo

La determinacion de la actividad antimicrobiana de la miel en polvo se realizé
por medio del método de dilucion en agar. Se empled una concentracion de 3 g/mL
de polvo de miel en medio de cultivo de agar (fue el limite maximo al cual se pudo
diluir el polvo). Sin embargo, la dilucibn empleada fue insuficiente para inhibir el
crecimiento de las dos bacterias empleadas: Staphylococcus aureus (Figura 12a) y

Escherichia coli (Figura 12b).

Figura 12. Comportamiento de S. Aureus (a) y E. coli (b) crecidas en agar

enriquecido con miel en polvo.

En las Figuras 12a y 12b, se puede observar el desarrollo de las colonias de
ambas bacterias. La nula inhibiicién se debi6 probablemente, ademas de la dilucién,
al tratamiento térmico al cual fue sometida la miel, ya que a temperaturas elevadas
los componentes bioactivos se descomponen y pierden sus actividades biolégicas.
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6.7 Actividad antioxidante de la miel liquida y miel en polvo

Tabla 8. Actividad antioxidante de la miel de M. beecheii

ABTS DPPH
(umoles ET/100g) (umoles ET/100g)
MIEL LIQUIDA 31.53+£0.4388 3.75+0.0350
MIEL EN POLVO 38.79+2.35 ND
REFERENCIA 32.51+£0.8503 ND

* ND = No determinado * Referencia = Miel, Maltodextrina y Agua

Se determing la actividad antioxidante de muestras de miel liquida y miel miel
en polvo con los métodos DPPH y ABTS. La actividad antioxidante de la miel liquida
(Tabla 8) realizada con el método ABTS fue de 31.53 + 0.4388 (umoles ET/100g
miel) y de 3.75 + 0.0350 (umoles ET/100g miel) con el método DPPH.

Se encontré que aunque es la misma muestra analizada para la determinacion
de la actividad antioxidante entre métodos empleados existe una diferencia,

mostrando la mayor actividad obtenida con el método de ABTS.

Para el caso de la miel en polvo la actividad antioxidante fue de 38.79 = 2.35
(umoles ET/100g miel) con el método ABTS. Este resultado fue comparado con una
referencia preparada con miel, maltodextrina y agua en proporciones similares a la
contenida en el polvo, el valor obtenido fue de 32.51 + 0.8503 (umoles ET/100g miel).
El resultado obtenido con la referencia aunque ligeramente menor fue similar al de la
miel en polvo, al parecer el tratamiento térmico controlado produjo un ligero aumento
de la actividad antioxidante del polvo, debido posiblemente a la accién de los
compuestos formados por la reaccion de Maillard en el calentamiento durante

proceso de secado (Antony et al., 2006).

Con el método DPPH no fue posible determinar la actividad antioxidante del
polvo de miel ya que las microcapsulas no se diluyeron y ya que este es un método

colorimétrico, la precipitacion de los solidos impidiieron la lectura apropiada.
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Se han realizado algunos trabajos de la actividad antioxidante con miel de
abejas sin aguijon (Meliponas) tal como menciona Gutiérrez et al., (2008), quienes
determinaron la actividad antioxidante de 6 muestra de la miel de dos especies de
abejas sin aguijon, 4 muestras de Melipona beecheii y 2 de Melipona solani. Las
actividades halladas por estos fueron: 87.38 + 12.92 (umoles ET/100 g miel M.
beecheii) y 39.07 £ 10.52 (umoles ET/100 g miel M. solani), expresados en pmoles

equivalentes a trolox en 100 g de miel.

Otros autores, como Vit et al., (2012), determinaron la actividad antioxidante
de 13 muestras de miel de abeja Melipona favosa procedentes de la Peninsula de
Paraguana en Venezuela, dichos autores reportaron actividades antioxidantes que
variaron de 45.91 a 227.92 (umoles ET/100g miel) con un promedio de 118.37 *
50.67 (umoles ET/100g miel).

No se ha reportado un concenso con respecto a un valor de la actividad
antioxidante de la miel de abeja sin aguijén, el cual depende en gran medida del
origen floral, geografico y entomoldgico de la miel. Los valores obtenidos en este
trabajo estuvieron dentro del rango reportado. Otro factor que puede afectar este
resultado es la manipulacion (temperatura) y el almacenamiento (Beretta et al., 2005;
Saxena et al., 2010).

Con el fin de encontrar la fuente que genera la actividad antioxidante de esta
miel, se han reportado estudios del contenido de algunos constituyentes de la miel
con posible potencial antioxidante, de los cuales se destacan los compuestos
fendlicos. La cantidad y contenido de estos compuestos varian significativamente
dependiendo del origen floral y geografico de la miel (Gheldof et al., 2002; Ferreira et
al., 2009).

Hay autores que reportan que el aumentar la temperatura de miel provoca que
algunos parametros fisicos y quimicos como el HMF aumenten o disminuya como la
actividad de la diastasa (Codex Alimentarius, 2001). Pero también aumenta la

actividad antioxidante de la miel (Turkmen et al., 2006). Aunque no se ha logrado
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identificar los compuestos que aumentan la bioactividad de la miel sometida a un
calentamiento, estos se han asociado con productos de la reaccién de Maillard
(Antony et al., 2006).
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7. CONCLUSIONES

Los resultados de los analisis fisicos y quimicos realizados a la miel liquida de
abeja sin aguijén M. beecheii fueron: humedad 25.6%, actividad invertasa 58.0 Ul,
azucares reductores 67.0%, HMF 31.64 mg/kg, pH 3.5, conductividad eléctrica 0.75
mS/cm, color 110 mm pfund (Ambar) y compuestos volatiles, 29.

La actividad antimicrobiana de la miel liquida de abeja melipona por medio de
la técnica de difusion en disco mostré una efectividad de inhibicién del crecimiento
frente a los microrganismos evaluados a concentraciones de miel de 20% 40% 60%
y 80%.

Los analisis reoldgicos de los polvos secos sirvieron para el analisis
estadistico de superficie de respuesta, el cual permitid elucidar las condiciones
optimas del proceso de secado: temperatura del aire de entrada de 150 °C y
contenido de maltodextrina de 68%. A estas condiciones, el rendimiento fue 45%, el
contenido de humedad 4.9%, la retencion de volatiles 77%, el tiempo de solubilidad
255 sy el contenido de hidroximetilfurfural (HMF) 52 mg/kg.

El analisis antimicrobiano de la miel en polvo por medio de la técnica de
dilucion en agar comprob6 que la cantidad utilizada de miel en polvo no fue suficiente
para inhibir el crecimiento de patégenos.

La actividad antioxidante de la miel liquida fue mayor con el método ABTS
31.53 *+ 0.4388 (umoles ET/100g miel) que con el método DPPH 3.75 + 0.0350
(umoles ET/100g miel).

La actividad antioxidante de la miel en polvo (38.79 + 2.35 pumoles ET/100g
miel) fue mayor que la actividad de la miel liquida (31.53 + 0.4388 pmoles ET/100g

miel).
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