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RESUMEN

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion del grupo SAGID (Seguridad
Alimentaria Grupo de Investigacion y Desarrollo) titulado, “ASEGURAMIENTO DE LA
CALIDAD, TRATAMENTO TERMICO Y OZONIZACION DE MIELES DE ABEJA DE LA
ASOPROACH PARA DESARROLLO DE ELABORADOS Y POSICIONAMIENTO EN EL
MERCADO. La investigacion tuvo como objetivo realizar un estudio de afectacion térmica de la
miel de abeja mediante una metodologia alternativa, monitoreando la degradacién de vitamina C,
hidroximetilfurfural (HMF) y nimero de diastasa (ND). El estudio se realizd con miel genuina de
un apicultor de ASOPROACH (Asociacién de Produccion Apicola de Chimborazo). Se disefid
una metodologia experimental de tratamiento térmico para 300 mL de miel a cuatro temperaturas
y tres tiempos cada una: 30, 60, 80 y 90 °C a 15, 30 y 60 minutos. Luego de cada tratamiento
térmico se analizo la concentracion de HMF y ND. Los resultados del analisis mostraron que el
mejor tratamiento corresponde a una temperatura de 30 °C por 15 minutos. Para el andlisis de la
concentracion de vitamina C por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se repitio el
mejor tratamiento térmico por seis veces, observandose que la vitamina C y todos los parametros
fisico-quimicos establecidos en la norma NTE INEN 1572 se mantenian en una concentracion
estable. Los resultados experimentales fueron corroborados con un andlisis de varianza (SPSS
v21). Se socializ6 a los apicultores de ASOPROACH sobre la parte experimental de los
tratamientos térmicos y la propuesta alternativa artesanal. Se concluyé que el calor afecta
negativamente los pardmetros normados a medida que se incrementa la temperatura y la duracion
del tratamiento térmico. Cuando amerite aplicarse calor a la miel de abeja, puede utilizarse la

metodologia disefiada con un cumplimiento estricto de las condiciones detalladas en la misma.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, ~<PROCESAMIENTO DE ALIMENTOS>,
<TRATAMIENTO TERMICO>, <HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)>, <NUMERO DE
DIASTASA (ND)>, <VITAMINA C> <CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC)>.
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SUMMARY

This work is part of the research project of the group Food Safety Research and
Development Group (SAGID) entitled, "QUALITY ASSURANCE, THERMAL
TREATMENT AND OZONIZATION OF HONEY BEE FROM “ASOPROACH”
FOR THE DEVELOPMENT OF PRODUCTS AND POSITIONING IN THE
MARKET. The objective of the research was to carry out a study on the thermal
affectation of honey by an alternative methodology, monitoring the degradation of
vitamin C, hydroxymethylfurfural (HMF) and diastaze number (ND). The study was
carried out with genuine honey from a beekeeper of the Apicultural Production
Association of Chimborazo (ASOPROACH). An experimental heat treatment
methodology was designed for 300 ml of honey at four temperatures and three times
each: 30, 60, 80 and 90 °C at 15, 30 and 60 minutes. After each heat treatment, the
concentration of HMF and ND was analyzed. The results of the analysis showed that
the best treatment corresponds to a temperature of 30°C for 15 minutes. For the analysis
of the concentration of vitamin C by high-performance liquid chromatography (HPLC),
the best heat treatment was repeated six times, observing that vitamin C and all the
physico-chemical parameters established in the NTE INEN 1572 standard were
maintained in a stable concentration. The experimental results were corroborated with
an analysis of variance (SPSS v21). The beekeepers of ASOPROACH were told about
the experimental part of the thermal treatments and the alternative proposal. It was
concluded that the heat negatively affects the regulated parameters as the temperature
and the duration of the thermal treatment increase. When it is necessary to apply heat
to honey, the methodology designed with strict compliance with the conditions detailed

there can be used.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <FOOD PROCESSING>, <THERMAL
TREATMENT> <HYDROXYMETHYLFURFURAL (HMF)> <NUMBER OF DIASTAZE
(ND)>, <VITAMIN C> <HIGH RESOLUTION LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)>
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INTRODUCCION

El presente tema de trabajo de titulacion “ESTUDIO DE LA AFECTACION TERMICA DE LA
MIEL DE ABEJA EN UNA METODOLOGIA ALTERNATIVA, MONITOREANDO LA
DEGRADACION DE VITAMINA C, HIDROXIMETILFURFURAL Y NUMERO DE
DIASTASA”, es parte del proyecto “ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD, TRATAMIENTO
TERMICO Y OZONIZACION DE MIELES DE ABEJA DE LA ASOCIACION DE
PRODUCCION APICOLA DE CHIMBORAZO (ASOPROACH) PARA DESARROLLO DE
ELABORADOS Y POSICIONAMIENTO EN EL MERCADO” desarrollado en el grupo
SAGID (Seguridad Alimentaria Grupo de Investigacion y Desarrollo) de la Escuela de
Bioguimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias y que esta bajo un acuerdo interinstitucional
entre el grupo SAGID, ASOPROACH y la FACULTAD DE CIENCIAS el mismo que fue
presentado al Instituto de Investigacién (IDI) de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
La miel de abeja es un producto muy consumido, sea como endulzante de bebidas 0 como materia
prima para la elaboracion de otros productos. Muchos consumidores relacionan una miel liquida
con calidad, rechazando aquellas mieles cristalizadas, razon por la que varios apicultores hoy en
dia tienden a calentar la miel a altas temperaturas. Otro motivo por el cual el apicultor recurre al
calor, es para obtener una miel homogénea cuando se ven en la necesidad de mezclar mieles de
diferentes colmenas o apiarios, generando pérdida de las propiedades nativas de la miel, debido a
que el calor altera el color, sabor, aroma y propiedades fisico-quimicas.

La presente investigacion se pretende con caracter de opcional dotar una metodologia de
tratamiento térmico para la miel de abeja, utilizando materiales estandarizados y aplicando cuatro
temperaturas a tres tiempos diferentes. El grado de afectacion térmica de la miel se valora a través
del analisis de parametros indicativos del sobrecalentamiento, como son: hidroximetilfurfural
(HMF) y nimero de diastasa (ND). La temperatura y el tiempo que generen el cumplimiento de
las especificaciones de la norma NTE INEN 1572 seran considerados como las variables del
mejor tratamiento térmico para miel de abeja. La miel sometida al mejor tratamiento térmico
encontrado sera valorara en todos los parametros establecidos en la normativa, como también en

el comportamiento relacionado con la concentracion de vitamina C, mediante HPLC.

Con el disefio de la metodologia de tratamiento térmico experimental y la propuesta alternativa
artesanal que garantiza genuinidad de la miel, se contribuird a los apicultores y en especial a la
Asociacion de Produccion Apicola de Chimborazo (ASOPROACH), sin que signifique

promocionar el tratamiento térmico de la miel de abeja.



Esta investigacion busca precisar los resultados de temperatura y tiempo para el tratamiento

térmico de la miel, asociado a la metodologia propuesta y asegurar la no alteracion de ella,

situacion que no es clara 0 muy expuesta en otras fuentes relacionadas con tratamientos térmicos,

por ejemplo en los que se expresan a continuacion.

En la tesis realizada por Mélida Vargas Barrionuevo en el afio 2006, sobre “El efecto del
tratamiento térmico temporal de la miel de abejas sobre la variacién de su calidad durante el
almacenamiento”, se realiza cuatro tratamientos térmicos de 52, 55y 58 °C, durante 3, 6,9y
12 minutos. En la investigacién no sefiala las condiciones bajo las cuales se realizaron los

tratamientos térmicos. (Vargas, 2006, p.19).

Mario Visquert en su tesis doctoral sobre la “Influencia de las condiciones térmicas en la
calidad de la miel” en el afio 2015, menciona la importancia de la temperatura y el tiempo en
la calidad de la miel, durante su almacenamiento, licuefaccion y pasteurizacion. Los
tratamientos fueron realizados con equipos que no estan al alcance de los apicultores. (Visquert,

2015, p.55).

Un estudio titulado “Evaluacion de indicadores de deterioro de miel de diferentes especies de
abejas”, presentado por Ana Correa en el 2015, realiza dos tratamientos térmicos de
pasteurizacion (65 °C por 15y 21 minutos) y dos tratamientos de tindalizacion (80 °C por 15
y 21 minutos). En la investigacion no se especifica la metodologia aplicada. (Correa, 2015, p.88).

En la Escuela de Bioguimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, no

se han realizado estudios previos sobre la temética por lo cual se tomd el interés de disefiar una

metodologia alternativa de tratamiento térmico aplicado en la miel de abeja, monitoreando los

parametros de calidad establecidos en la norma NTE INEN 1572,



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Realizar el estudio de la afectacion térmica de la miel de abeja en una metodologia alternativa,
monitoreando la degradacién de vitamina C, hidroximetilfurfural (HMF) y nimero diastasa.

Objetivos especificos

1. Seleccionar un proveedor de la Asociacion de Produccion Apicola de Chimborazo que
garantice una miel de abeja genuina, requisito basico del estudio.

2. Disefar una metodologia experimental de tratamiento térmico para un volumen definido de
miel de abeja.

3. Aplicar en la metodologia disefiada cuatro tratamientos térmicos de 30 °C, 60 °C, 80 °C y 90
°C a la miel de abeja por 15, 30 y 60 minutos.

4. Monitorear en los tratamientos experimentales el deterioro de vitamina C y los pardmetros de
HMF, nimero de diastasa, segun Norma INEN 1572.

5. Segun la metodologia planteada definir las variables del tratamiento térmico que permita el
cumplimiento de la norma INEN 1572.

6. Realizar el analisis fisico-quimico y microbioldgico de una sola miel de abeja para comprobar
la metodologia obtenida.

7. Sugerir un equipo alternativo artesanal de tratamiento térmico y socializacion de resultados.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Apicultura

La apicultura es una rama de la zootecnia que se dedica al cuidado de las abejas Apis melifera,
con la finalidad de obtener beneficios econémicos, aprovechando la produccion de miel como
principal producto elaborado por estos insectos, asi como la jalea real, polen, prop6leos y cera.
Sin dejar de lado la actividad de polinizacion como un beneficio indirecto que realizan las abejas
en los cultivos agricolas. Las abejas mas que miel aportan economia, es por ello que el ser humano
aplica todos sus conocimientos, tecnologias y experiencias para obtener un mejor rendimiento de
sus productos. (Scarabino, 2015a, p.54). El ecuador es un pais rico en recursos naturales, con una
diversidad de pisos climaticos y bioldgicos considerandose como fuentes inagotables de néctar,
polen y resinas para la produccion de propoleos, dirigiendo a la apicultura hacia un mayor
desarrollo econémico y social. (Telégrafo, 2016).

1.2 Abeja Apis melifera

Figura 1-1: Abeja Apis melifera recolectando néctar
Fuente: (Farmer, 2018).

Son insectos que viven en colonia, habitan en un panal construida por ellas mismas o por el
hombre para obtener beneficios econdmicos, constituyen la especie con mayor interés en la
apicultura ya que es una de las especies mas productivas y faciles de manejar, se alimentan del

néctar y polen de las plantas, como fuentes de carbohidratos y proteinas. (Scarabino, 2015b, p.56)



Tabla 1-1: Clasificacion taxondmica de la abeja Apis melifera

Orden Himendptero
Familia Apidae
Género Apis
Especie Melifera

Fuente: (Gonzélez et al., 2005, p.29)
Realizado por: Ruiz Danesa, 2018

Las colmenas estan constituidas por tres miembros de la colonia cumpliendo cada miembro una

funcidn especifica.

- La reina: es la encargada de guiar la colmena, ademas es la responsable de perpetuar la
especie.

- Los zénganos: responsables de fecundar a la abeja reina

- Las abejas obreras: responsables de varias actividades, son las encargadas de suministrar
alimentos a las larvas y a la abeja reina; ademas son responsables de elaborar los multiples
productos de la colmena como: miel, jalea real, cera y almacenamiento del polen. (Fernandez,
2002, pp.9-10).

1.2.1 Productos de las abejas

—>PRODUCTOS PRIMARIOS

Figura 2-1: Productos que se obtienen de la colmena
Fuente: (Apaza, 2013a)



- Miel de abeja

La miel es un producto natural fabricado por las abejas a partir de la transformacién de néctares
presentes en las diferentes especies florales, dotandola de propiedades nutritivas e inclusive
terapéuticas, presenta propiedades que la hacen diferente de los demas tipos de mieles, se

caracteriza por tener una alta concentracion de azlcares en su composicion. (Avila, 1980a, pp. 66-67)

- Jaleareal

Es un producto elaborado por las glandulas salivales de las abejas, es considerada una de las
mayores fuentes energeéticas y proteicas constituyendo la principal fuente de alimento de las larvas
en formacion, tiene un aspecto viscoso de coloracion lechosa, es muy apetecida en el mercado
debido a sus propiedades medicinales (combate la anemia), presenta propiedades cosméticas por

su contenido de vitamina E por lo que es utilizada como rejuvenecedor. (Ballesteros y Vésquez, 2007a,
p.74)

Para la obtencion de este producto se necesita invertir econémicamente, debido a que su
produccién requiere de tiempo e insumos, es por ello que el precio en el mercado también va

acorde a su inversion.(Ballesteros y Vasquez, 2007b, p.75)

Debido a que la produccion de la jalea real no es continua durante el afio, se han realiza estudios
sobre como incrementar su produccion, mediante la implementacion de un suplemento energético

y proteico en la alimentacion de las abejas para mejorar el rendimiento.(Martinez y Ojeda, 2006, p.2)

- Polen

El polen contienen los gametos de las plantas y se encuentran en las anteras de los estambres de
las flores, las abejas recogen el polen en sus patas y alas a lo largo de su travesia en busca de
néctar, depositan parte de este polen en los estambres de otras flores cuando se posan sobre ellas,
contribuyendo de esta manera en la polinizacion. Una vez que la abeja llega a la colmena se posan
en la entrada depositando alli el polen es por ello que los apicultores tienen trampas en la entrada

de la colmena para recoger este producto. (Carpes, 2008a, p.22).

Tiene en su composicion una gran cantidad de proteinas mucho més que la leche, carne, huevos,
también presenta lipidos, aminoéacidos, sales minerales y sustancias polifendlicas con propiedades
antioxidativas mismas que son objeto de estudio para obtener el méximo provecho de este
producto. Es consumido generalmente en batidos, yogurt, ensaladas. (Carpes, 2008b, p.23).
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- Cera

Es secretado por las glandulas ceriparas de las abejas, presentan una consistencia plastica, su
punto de fusion oscila entre los 60 y 65 °C, es de suma importancia la secrecion de esta sustancia
ya que permite construir el panal y sellar los orificios para permitir la maduracion de la miel, esta

compuesta generalmente por lipidos lo cual le permite ser soluble en compuestos orgéanicos. (Vit,
2005a, p.37).

Sus usos son muy variados como por ejemplo: en la cosmética como vehiculo de un preparado
cosmético, es decir en la elaboracién de pomadas, ungiientos, balsamos, etc., también es utilizado

en la fabricacion de velas.(Vit, 2005b, p.38).

- Propdleos

Es una sustancia resinosa obtenida por las abejas de los arboles, tiene maltiples funciones dentro
de la colmena, debido a su propiedad antibacteriana y antimicotica, ayuda a proteger el panal de
microorganismos. Es comercializado como tintura en alcohol para combatir problemas

respiratorios, dermatitis, como desinfectante, cicatrizante, etc. (Vargas et al., 2013, p.705)

1.3 Miel de abeja

El Codex Alimentarius en su norma para la miel CODEX STAN 12-19811, la define como una
“sustancia dulce natural producida por abejas Apis mellifera a partir del néctar de las plantas o de
secreciones de partes vivas de éstas 0 de excreciones de insectos succionadores de plantas que
guedan sobre partes vivas de las mismas y que las abejas recogen, transforman y combinan con
sustancias especificas propias, y depositan, deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que
madure y afieje”. (Maskeliunas, 1981, p.3). La miel es consumida desde la antigliedad no solo por su
gran valor nutricional, sino también por sus propiedades medicinales utilizandola como

ingredientes en varios productos: cosméticos, medicinales, en reposteria, etc. (Ulloa, 20104, p.14).

1.3.1 Formacion de la miel de abeja

La transformacion de néctar a miel pasa por un proceso de concentracion de azucares y reduccion
del contenido de agua de un 70 — 92 % hasta aproximadamente un 17 %. Es un proceso fisico y
quimico en el que la sacarosa se transforma en fructosa y glucosa, mediante la enzima invertasa

gue se encuentra en la saliva de las abejas. (Ulloa, 2010b, p.15).



Una vez que el néctar se encuentra en el buche de la abeja pecoleadora, se mezcla con la invertasa,
la abeja al llegar a la colonia lo traspasa al buche de una obrera almacenista, aumentando la
concentracion de invertasa hasta 20 veces acelerando la inversion de la sacarosa. La temperatura
elevada del interior de la colonia ayuda a la deshidratacién natural del néctar. (Ulloa, 2010c, p.16).

El proceso finaliza cuando la tltima obrera almacenista lo deposita en una celdilla, a un tercio de
su capacidad. En su interior continua el proceso enzimatico y el néctar pierde agua hasta que
madura. Una vez madurada, la obrera afiade el segundo tercio y continla el proceso hasta su total
capacidad. Cuando la miel esta elaborada, la celdilla es operculada. Si las condiciones ambientales
no son las adecuadas (baja temperatura), la miel es trasvasada por una cadena de abejas

almacenistas hasta que queda totalmente elaborada. (Ulloa, 2010d, pp.17-18)

1.3.2 Proceso de extraccion de la miel de abeja

Como primer paso para extraer la miel de abeja es necesario contar con una vestimenta segura y
completa con la finalidad de evitar picaduras de estos insectos, las abejas al sentirse invadidas se
tornan agresivas, algunas personas son alérgicas al veneno por lo que sebe tomar todas las

medidas de precaucion. La vestimenta consta de:

- Overol
- Mascara
- Guantes de cuero

- Botas

Ademas se debe contar con los siguientes materiales: ahumador, cepillo y espétula.



Figura 3-1: Equipo de seguridad para la extraccion de miel de abejas

Fuente: (Apaza, 2013b)

Una vez equipado se procede a humear las colmenas para que las abejas se retiren de las cajas, se

retira los cuadros y con la ayuda de un cepillo o trinche se procede a realizar el desoperculado es

decir se procede a retirar la cera que cubre los orificios donde se encuentra la miel. La extraccion

se puede realizar manualmente o mediante el uso de una centrifuga, el primer método no es muy

recomendado ya que implica tiempo mientras que el segundo es mas eficiente. Finalmente para

obtener una miel libre de impurezas (cera, polen e incluso tierra) se procede a filtrar y envasar en

recipientes de vidrio o plastico para su respectiva comercializacion.
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Figura 4-1: Proceso de produccion y comercializacion de la miel de abeja
Fuente: (Pérez, 2012a).
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1.3.3  Caracteristicas organolépticas de la miel de abeja

Las caracteristicas organolépticas que presenta la miel son las siguientes:

- Consistencia.- la miel recién extraida es ligeramente fluida, esta caracteristica depende del
tiempo de almacenamiento. Transformandose en una masa pastosa, granulada y opaca debido

a la cristalizacién de la glucosa y fructosa cuando es almacenada durante mucho tiempo.
(Avila, 1980b, p.68)

- Color.- generalmente la miel es de color castafio claro 0 ambarino, un color castafio oscuro
es indicativo que la miel es rica en folatos, hierro, vitaminas B; y C, mientras que un color

claro son ricas en vitamina A. (Avila, 1980b, p.68)

- Sabor.- independientemente de la intensidad del color, tiene un sabor dulce debido a su

composicién, también influye la procedencia floral de la miel. (Avila, 1980c, p.69).

1.3.4 Composicién quimica

Los distintos tipos de miel se diferencian entre si segiin su origen botanico y geogréfico, asi como
segun el tipo de elaboracién. El rango de oscilacion natural de sus mas de 180 componentes hace

imposible definir unos valores exactos de composicién. (Avila, 1980d, p.75).

Existen varios factores que determinan la composicién de la miel de abeja como: la especie, la
naturaleza del apiario, el estado fisiolégico de la colmena, el tipo de floracion. Entre los
principales componentes de la miel se encuentran: hidratos de carbono (75 a 80 %) siendo los
principales azucares la glucosa y fructosa, sustancias diversas (1 a 5 %) y el agua en un (20 %),

valores aproximados dependientes de los factores antes mencionados. (Avila, 1980d, p.75)
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Tabla 2-1: Composicion quimica de la miel de abeja

NUTRIENTE CANTIDAD/100 g

Agua 1719
Carbohidratos 8249
Fructosa 3859
Glucosa 3109
Maltosa 7,209
Proteinas, aminodcidos,

vitaminas y minerales 0,509
Energia 304 Kcal
Riboflavina 0,06 mg
Niacina 0,36 mg
Acido pantoténico 0,11 mg
Piridoxina (B6) 0,32 mg
Acido ascorhico 2,2-24mg
Calcio 4,4-9,2mg
Cobre 0,003 -0,10 mg
Hierro 0,06 —-1,5mg
Magnesio 1,2-35mg
Fosforo 1,9-6,3mg
Potasio 13,2 - 16,8 mg
Sodio 0,0-7,6 mg

Fuente: (Balansiya, 2014)
Realizado por: Ruiz Danesa, 2018

1.4 Usos de la miel
A través del tiempo el uso de miel se ha extendido en varias areas y mercados, debido a que

presenta un sin nimero de propiedades que la hacen Gtil. Su produccién se ha incrementado

generando fuentes de empleo e ingreso econdmico para quienes se dedican a la apicultura.

11



Usos o Segmentos para la miel de abeja

Compradores industriales Intermediarios Compradares para uso directo
= Sector medicamentos *  Supermercados * [Familias
=  Sector cosméticos *  Mercados populares *»  Cenftros naturistas
*  Sector alimentario * Tiendas de barmrio *  Salones de belleza
(golosinas, panificadores, = Farmacias * Gimnasios

dulcerias, productores de
refrescos y helados,
chocolates, etc.)

Figura 5-1: Segmentos o mercados en los que se utiliza la miel y sus derivados
Fuente: (Pérez, 2012b)

1.41 Propiedades nutricionales

Debido a su composicion rica en carbohidratos, proteinas, aminoacidos, vitaminas, es muy
consumida en la dieta diaria de las personas, ya sea como edulcorante de bebidas o como aditivo

alimenticio en reposteria, panaderia. (Lavandera, 2011a, p.188)

1.4.2 Propiedades medicinales

La presencia de flavonoides, enzimas (invertasa y diastasa), acido ascérbico le atribuyen
propiedades medicinales a la miel, utilizandola en la fabricacidn de cremas, unglientos para tratar
heridas infectadas por su poder antibacterial; se han realizado estudios sobre la curacion de
heridas con miel de abeja generando resultados favorables que corroboran dicha actividad

antibidtica, debiéndose a la presencia de compuestos fendlicos en su composicidn. (Lavandera,
2011b, p.189)

1.5 Parametros prescritos para miel de abeja

Para el consumo y comercio de miel de abeja genuina es necesario realizar pruebas especificas
que garanticen su calidad con la finalidad de satisfacer las necesidades y seguridad del
consumidor, para ello la norma NTE INEN 1572 redactada a partir del Codigo Alimentario
(CODEX STAN 12-19811), establece las siguientes especificaciones a considerarse para el

control de calidad en mieles de abeja.
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Tabla 3-1: Requisitos fisico-quimicos y microbioldgicos de la miel de abeja.

CLASE METODOS DE

REQUISITOS UNIDADES — S ENSAYO
Contenido de humedad % en masa - 20 INEN 1632
Contenido de azUcares reductores % en masa 65 - INEN 1633
Contenido de sacarosa % en masa - 5 INEN 1633
Contenido de s6lidos insolubles en agua - 0,2 INEN 1635
Acidez libre meq/kg - 50 INEN 1634
NUmero de diastasa - 8 - INEN 1638
Contenido de hidroximetilfurfural mg/kg - 40 INEN 1637
Contenido de cenizas % en masa - 0,5 INEN 1636
Conductividad eléctrica mS/cm - 0,8 Anexo A
Recuento total de hongos y levaduras UPC/g - 1x102 | NTE INEN 1529-10

Fuente: (NTE INEN 1572, 2016.)
Realizado por: Ruiz Danesa, 2018

1.5.1 Parametros fisico-quimicos

1.5.1.1 Humedad

La determinacion del contenido de humedad, es indicativo para conocer el grado de madurez de
la miel al momento de ser cosechada, recomendandose cosechar la miel cuando el 90% del panal
se encuentre operculado, la miel cosechada en esas condiciones presenta entre un 17 y 18 % de

humedad, cumpliéndose la normativa. (Zandamela, 2008a, p.42)

La miel al ser un producto higroscopico, absorbe humedad del medio en el que se almacena, el
exceso de humedad en la miel puede generar fermentaciones e incremento de microorganismos,
para mantener el nivel de humedad dentro de los valores de referencia se recomienda lo siguiente:
cosechar cuando el panal este operculado el 90 %, cosechar en horas de la mafiana con la finalidad
de evitar recolectar el néctar, una vez extraida la miel es aconsejable envasarla y sellarla
herméticamente, ademés mantenerla en ambientes con baja humedad relativa. (zandamela, 2008b,

p.43). Su determinacidn se realiza mediante el uso de un refractémetro.
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1.5.1.2 Azlcares reductores

Parametro Util para determinar caracteristicas fisicas de la miel como por ejemplo: indice de
refraccion, grado de cristalizacion, actividad de agua y con ello su tendencia a fermentar y el
desarrollo de microorganismos. Es considerando como un parametro indicativo de calidad ya que
su concentracion disminuye en procesos de sobrecalentamiento, adulteraciones y en procesos de

extraccion de miel inmadura. (Zandamela, 2008c, p.47).

1.5.1.3 Sacarosa

El contenido de sacarosa en la miel nos permite determinar si existe adulteraciones o
falsificaciones, en la norma estipula una concentracién maxima permitida del 5 %, si existen
cantidades superiores al valor mencionado se presume que a la miel se le incorporé azlcar de

mesa 0 jarabe de azlcar. (zandamela, 2008d, p.36)

1.5.1.4 Acidez libre

El pH de la miel oscila entre un rango de 3,4 y 6,1 dependiendo del tipo de floracion del que
procede la miel, este factor va a depender de la concentracion de acidos que se encuentran en la
miel, siendo el mas representativo el acido glucoronico. EI pH de la miel brinda de cierto modo
proteccion reduciendo la proliferacion de microorganismos que puedan fermentar la miel.

(Zandamela, 2008g, p.38). Se determina mediante el uso de un pH-metro.

1.5.1.5 Hidroximetilfurfural

Es un pardmetro muy importante que determina la calidad de la miel, puesto que es una sustancia
no es propia de la miel, es decir no forma parte de su composicion, se forma a partir de la
degradacion y deshidratacion de la glucosa y principalmente de la fructosa, dicha degradacion
generalmente se produce por procesos de calentamiento de la miel y aumenta mucho mas con el
sobrecalentamiento en los procesos de pasteurizacion y en procesos para evitar la cristalizacion,
su concentracion también va a depender del tiempo y lugar de almacenamiento. Su medicion se

realiza mediante métodos espectrofotométricos. (zandamela, 2008f, p.37)

1.5.1.6 NUmero de diastasa

La diastasa es una enzima aportada por las abejas durante el proceso de maduracion de la miel,

tiene como funcion degradar el almiddn a compuestos menos complejos, de ahi la importancia de
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su concentracion en la composicion de la miel, ademés proporciona caracteristicas tipicas, como
el olor, sabor y color. La diastasa es una enzima muy inestable al calor, razén por lo que es
considerado como un parametro de calidad, puesto que el calentamiento u sobrecalentamiento de
la miel en procesos industriales genera una disminucion muy considerable de la enzima,
generando valores inferiores a lo estipulado en la normativa. Se determina mediante el uso del

espectrofotometro. (Zandamela, 2008g, p.35)

1.5.1.7 Solidos insolubles en agua

El contenido de sélidos insolubles se relaciona con la higiene utilizada durante el proceso de
extraccion y envasado de la miel. Durante los procedimientos antes mencionados es posible que
la miel se contamine con particulas de cera, polen, polvo, tierra, etc., siendo el proceso de

filtracion importante para eliminar dichos residuos.

1.5.1.8 Cenizas

Este pardmetro esté relacionado con la cantidad de sales minerales e impurezas presentes en la

miel de abeja.

1.5.1.9 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica indica la capacidad que tiene la miel de abeja para dejar pasar la
corriente eléctrica a través de ella, la concentracion de sales minerales presentes en la miel aportan
indirectamente a dicha propiedad. Este parametro esta relacionado con el contenido de cenizas a

mayor cantidad de sales minerales mayor sera la conductividad eléctrica. (Zandamela, 2008h, p.34)

1.5.2 Parametros microbiol6gicos

La miel al igual que otros productos de origen natural presenta una flora microbiana propia.
Presenta algunas bacterias y levaduras osmofilas, capaces de sobrevivir en un medio con
condiciones extremas, por ejemplo la miel presenta una baja actividad de agua baja, un pH acido
y la presencia en pequefias cantidades de perdxido de hidrogeno sustancia conocida por su
propiedad antimicrobiana. Aun cuando la miel es considerada como un medio poco probable de
proliferacion de microorganismos, estos pueden desarrollarse por la manipulacion inadecuada y
la escasa higiene aplicada por parte de los apicultores en los procesos de extraccion, envasado y

almacenamiento del producto para lo cual se debe utilizar materiales limpios y desinfectados antes
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de su utilizacion para garantizar la calidad de la miel y por ende la economia del apicultor. (Coll
Cérdenas F et al., 2008a, pp. 30-31).

1.6 Alteraciones mas comunes de la miel

La recoleccion inadecuada, el tratamiento que se aplica durante el procesamiento y la forma de
almacenamiento tanto del apicultor como del consumidor, son factores que influyen en la
alteracion de la miel de abeja generando como consecuencia incumplir los parametros
establecidos en la norma, ademas la miel puede sufrir alteraciones en su color, desarrollar sabores,
olores extrafios y pérdida del valor nutritivo.

Las alteraciones mas frecuentes que puede presentar la miel de abejas son las siguientes:

1.6.1 Fermentaciones

El grado de fermentacién estd determinado por la presencia de levaduras osmdfilas en la miel,
quienes son capaces de desdoblar el azlcar contenido en la miel, en acidos organicos y alcohol
etilico, este Gltimo responsable de la pérdida del sabor y color caracteristico de la miel. (Coll
Cérdenas et al., 2008b, p. 30).La cantidad y especies toleradas de microorganismos presentes en la miel
se determinan en la norma NTE INEN 1572.

1.6.2 Cristalizacion

La cristalizacién es un efecto natural que se produce en la miel de abeja. Existen varios factores
gue aceleran este proceso, como por ejemplo: la cantidad de azlcar y agua presente en la miel, la
temperatura y tiempo de almacenamiento y la presencia de particulas extrafias. (Pérez y Jimeno,

19874, p.5).

La temperatura sin duda es uno de los factores que mas favorece la cristalizacion, a temperaturas
frias, por debajo de los 10 °C disminuye la cristalizacién, mientras que temperaturas moderadas
de entre 10 - 21 °C, generalmente la promueven. Temperaturas de 21 - 27 °C, disminuyen la
cristalizacion pero degrada la miel y temperaturas muy altas sobre los 27 °C previenen la

cristalizacion pero incentivan la fermentacion y degradacion de la miel de abeja. (Pérez y Jimeno,
1987b, p.6).
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1.6.3 Separacion de fases

Debido a la formacidn de cristales de glucosa estos tienden a separarse, precipitando en el fondo

del recipiente, generando un aspecto heterogéneo.

1.7 Calentamiento de la miel

Existen varias razones por las cuales el apicultor y en especial la industria apicola hacen uso de
la temperatura y es que a través del calentamiento se logra obtener una miel méas fluida y
homogénea al momento de su envasado, si el caso amerita mezclar mieles de distinta procedencia,
por lo que el calentamiento permite conseguir una miel agradable a la vista del consumidor.

Ademas retrasa el proceso de cristalizacion.
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1.8 Proceso de envasado a nivel industrial

[ INI::IO ]

Recepcidén ] ) Miel de abeja

]

Lavado y pesaje

!

Retiro de impurezas

]

Toma de muestras

!

Almacenamiento de
materia prima

|

Homogenizado/
calentado

|

Humedad 19%; acidez
40 meg/kg; pH 3,5

Hr <20; T 25°C

T 60°C por 30 min.

Miel con hidroximetilfurfural

40 mg/kg Filtrado ) Cera e impurezas

]

Envasado y pesado

|

Etiquetado

|

Almacenamiento de Toma de muestra final
)

Hr <; T 25°C .
producto terminado

|

Distribuido

N IR I I I RV

Figura 6-1: Diagrama de flujo del proceso de miel de abeja envasada (Toyva Eirl)

Fuente: (Andlisis de peligros y puntos criticos de control TOYVA, 2013)
Realizado por: Ruiz Danesa, 2018
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1.9 Tratamiento térmico

El empleo de tratamientos térmicos en la industria alimentaria tiene como finalidad la
conservacion de alimentos, siendo una de las principales causas para la formacion de sustancias
no propias del alimento dafiinas para la salud denominadas como contaminantes quimicos de
procesado. En el caso de la miel, los parametros influenciados directamente por la temperatura y
el tiempo de calentamiento son: el hidroximetilfurfural y el nimero de diastasa, es asi que una
cantidad superior a 40 mg/kg para hidroximetilfurfural y menos de ocho en la escala de Goethe

para el nimero de diastasa, indican que la miel no se encuentra en buen estado. (Valega, 2005a)

Los azucares de la miel, al igual que otros componentes, se ven afectados negativamente por un
almacenamiento prolongado a temperaturas superiores a 27°C y por un tratamiento térmico
superior a 75°C, en estas condiciones pierde actividad enzimética; disminuye su accién
antibiotica; se reduce el sabor y olor debido a la pérdida de sus compuestos volatiles y, ademas

hay un aumento de hidroximetilfurfural. (Hernandez et al., 2013, p.11).

1.10 Parametros indicativos del sobrecalentamiento

1.10.1 Hidroximetilfurfural

El hidroximetilfurfural (HMF) se forma a partir de la degradacion de los azucares presentes en la
composicién de la miel, en particular por deshidratacion de la fructosa. La presencia de HMF esta
relacionada con alteraciones de color, aparicion de sabores y olores extrafios. Estos factores hacen
que la concentracion del aldehido sea considerado uno de los pardmetros de calidad a tener en

cuenta, concretamente en la miel. (Subovsky et al., 2004a, p.33)

Este compuesto aparece en forma espontanea y natural en la miel debido a las altas temperaturas
del interior de la colmena, al pH acido de la miel, a la cantidad de agua y a la composicién rica
en monosacaridos (fructosa y glucosa), aumentando su concentracion con el tiempo de

almacenamiento. (Subovsky et al., 2004, p.35)

El hidroximetilfurfural es considerado como una sustancia toxica para la salud, existen estudios
experimentales en animales que evidencian accién cancerigena. Sin embargo a nivel industrial a
partir de la deshidratacion de azucares, se utiliza al hidroximetilfurfural para la obtencién de

productos quimicos intermedios renovables como el 2,5-dimetil furano. (Jiménez, 2016a, p. 12)
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Isomerizacién

> H_OH

\‘ Deshidratacidon /
(®]
S

Hidroximetilfurfural

Glucosa Fructosa

2.5 — dimetilfurano

Figura 7-1: Reaccién de deshidratacion de glucosa y fructosa para la formacién

del HMF
Fuente: (Jiménez, 2016b)

1.10.2 NUmero de diastasa

La determinacion de enzimas de la miel esta adquiriendo cada vez mayor importancia como una
forma de valorar su calidad. Una de las enzimas que marca la calidad de la miel es la diastasa,
cuya determinacion es analitica, la enzima es degradada por el calentamiento o envejecimiento

de la miel. (Polaino, 2006, p. 214)

Es una enzima mas sensible al calor que la amilasa de la miel, lo cual constituye una prueba
importante para ver si las mieles han sufrido sobrecalentamiento. Se destruye calentando una
solucién de miel al 50% durante cinco minutos a 100 °C, diez minutos a 80°C, o treinta minutos

a 56°C. (Mazariegos, 2006, p.13).

La diastasa conocida también como a-amilasa, tiene como funcion hidrolizar el almidén a

dextrinas y/o azucar, tal como se observa en el figura 8-1.
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Figura 8-1: Hidrdlisis del almidén por accién de la diastasa
Fuente: (Casallas et al., 2015)

1.10.3 Vitamina C

Vitamina C o acido ascorbico es un nutriente, toma un papel importante en el funcionamiento del
organismo, ayuda en el proceso de la cicatrizacion, fortalece el sistema inmunitario, actia como
antioxidante. Es inestable por lo que se degrada facilmente cuando se someten las frutas y

verduras que la contienen a calentamiento. (Naturimport, 2017a)

La dosis diaria que se debe consumir oscila entre 75 y 90 mg, esta vitamina se encuentra
generalmente en citricos, aunque también se lo encuentra en otros alimentos. La miel de abeja
también contiene cierta cantidad de vitamina C, aproximadamente 0,5 mg por 100 g de miel.
(Naturimport, 2017b)

1.10.3.1 Condiciones de operacion en HPLC

Es necesario establecer las condiciones adecuadas y dptimas que faciliten la determinacion de
vitamina, para ello se debe seleccionar el tipo de columna de acuerdo a las caracteristicas de la
sustancia a analizar. Para las sustancias con un peso molecular menor a 200 como es el caso de la
vitamina C y soluble en agua e idnica se utiliza columnas en modo de fase reversa con silice sin
tratar, este tipo de columnas permite una adecuada retencion de pequefios analitos polares,

altamente sensible. La columna més utilizada es la Hypersil Cis. (Agilent, 2015).

21



CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Tipo y disefio de la investigacion

2.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion realizada es de tipo descriptiva y aplicativa porque se dirige a desarrollar una
metodologia basada en conocimientos y técnicas ya existentes que buscan lograr el objetivo de
determinar la temperatura y el tiempo que haran que la miel de abeja cumpla con la norma NTE
INEN 1572, al determinar indicadores como la concentracion de HMF, nimero de diastasa y
concentracién de vitamina C.

2.1.2 Disefio de la investigacion

El estudio tiene un disefio con pos-prueba y grupo de control.

RG1 X 01
RG2 X 02
RG3 X 03
RG4 X O4
RG5 - 05
R = hay aleatoriedad X = tratamiento
G = grupo de tratamiento O = medicién del tratamiento
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2.2 Operacionalizacion Conceptual

Tabla 1-2: Operacionalizacién conceptual

TIPO DE
VARIABLE VARIABLE CONCEPTO

Valores de temperatura de 30, 60, 80 y 90 °C que fueron
Temperatura Independiente | aplicados a la miel de abeja pura, bajo la metodologia de

tratamiento térmico disefiada.

. . Cada temperatura aplicada a la miel de abeja pura, se realizd

Tiempo Independiente en tiempos de 15, 30 y 60 minutos.
Parametros normados  (norma Los principales parametros normados que se consideraron
NTE INEN 1572) afectados por el | Dependiente son hidroximetilfurfural, nimero de diastasa, vitamina C
tratamiento térmico parametros indicativos del calentamiento.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Fuente: Andlisis de laboratorio

2.3 Operacionalizacién Metodolégica

Tabla 2-2: Operacionalizacion metodolégica

INSTRUMENTQS/
VARIABLE CATEGORIAS INDICADOR TECNICAS FUENTES DE
VERIFICACION
. Equipo: material, -
L?Eﬁ?gggzo?a a(:g volumen, espesor del sCeorll]sr:rucc;?n rg?:euﬁi: Informacién
. gla p recipiente, fuente de 9 bibliografica
aplicar el tratamiento calor programado
Temperatura termico. Volumen de miel Medidor de volumen |  ------
EJecuc_lon d,e .IOS Control de | Baflo Maria con
tratamientos térmicos | Temperatura temperatura termémetro
(30, 60, 80y 90) °C. P
Aplicacién de los Control de tiempo
Tiempo tratamientos térmicos | Tiempo PO 1 Cronsmetro

a 15, 30 y 60 minutos

(15, 30 y 60 min.)

Afectacion de
pardmetros
normados por
efecto del
tratamiento
térmico

Analisis de las mieles
sometidas a los
distintos tratamientos
térmicos, de los
parametros
normados:
hidroximetilfurfural,
nimero de diastasa y
vitamina C

Concentracion de
hidroximetilfurfural

Norma INEN 1572

NTE INEN 1637

Numero de diastasa

Norma INEN 1572

NTE INEN 1638

Concentracion de
vitamina C

Cromatografia liquida
de alta resolucion

Informacion
bibliogréfica

Interpretacion de
resultados obtenidos
en los tratamientos
térmicos.

Resultados

Tratamiento
estadistico

Software estadistico

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Fuente: Andlisis de laboratorio
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2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Materiales de laboratorio

Tabla 3-2: Lista de materiales de laboratorio utilizados.

Analisis Materiales
Vasos de precipitacion de 50 y 100 mL
Agitador
Baldn de aforo de 50 mL
Pipeta volumétrica de 5 mL
Determinacion de hidroximetilfurfural Embudo
Tripode
Papel filtro
Tubos de ensayo
Gradilla
Vasos de precipitacion de 50 mL
Baldn aforado de 25 mL
Determinacion de namero de diastasa Pipetas volumétricas de 5y 10 mL

Tubos de ensayo

Gradilla

Balones de aforo de 50 mL

Vasos de precipitacion de 500 y 50 mL

Viales para HPLC

Determinacion de vitamina C
Filtro

Jeringuilla de 5 mL

Frascos &mbar

Cépsulas de porcelana

Andlisis fisico-quimico
Reverbero
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2.4.2

Crisol de Gosh

Vasos de precipitacion de 250 mL

Agitador

Pinza para capsula

Termoémetro

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
Fuente: Analisis de laboratorio

Equipos

Tabla 4-2: Lista de equipos de laboratorio utilizados.

Analisis

Equipo

Determinacion hidroximetilfurfural

Espectrofotémetro UV-Visible

Determinacion de nimero de diastasa

Bafio Maria

Espectrofotémetro UV-Visible

Determinacion de vitamina C

Bafio Maria

Equipo de filtracion

Bomba de vacio

HPLC

Andlisis fisico-quimico

Estufa

Desecador

Balanza

Bafio Maria

Espectrofotometro

pH-metro

Refractometro

Conductimetro

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Fuente: Analisis de laboratorio
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2.4.3 Reactivos

Tabla 5-2: Lista de reactivos utilizados.

Analisis Reactivo

Ferrocianuro de potasio 15%

Determinacién hidroximetilfurfural Acetato de zinc 30%

Bisulfato de sodio 0,2%

Solucién de yodo 0,0007 N

Acetato de sodio pH 5,3

Determinacion de nimero de diastasa
Cloruro de sodio 0,5 M.

Solucidon de almidon

Solucion de &cido ascorbico 5 ppm

Acido fosférico 0,5 M

Determinacion de vitamina C
Acetonitrilo 50%

Agua bidestilada

Acido acético 0.05 N

Acido clorhidrico 0.05 N

Solucion Fehling Ay B

Azul de metileno 0,2%

Andlisis fisico-quimico Solucion patron de azlcar invertido

Hidréxido de sodio 1 N

Hidroxido de amonio (NHsOH)

Cloruro de bario (BaCl)

Alumbre (K2SO4Al2 (SO4)s. 24H20)

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Fuente: Analisis de laboratorio
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2.5 Localizacion del experimento

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de los siguientes laboratorios

pertenecientes a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

- Laboratorio de Bioquimica
- Laboratorio de Bromatologia
- Laboratorio de Andlisis Instrumental

- Laboratorio de Investigaciones

Ademas se contd con la colaboracién de la Asociacidon de Produccion Apicola de Chimborazo
(ASOPROACH) y el grupo de investigacion SAGID de la ESPOCH.

a. Unidad experimental

El analisis del tratamiento térmico se efectlio en una miel de abeja genuina cosechada el 20 de

marzo del presente afio.

b. Seleccién de muestra

Para asegurar confiabilidad en los resultados sobre la afectacion térmica se considerd importante
trabajar con un solo apicultor que nos asegure una muestra de miel genuina sin tratamientos
previos de ninguna indole, teniendo que administrar la existencia y la obtencion de miel de abeja

segun el tiempo de cosechas con los apicultores.

2.6 Manejo especifico del experimento

El estudio de afectacion térmica se realizd con miel genuina provista de un solo apicultor socio
de ASOPROACH, la afectacion térmica fue observada sobre una metodologia experimental
disefiada de tratamiento térmico, donde se efectud cuatro tratamientos térmicos a temperatura de
30 °C, 60 °C, 80 °C y 90 °C con tiempos de 15, 30 y 60 minutos para cada variacion de
temperatura, a un volumen de 300 mL de miel de abeja genuina, la afectacion térmica se valord
realizando un control de la concentracion de HMF, nimero de diastasa. El objetivo fue determinar
el punto en el que tanto la temperatura y tiempo, con la metodologia experimental de tratamiento
térmico propuesta cumpla las especificaciones normadas en los parametros propuestos para
valorar la afectacion térmica de la miel. Al final se analizd e interpret6 estadisticamente los

resultados obtenidos para comprobar la hipdtesis planteada. Con el valor de temperatura y tiempo
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del mejor tratamiento térmico, se tratd a una sola miel seis veces analizando cada repeticion la
concentracion de vitamina C. El andlisis fisico-quimico y microbioldgico se realiz6 en una sola
muestra de miel tratado con el mejor tratamiento térmico y a temperatura ambiente, para
comprobar el grado de afectacion térmica. Las especificaciones de los parametros mencionados
son los establecidos en la norma INEN 1572. Se redactd y socializé los resultados obtenidos.

2.6.1 Factores en estudio

Tabla 6-2: Descripcion de factores y niveles de estudio.

Factor Descripcion del factor Descripcion del nivel Nivel
15 min. al
A Tiempo 30 min. a2
60 min. a3
30°C b1l
60 °C b2
B Temperatura 80 °C b3
90 °C b4
Control bc”
* bc = temperatura ambiente (aprox. 18 °C)

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
Fuente: Anlisis de laboratorio
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2.6.2  Tratamientos térmicos para miel genuina

La investigacion tiene un disefio experimental A * B con tres repeticiones

Tabla 7-2: Tratamientos experimentales realizados.

Tratamientos AxB 3X4=12 | Tratamientos / repeticion | rl r2
1 albl
2 alb2
3 alb3
4 alb4
5 azbl
6 a2h2
7 a2b3
8 a2b4
9 a3bl
10 a3b2
11 a3b3
12 a3b4
Control bc”
* bc = temperatura ambiente (aprox. 18 °C)

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
Fuente: Andlisis de laboratorio
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Esquema de tratamientos térmicos experimentales e indicadores pertinentes utilizados.

' : " 1

30°C 60°C 80°C 90°C
|
l Y 1 Y Y L I i l i l Y
‘ 15 min H 30 min ” 60 min ‘ ‘ 18 min H 30 min H 0 min ‘ ‘ 15 min H 30} min ‘ | 60 min ” 15 min H 30 min H 60 min ‘
T % r f } f
[ i | o
Analizar
¥ 1
Hidroximetilfurfural Niimero de diastasa
3 ¥
Estadisticamente elegir el

mejor tratamiento térmico

¥

Analizar en una sola muestra los parametros
fisico-quimicos v microbiologicos

Repetirlo 6 veces —

l

Analizar ——| Vitamina C (HPLC)

Figura 1-2: Descripcion de la metodologia realizada

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

2.7 Hipotesis de la investigacion

El tratamiento térmico de la miel de abeja pura afecta los valores normados de la concentracion

de hidroximetilfurfural y nmero de diastasa.
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2.8 Anadlisis estadistico

Los resultados generados en la investigacion se trataron estadisticamente en el software SPSS
v.21 para valorar la diferencia entre medias de los distintos tratamientos y comprobar de esa

manera la hipétesis planteada.

- Se procedié a ingresar los resultados experimentales de las variables consideradas para el
tratamiento térmico, resultados de la concentracion de hidroximetilfurfural y resultados del

ndmero de diastasa:

Archivo Edicidn  Ver Datos Transformar Analizar  Marketing directo  Graficos  Utilidades  Ventana  Ayuda
S EHe W e~ FLEE N 5 B o ® e
14
TEMPERATURA TIEMPO HIDROXIMETILFURFURAL war var var var var var va

1 30 16 4.95

2 30 15 5,01

3 30 15 4,94

4 30 30 5,32

5 30 30 5.37

6 30 30 5.28

7 30 60 6,72

3 30 B0 5,70

£ 30 60 5.71

10 60 16 6,81

11 60 15 5.84

12 60 15 5.82

13 60 30 6.12

14 60 30 6.08

15 60 30 6.09

16 60 60 6.48

7 60 B0 6.45

18 60 60 6.51

19 80 16 6.81

20 80 15 6.89

21 80 15 6.83

22 80 30 .12

23 80 30 7.09

4%

Vista de datos Vista de variables

Figura 2-2: Ingreso de datos para la determinacién de la concentracién de HMF
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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Archivo Ediciﬁr\ Ver Datos  Transformar  Analizar  Marketing directo  Graficos Utilidades Wentana Ayuda
£~ Y * Al
=N - =~ A B %A B Yo% 6
|32
I TEMF‘ERATURA || TIEMPO || DIASTASA ” var ” var || war || war || var H var H var

1 30 15 9.62

2 30 15 9. 45

3 30 15 9.52

4 30 30 8.91

5 30 30 B3.99

6 30 30 8.81

T 30 60 T.AT

8 30 B0 742

i) 30 60 T7.50

10 60 15 7.73

11 60 15 7.79

12 60 15 7.7

13 60 30 B6.51

14 60 30 6,64

15 60 30 6.54

16 60 B0 4.85

7 60 60 4.99

13 60 B0 4.93

k] 80 15 3.45

20 80 15 3.37

21 80 15 3.33

22 80 30 2,93

23 80 30 2,92

El
Vista de datos | Vista de variables ‘

Figura 3-2: Ingreso de datos para la determinacion del nimero de diastasa.
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

- Se procedi6 asignar nombres de variables a los datos ingresados:

Archivo Ed|cmn Ver Dafos Transformar - Analizar — Marketing directo G[a (05 Uidades Ventana Auda

SHAGe v ELIMHHOBSE 00 4

Nomire Too  Anchum Deomales  Etguefa  Velores  Perddos  Colmnas  Almeacion | Medda Rl

TENPERATURA Numénca 8 0 Nogma ~ Nnguia 8 Zloech  #Fxdr ol
-TIEMPO Numéico 6 0 Ngna ~ Ningun Zhwcta  #Beds et
-HIDROXIMET\LFURFURAL Numérico 6 ! Nz~ Nngna & Zhowhe fExdh ot

Figura 4-2: Ingreso de variables de temperatura, tiempo y concentracion de HMF
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Achivo Edcion Ver Daos Trencfomar Analizar Netkefingdirecto Graficos  Uflidades Venfana Ayuda
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Figura 5-2: Ingreso de variables de temperatura, tiempo y nUmero de diastasa.
Realizado por: Ruiz Danesa
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- Se analiz6 los resultados con un modelo lineal general univariante, para comparar la
concentracion de hidroximetilfurfural y nimero de diastasa, como variables dependientes en

relacion a la temperatura y tiempo de los distintos tratamientos experimentales.

- Se seleccion6 un modelo personalizado para factores y covariables. Se ejecuté una prueba

Post hoc, utilizando la prueba de Tukey-b, asumiendo varianzas iguales.

- El procedimiento del analisis descrito anteriormente generd los efectos inter-sujetos,

separadamente para el monitoreo de hidroximetilfurfural y del nimero de diastasa.

2.9 Técnicas utilizadas para valorar la alteracion térmica

2.9.1 Determinacion de hidroximetilfurfural (NTE INEN 1637)

Fundamento:

Detectar mediante espectrofotometria la presencia del aldehido hidroximetilfurfural (HMF) en la
miel de abeja, mismo que se forma de la degradacion de glucosa y fructosa.

Parametro indicativo del sobrecalentamiento y frescura de la miel, su andlisis es Util para

determinar el grado de calentamiento y el tiempo de almacenamiento.

Procedimiento:

- Disolver 5 g de miel con 25 mL de agua.

- Trasvasar a un balén aforado de 50 mL.

- Adicionar 0,5 mL de ferrocianuro de potasio y 0,5 mL de acetato de sodio con agitacion en
cada adicion.

- Aforar y filtrar desechando los primeros 10 mL.

- Colocar 5 mL de la solucién de miel en dos tubos de ensayo, a un tubo agregar 5 mL de agua
(muestra), al segundo tubo agregar 5 mL de bisulfito de potasio (referencia).

- Medir la absorbancia en un espectrofotometro UV-Visible tanto el tubo de la muestra como

el de referencia a una longitud de onda de 284 y 336 nm respectivamente.
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Caélculo:

El contenido de hidroximetilfurfural se determina mediante la siguiente formula:

(Azgs — Assze) * 14,97 % 5

hidroximetil L (HMF) 100g de miel =
mg hidroximetilfurfural ( ) 100g de mie g muestra

Donde:
A284 = absorbancia de la muestra a 284 nm.
A336 = absorbancia de la muestra a 336 nm.

Factor = 14,97

2.9.2  Numero de diastasa (NTE INEN 1638)

Fundamento:

Se basa en la decoloracién que sufre el almidén en presencia de esta enzima. La solucion de
almidén se adiciona a la muestra de miel, produciéndose la hidrélisis enzimatica, que se determina
por el agregado de solucion de yodo, el que produce coloracion con el remanente de almidén no

hidrolizado.

Su andlisis sirve para evidenciar el nivel de sobrecalentamiento de la miel de abeja.

Procedimiento:

- Pesar 5 g de miel de abeja y disolver en 10 mL de agua.

- Adicionar 2,5 mL de solucion tampon (pH 5,3).

- Agitar y trasvasar a un bal6n aforado de 25 mL que contiene 1,5 mL de NaCl 0,05 M.

- Colocar en un vaso de precipitacién 10 mL de la solucién de miel y en otro vaso 5 mL de
solucion de almidon.

- Colocar los dos vasos en Bafio Maria a 40 °C por 15 minutos.

- Transcurrido el tiempo mezclar la solucion de almidon en la solucion de miel, tomar el tiempo
a partir de ese momento.

- Luego de 5 minutos tomar 1 mL de la solucion y colocar en un tubo con 10 mL de solucion

diluida de yodo.
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- Realizar la dilucién con agua y medir la absorbancia a 660 nm, repetir el proceso cada 5

minutos, hasta obtener una absorbancia menor a 0,235.

Calculo:

Leer el tiempo de reaccion correspondiente a la absorbancia de 0,235 y luego aplicar la siguiente

ecuacion:
300
ND = —
t
Doénde:
ND = Numero de diastasa; este nimero expresa la actividad de la diastasa en ml de solucién

de almiddn al 1 por ciento hidrolizada por la enzima contenida en 1 g de miel, en una hora, a
40°C.

t = tiempo de reaccion correspondiente a la absorbancia de 0,235, en minutos.

2.9.3 VitaminaC

Fundamento:

Mediante el uso del equipo de HPLC, determinar la concentracion existente de vitamina C en
miel de abeja genuina y miel tratada térmicamente en una muestra tratada experimentalmente.
Util para determinar la concentracion de Vitamina C en la miel de abeja.

Para el andlisis se utiliz6 el equipo de HPLC marca SHIMADZU (Inyector automatico: SIL-
10A/10Ai; Sistema controlador: SCL-10A vp; Cromatdgrafo liquido: LC-10Ai; Programador de

bomba: FCV-10AL vp; Columna oven: CTU-10A vp; Detector UV-Visible: SPP-10AVi). En las

siguientes condiciones de operacion.
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Tabla 8-2: Condiciones de operacién para la cuantificacion de vitamina C

Fase mévil Acido fosférico 0,05 M
Fase estacionaria Hypersil C1s 5 um 120 A° (4,6 * 150 nm)
Vol. inyeccién 10 uL
Longitud de onda 2,59 nm
Temperatura 30°C
Flujo 1 mL/min.
AUSF 0,00010
D Lamp.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
Fuente: Analisis de laboratorio de Investigaciones. ESPOCH. 2018

Debido a la poca cantidad de vitamina C que contiene la miel de abeja (0,5 mg/100 g), no se pudo
efectuar la lectura en el equipo, motivo por el que se realiz6 una investigacion direccionada,
adicionando experimentalmente a una muestra de miel genuina una cantidad conocida de la
vitamina C (1,5 mg/mL), con la finalidad de estimar el nivel de degradacion de la concentracion

de vitamina C real, cuando la miel es sometida al mejor tratamiento térmico obtenido.

Procedimiento

Preparar las siguientes soluciones:

- Acido fosférico 0,05 M (colocar 3,4 mL en 1000 mL de agua bi-destilada)

- Solucién patrén de acido ascérbico (vitamina C) de 5ppm (pesar 0,075 g de acido ascérbico
y disolver en 50 mL de acido fosférico 0,05 M

- Solucidn de acetonitrilo 50% (para limpiar la columna)

Preparacion de la muestra de miel

Miel de abeja sin tratamiento térmico

- Adicionar a 300 mL de miel, 1 mL solucion patrén de acido ascérbico (vitamina C) y

homogenizar.
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- Disolver en &cido fosférico 5 g de muestra y aforar a un volumen de 50 mL con el mismo
acido fosforico.

- Finalmente se realizar la lectura en el HPLC.

Miel de abeja tratada térmicamente

- Agregar 1 mL de la solucion patrén de acido ascorbico (vitamina C) a 300 mL de miel de
abeja.

- Mezclar y someter la muestra a 30 °C por 15 minutos.

- Disolver 5 g de la muestra en acido fosférico 0,05 M y aforar en un balén de 50 mL.

- Finalmente efectuar la lectura en el cromatografo.

Calculo

El célculo de la concentracion de vitamina C en la miel de abeja se efectué mediante la siguiente

formula:
Ast  Csr S = Csr * Ay
ST _ ST y = ——— ¥
AM CM AST

Donde:

Asr = éarea del pico de la solucion estandar

Am = areadel pico de la muestra

Cst = concentracion de la solucidn estandar

Cm = concentracion de la muestra

2.10  Técnicas adjuntas para el complemento de analisis de miel

- Contenido de Humedad (NTE INEN 1632)

- Contenido de Azlcares reductores totales (NTE INEN 1633)
- Sacarosa Aparente (NTE INEN 1633)

- Acidez Total (NTE INEN 1634)

- Contenido de cenizas (NTE INEN 1636)

- Solidos insolubles (NTE INEN 1635)

- Conductividad Eléctrica (NTE INEN 1572)

- Mohos y levaduras (NTE INEN 1529)

37



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Miel genuina de abeja para el estudio

El trabajo experimental de la investigacidon se desarrolld con aproximadamente 6 litros de miel de
abeja cosechada tres dias antes de la entrega por parte de un apicultor de la asociacién de
ASOPROACH, para asegurar una misma miel en las distintas repeticiones.

3.2 Disefio de la metodologia experimental para el tratamiento térmico.

3.2.1 Equipo experimental disefiado para tratamientos térmicos

El equipo para los tratamientos térmicos a nivel de laboratorio consta de: un Bafio Maria
termostatico, un Erlenmeyer de 500 mL con especificaciones definidas (tabla 1-3 y 2-3), y
unificadas para todos los tratamientos térmicos realizados en la investigacion y que deben ser
obligatorias en el caso de ser necesario replicar el estudio. EI Erlenmeyer debera estar sumergido
en el bafio Maria sostenida por la pinza del soporte universal, el cual llevara la miel en la cantidad
y forma que se indica en el procedimiento descrito (3.2.2). Se debe disponer de un termémetro
mavil para medir la temperatura que se controlara segun el procedimiento, el esquema de equipo
se observa a continuacion. Se debe indicar que a partir de los resultados de temperatura y tiempo
obtenidos experimentalmente en este equipo se utilizaron para el equipo domestico propuesto,

con los cuidados anotados en el procedimiento correspondiente (3.8.1).

Figura 1-3: Equipo experimental de tratamiento térmico

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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Tabla 1-3: Especificaciones del bafio Maria termostatico utilizado.

ESPECIFICACION

MEDIDA

Marca YCW-04M GEMMY
Capacidad de agua 11 litros
Volumen de agua utilizada 5 litros
Temperatura minima que marca el equipo 25°C
Temperatura maxima que marca el equipo 100 °C

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Fuente: Analisis de laboratorio

Tabla 2-3: Especificaciones del Erlenmeyer utilizado experimentalmente.

ESPECIFICACION

DIMENSIONES

Marca JNS (borosilicate GG-17)
Volumen 500 mL
Espesor 0,22 mm
Diametro externo de la base 10,14 cm
Angulo de base 80 °

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

Fuente: Analisis de laboratorio

3.2.2 Propuesta de la metodologia experimental disefiada para el tratamiento térmico.

Para el tratamiento térmico se debié usar el equipo experimental disefiado (figura 1-3).

Procedimiento:

1. Colocar 5 litros de agua destilada (o la cantidad adecuada) en el equipo de Bafio Maria

termostatico y regular la temperatura deseada de tratamiento térmico programado.
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2. Anadir 300 mL de miel de abeja en el Erlenmeyer, tapar con papel aluminio (obligatorio) y

luego sujetar con la pinza universal al soporte.

3. Cuando el agua del bafio Maria haya alcanzado la temperatura deseada de tratamiento
térmico, introducir el Erlenmeyer con miel, es “obligatorio” que el nivel del agua del bafio
exterior este al mismo nivel de la miel contenida en el Erlenmeyer.

Con la ayuda de un termémetro medir la temperatura de la miel, una vez que la miel alcanza
la temperatura del bafio externo (obligatorio), corre el inicio del tiempo de tratamiento

térmico.
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Boton de encendido/apagado

Regulador de temperatura

- Pinza universal
Papel aluminio

Termémetro Soporte universal

Termémetro mévil
Erlenmeyer

Bafio Maria

Debe existir una distancia prudencial entre la base del Erlenmeyer y la base del equipo bafio Maria

(obligatorio el no contacto con el fondo del bafio).

3.3 Resultado de los tratamientos térmicos experimentales y sus indicadores.

Una vez disefiada la metodologia, se procedio6 a realizar los tratamientos térmicos programados
para la miel de abeja (factores y niveles de la tabla 3-2) y el respectivo analisis de la concentracion
de hidroximetilfurfural y nimero de diastasa, pardmetros indicativos de sobrecalentamiento en la

miel.

3.3.1 Resultados promedios de la determinacion de concentracién de hidroximetilfurfural

(HMF) de los tratamientos térmicos.

Tabla 3-3: Concentracion promedio de hidroximetilfurfural en la miel de abeja sometida a los

diferentes tratamientos térmicos.

Valor de referencia HMF: hasta 40 mg/kg (INEN 1572)
CONTROL (Miel a temperatura ambiente): 4,72 mg/kg
T°/Tiempo 15 minutos 30 minutos 60 minutos
30°C 4,97 5,32 571
60 °C 5,82 6,09 6,48
80°C 6,84 7,09 7,67
90°C 7,83 8,06 8,53

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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Uno de los problemas que enfrenta el apicultor al momento de comercializar la miel, es su rapida
cristalizacion, recurriendo a calentarla a temperaturas altas para mantenerla en estado liquido, el
someter la miel al calor afecta negativamente las propiedades nativas, alterando principalmente
la concentracion de los parametros indicativos de sobrecalentamiento como lo son el
hidroximetilfurfural y nimero de diastasa. La formacion de hidroximetilfurfural se debe a la
degradacion de carbohidratos, en el caso de la miel se debe por la descomposicion y
deshidratacion de glucosa y fructosa cuando es sometida a calentamiento, razén por lo que es
considerado como un factor fundamental para establecer la calidad de la miel. (Subovsky et al., 2004a,
p-33)

En la tabla 3-3, se observa que todos los valores para el hidroximetilfurfural se encuentran dentro
del valor de referencia (40 mg/kg), establecido en la norma INEN 1572, su concentracion tiende
a incrementar a medida que se aplica a la miel mayor temperatura y mas aun a tiempos
prolongados. El hidroximetilfurfural no es una sustancia propia de la miel sin embargo la muestra
control (miel a temperatura ambiente) presenté una concentracion de 4,72 mg/k, este valor puede
deberse a que la miel fue cosechada a una temperatura ambiente de 18 a 20 °C, se sabe también

gue la temperatura en los panales puede alcanzar los 35 °C.

Concentracion de HMF en los tratamientos térmicos

9 y = 0,0007x2 - 0,0395x + 6,2505
8,5 R2=10,9998
8 .
75
G .
S 65
S
LL 6 ‘
= 55 [ e g e y = 0,0007x2 - 0,0362x + 5,4494
5 60 Min. | g eessreeseest™™ R2=0,9951
45 15 min.
4
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

® HMF (15 min.) HMF (30 min.)
HMF (60 min.) — eeeeeees Polindmica (HMF (15 min.))
Polinémica (HMF (30 min.)) Polinémica (HMF (60 min.))

Gréfico 1-3: Comparacion de la concentracion de hidroximetilfurfural entre los diferentes

tratamientos térmicos.

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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Un estudio realizado por Ana Correa sobre la “Evaluacion de indicadores de deterioro de miel de
diferentes especies de abejas”, (Ana Correa, 2015), demuestra que aun cuando se aplica temperaturas
de 65 y 80 °C por una hora, el contenido de HMF se mantiene por debajo del valor maximo
permitido, corroborando con los resultados obtenidos, debido a que en esta investigacion la miel
sometida a 90 °C por 60 minutos (mayor temperatura y tiempo), present6 valores aceptables de
hidroximetilfurfural cumpliendo con la normativa. Sin embargo el tratamiento térmico
correspondiente a 30 °C por 15 minutos presenta una concentracion de HMF muy por debajo de
los demas tratamiento, tal como se observa en el gréafico 1-3, acercandose al valor de la muestra
control, por esta razon se lo consideré como el mejor tratamiento térmico para ser aplicado en la

miel de abeja.

3.3.2 Resultados promedios de la determinacion del nimero de diastasa de los tratamientos

térmicos.

Tabla 4-3: Contenido promedio del niumero de diastasa en la miel de abeja sometida a los

diferentes tratamientos térmicos.

Valor de referencia: minimo 8 unidades Gothe (INEN 1572)

CONTROL (Miel a temperatura ambiente): 10,28 unidades Gothe

T°/Tiempo 15 minutos 30 minutos 60 minutos
30°C 9,53 8,90 7,46
60 °C 7,74 6,53 4,92
80 °C 3,38 2,94 2,01
90 °C - - .

* Valores en cursiva no cumplen la norma

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

La concentracion de diastasa en la miel depende de varios factores como: las caracteristicas de la
colonia, el periodo de extraccion y el tipo de floracién. Las mieles procedentes de floracion de
citricos y tomatillo presentan un menor contenido de la enzimas valor que oscila entre 3 unidades
de Goethe, las mieles de algodon presentan un mayor nimero de diastasa entre 20 - 22 unidades
y las mieles de tipo multifloral presentan un valor entre 9 - 14 unidades Goethe (Pasias et al., 2017),
la miel utilizada en esta investigacion fue de tipo multifloral presentando un valor de 10,28

unidades Goethe, encontrandose dentro de los valores establecidos en la bibliografia mencionada.
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En la tabla 4-3, se observa que el nimero de diastasa disminuye a medida que se aplica los
diferentes tratamientos térmicos a la miel, en relacion a la muestra control, misma que se encontrd
a una temperatura ambiente de 18 °C cuando se realizé el analisis, presentando un valor de 10,28
unidades Goethe encontrandose dentro del valor de referencia establecido en la norma INEN 1572

en la que se especifica un valor minimo a 8 unidades Goethe.

La diastasa es una enzima inestable al calor, su concentracién en la miel depende de la temperatura
y el tiempo de duracion del tratamiento térmico aplicado, es asi que la miel sometida a 30 °C por
15 minutos presentd una minima disminucion de la enzima, con respecto a la muestra control, con
un valor de 9,53 unidades Goethe considerando como el mejor tratamiento térmico, mientras que
a lamisma temperatura (30 °C) pero esta ocasion por 30 minutos, presenta una mayor disminucion
de la enzima con un valor de 8,90 unidades, hallandose dentro del limite inferior permitido en la
norma. Para los tratamientos térmicos con temperaturas de 60 °C y 80 °C a tiempos de 15, 30 y
60 minutos, se observa valores por debajo de las 8 unidades de Goethe, finalmente la miel
sometida a una temperatura de 90 °C la lectura de la enzima en el espectrofotémetro no se efectud,
independientemente del tiempo, por lo que se presume que la enzima a esta temperatura tiende a

desaparecer tal como se observa en el gréafico 2-3.

Degradacion del nimero de diastasa en los tratamientos
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Graéfico 2-3: Concentracion del nimero de diastasa en los diferentes tratamientos térmicos.

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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3.4 Andlisis estadistico de los resultados (hidroximetilfurfural y nimero de diastasa)

3.4.1 Hipotesis

El tratamiento térmico de la miel de abeja pura afecta los valores normados para la concentracion

de hidroximetilfurfural y para el nimero de diastasa.

Hipotesis nula

Las concentraciones medias de los tratamientos térmicos experimentales no difieren

significativamente (Ho: Mt1= Mr2=Mms............. Mr3g).

Hipdtesis alternativa

Las concentraciones medias de los tratamientos térmicos experimentales difieren
significativamente (Ha: Mt1# M2 #Mrs............ Mr3zs).

3.4.2  Prueba de hipdtesis para los tratamientos térmicos realizados

Los resultados generados en los tratamientos térmicos que valoran la concentracion
hidroximetilfurfural y nimero de diastasa fueron procesados estadisticamente mediante un
analisis de varianza utilizando el programa SPSS.

3.4.2.1 Andlisis de varianza para la concentracion de hidroximetilfurfural (HMF)

Tabla 5-3: Datos de la concentracion de hidroximetilfurfural en

los tratamientos térmicos.

TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (min.) HMF (mg/kg)

4,95

15 5,01

4,94

5,32
30

30 5,37

5,28

5,72

60
57
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571

581

15 5,84

5,82

6,12

60 30 6,08

6,09

6,48

60 6,45

6,51

6,81

15 6,89

6,83

7,12

80 30 7,09

7,08

7,71

60 7,62

7,69

7,81

15 7,83

7,84

8,05

90 30 8,04

8,08

8,53

60 8,53

-8,49

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioguimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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Tabla 6-3: Pruebas de los efectos inter-sujetos para la concentracion de hidroximetilfurfural de

los tratamientos térmicos

Variable dependiente: Concentracion de hidroximetilfurfural (HMF)

Origen cuadf:é?)z toili)o 1l 9l cug/clierc;it?ca F Sig.
Interseccion 1616,576 1 1616,576 1807352,099 ,000 (***)
TEMPERATURA 40,480 3 13,493 15085,764 ,000 (***)
TIEMPO 3,257 2 1,629 1820,957 ,000 (***)
PIEEMMPIngTURA * os1| 6 008 9,478 000 (***)
Error ,021 24 ,001
Total 1660,386 36
Total corregida 43,810 35
*** Altamente significativo (p: <0,001)

Fuente: Andlisis en laboratorio
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018.

Interpretacion:

La prueba estadistica expresa que las medias de las concentraciones de hidroximetilfurfural de
los distintos tratamientos experimentales son altamente diferentes entre si, en relacion a la
temperatura y tiempo que se apliquen, porque se encuentra en un nivel de significancia menor al
0,001.

Al existir diferencias altamente significativas se acepta que el tratamiento térmico afecta la
calidad de la miel, incrementando progresivamente la formacion de hidroximetilfurfural,
mostrandose este efecto principalmente a medida que se incrementa la temperatura y el tiempo
de duracién del tratamiento térmico. En el grafico 3-3 se observa que el tratamiento térmico
correspondiente a 30 °C por 15 minutos presenta un minimo incremento de la concentracion de
hidroximetilfurfural, considerandole el mejor tratamiento térmico para ser aplicado a la miel de

abeja.
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Incremento de la concentracion de HMF en funcion del iempo ¥ temperatura
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Gréfico 3-3: Medias marginales estimadas para la concentracion de hidroximetilfurfural

Fuente: Analisis en laboratorio.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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3.4.2.2 Analisis de varianza para el nimero de diastasa

Tabla 7-3: Datos del contenido del numero de diastasa en los

tratamientos térmicos

NUMERO DE DIASTASA

TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (min.) (unidades Goethe)

9,62

15 9,45

9,52

8,91

30 30 8,99

8,81

7,47

60 7,42

7,5

7,73

15 7,79

7,71

6,51

60 30 6,64

6,54

4,85

60 4,99

4,93

3,45

15 3,37

3,33

2,93

80 30 2,92

2,96

1,95

60 2,01

2,07

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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Tabla 8-3: Prueba de los efectos inter-sujetos para el contenido del nimero de diastasa.

Variable dependiente: NUmero de diastasa

Origen Suma de cuadrados | Media = Si
g tipo 111 g cuadratica g

Interseccién 952,538 1 952,538 237255,875 ,000 (***)
TEMPERATURA 157,281 2 78,640 19587,546 ,000 (***)
TIEMPO 20,106 2 10,053 2503,996 ,000 (***)
TEMPERATURA * .
TIEMPO 1,610 4 ,402 100,249 ,000 (***)
Error ,072 18 ,004

Total 1131,608 | 27

Total corregida 179,069 | 26

*** Altamente significativo (p: <0,001)

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018.

Interpretacion:

La prueba estadistica expresa que las medias del nimero de diastasa de los distintos tratamientos

térmicos experimentales son altamente diferentes entre si, en relacién a la temperatura y tiempo

gue se aplican, porque se encuentra en un nivel de significancia menor al 0,001.

Al existir diferencias altamente significativas se acepta que el tratamiento térmico afecta la

calidad de la miel, disminuyendo progresivamente el nimero de diastasa, mostrando este efecto

principalmente a medida que se incrementa la temperatura y el tiempo de duracion del tratamiento

térmico. En el grafico 4-3 se observa que el tratamiento térmico correspondiente a 30 °C por 15

minutos presenta una minima disminucion del nimero de diastasa, considerdndolo como el mejor

tratamiento térmico aplicable a la miel de abeja.
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Gréfico 4-3: Medias marginales estimadas para el nimero de diastasa

Fuente: Analisis en laboratorio.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

3.5 Variables para el mejor tratamiento térmico

Tabla 9-3: Condiciones 6ptimas para que un tratamiento

térmico sea aplicable en la miel de abeja.

CONDICIONES
Temperatura 6ptima 30°C
Tiempo dptima 15 minutos
Volumen de miel 300 mL

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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3.6 Andlisis de todos los parametros de la norma NTE INEN 1572, para determinacién del
nivel de afectacion térmica de la miel (ambiente y después del mejor tratamiento
térmico).

A través del andlisis de los requisitos de la norma INEN, se determiné el nivel de afectacion
térmica en cada uno de ellos, tanto en la miel a temperatura ambiente y en la miel sometida al

mejor tratamiento térmico (30 °C por 15 minutos).

Tabla 10-3: Resultados de los pardmetros fisico-quimicos y microbioldgicos, de la miel de abeja

al ambiente y después del mejor tratamiento térmico.

Parametros fisico-quimicos
Valores de referencia
Requisitos Teammpég?qtt:ra 30 °C por 15 minutos _
Min. Max.
Contenido de humedad 16,80 % 16,45 % 20 %
Contenido de azUcares reductores 81,30 % 79,99 % 65 %
Contenido de sacarosa 3,78% 3,60 % 5%
Contenido de solidos insolubles 0,0084 % 0,008 % 0,1%
Acidez libre 8,38 meqg/kg 8,91 meqg/kg 50 meqg/kg
NuUmero de diastasa 10,28 9,53 8
Contenido de HMF 4,72 mg/kg 4,96 mg/kg 40 mg/kg
Contenido de cenizas 0,158 % 0,157 % 0,5 %
Conductividad eléctrica 0,201 mS/cm 0,195 mS/cm 0,8 mS/cm
Parametro microbioldgico
Esgéinr;osma' de hongos y 0 UPC/g 0 UPC/g 1x10% UPC/g

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018.

En la tabla 9-3, se aprecia la variacion que existe en cada uno de los pardmetros establecidos en

lanorma INEN 1572, antes y después de aplicar el mejor tratamiento térmico en la miel de abeja.

El contenido de humedad es un parametro muy importante pues se lo relaciona con la

fermentacion, es asi que valores de humedad entre 17 — 20 % facilita el crecimiento de levaduras
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osmdfilas responsables de fermentar la miel. Este pardmetro varia de acuerdo a la procedencia de
la miel y el periodo de extraccion, aquellas mieles cosechadas en temporadas de lluvia presentan

mayor concentracion de humedad. (Yelitza and Olivero, 2010)

El valor del contenido de humedad de la muestra control (temperatura ambiente) present6 un valor
de 16,80 %, mientras que la muestra de miel sometida a 30 °C por 15 minutos presenté un valor
de 16,45 %, ambos valores se encuentran dentro del valor de referencia especificado en la norma
INEN. Sin embargo se puede apreciar que existe una minima variacion entre una y otra muestra
esto quizas se debe a que el agua se evapor6 al momento de destapar el papel aluminio durante el

tratamiento térmico para comprobar gque la miel alcance la temperatura de 30 °C.

El contenido de azucares reductores en la muestra control present6 un valor de 81,30 %, mientras
gue la muestra sometida con el mejor tratamiento térmico presentd una ligera disminucion de
79,99 %, esta variacién se debe a que en los procesos de calentamiento la glucosa y fructosa
contenidos en la miel, sufren un proceso de deshidratacién dando como resultado la formacién de
hidroximetilfurfural, cabe mencionar que la degradacién de los azlcares reductores es mayor a

medida que se incrementa la temperatura y el tiempo de tratamiento térmico.

El contenido de sacarosa permitido en la norma es maximo el 5 %, tanto la muestra control con
un valor de 3,78 % como la muestra tratada térmicamente con un valor de 3,60 % se encuentran
dentro del valor de referencia. La disminucién de este parametro durante el tratamiento térmico
es minima y explicar la diferencia no es muy adecuado, sin embargo se podria pensar en algun

proceso de posible inversion y deshidratacion remota.

En cuanto al contenido de sélidos insolubles se puede apreciar que existe una minima
disminucién del 0,0004 % entre la muestra control y la muestra tratada térmicamente, esto indica
gue este parametro no esta muy influenciado por el calor. La cantidad de sélidos insolubles en
agua permite determinar principalmente las impurezas que se encuentran en la miel, este

parametro se asocia a las condiciones en las que se extrae la miel.

De acuerdo a los resultados obtenidos para el parametro de acidez libre, se observa que la miel
tratada térmicamente presenta un incremento minimo de 8,91 % con respecto a la muestra control
de 8,38 %, esta diferencia podria deberse a que la miel al ser sometida al calor genera la minima
formacion de acido levulinico y férmico, la proporcionalidad pequefia se explicaria debido al

tratamiento térmico 6ptimo bajo (30 °C por 15 minutos).
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Los parametros indicativos del calentamiento de la miel, como lo son el hidroximetilfurfural y el
nimero de diastasa presentan una minima variacion cuando se somete al calor la miel,

encontrandose dichos valores dentro de los valores de referencia especificados en la norma INEN.

El contenido de cenizas presente tanto en la muestra control como en la muestra tratada a 30 °C
por 15 minutos presenta tan solo una variacion del 0,001 %, el resultado se debe a que este
parametro no es influenciado por el calor aplicado. El contenido de cenizas hace referencia a la
presencia de polvo, polen, cera, etc., siendo dificil que se disuelvan a una temperatura de 30 °C
en 15 minutos. Este parametro esté relacionado con el proceso de filtracion durante la extraccion

de la miel.

La conductividad eléctrica en la muestra tratada térmicamente (0,195 mS/cm) presenta una
disminucién con respecto a la muestra control (0,201 mS/cm), se puede deber a la minima
cantidad de agua que pudo perderse por evaporacion al destapar el papel aluminio, debido a que
tanto la presencia de agua, minerales, acidos organicos pueden influir de manera indirecta en la

conductividad.

Los resultados microbioldgicos de la miel genuina muestran ausencia de microorganismos, esto
indicaria que la cosecha y almacenamiento de la miel han sido realizadas adecuadamente, por

ende la miel posteriormente tratada térmicamente tampoco presentd contaminacion microbiana.

3.7 Resultados de la degradacion de vitamina C, en una muestra de miel adicionada

experimentalmente vitamina C.

Tabla 11-3: Resultados de la concentracion de vitamina C, como indicativo para valorar probable

degradacion de otras sustancias presentes en miel procesada con el mejor tratamiento.

Concentracion de Porcentaje de vitamina
Mejor tratamiento vitamina C adicionada en J c
miel (mg)
Temperatura ambiente (control) 1,5 100
30 °C por 15 minutos 1,4512 96,75
Degradacion de vitamina C 0,0488 3,25
Valor de referencia para miel genuina: 0,05 mg/100 g de miel (G et al., 2010)

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioquimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Realizado por: Ruiz Danesa. 2018
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La vitamina C es inestable en presencia de oxigeno, y termolabil degradandose con facilidad
cuando se somete al calor (pH de miel genuina = rango 3,6 — 6,1), siendo un probable
inconveniente en potenciales aplicaciones, pues la concentracion de vitamina C puede verse
afectada como lo confirma un estudio realizado por Nicoleta Matei en el 2003, quien determin6
la degradacion de vitamina C en la miel de abeja en soluciones hervidas (Matei et al., 2004).

La cantidad de vitamina C en miel de abeja es muy pequefia (0,05 mg/100 g de miel) (Getal., 2010),
esto resulto una dificultad en la deteccion de su concentracidn con los recursos disponibles, con
este escenario se decidid realizar un estudio direccionado consistente en adicionar una solucion
estandar de vitamina C a la miel, con el fin de determinar el porcentaje de degradacion de la

vitamina luego del tratamiento térmico encontrado como 6ptimo.

En la presente investigacion la miel metodolégicamente adicionada solucion patrén de vitamina
C (blanco) a temperatura ambiente present6 una concentracién de 1,5 mg (100 %), mientras que
la miel adicionada solucién patron de vitamina C y sometida al mejor tratamiento térmico (30 °C
por 15 minutos), muestra una disminucion de vitamina C, dando una concentracion final de
1,4512 mg (96,75 %), luego del tratamiento térmico. Con estos resultados se concluye que la
degradacion de vitamina C a esa temperatura y tiempo fue de 3,25 %, tal como se observa en la

figura 6-3.

La degradacion minima de vitamina C (3,25 %) con el tratamiento 6ptimo (30 °C por 15 minutos)
permitiria valorar referencialmente la probable estabilidad que pueden tener otros componentes
existentes en la miel luego del tratamiento térmico, por ejemplo otras vitaminas y compuestos
varios. Una de las propiedades mas conocidas y sobresalientes de la vitamina C es su propiedad
anti-oxidativa, por lo que protege de la oxidacién a las vitaminas Ay E que también se encuentran

en la composicion de la miel de abeja. (Tauguinas et al., n.d.)
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Degradacion de vitamina C, después del mejor
tratamiento térmico
16 1,5 mg (100 %) 1,4512 mg (96,75 %)
14
1,2

0,8
0,6
0,4

Concentracion de vitamina C
(mg)

0.2 0,0488 mg (3,25 %)

Temperatura ambiente (control) ~ Mejor tratamiento térmico Degradacion de vitamina C
(30 °C por 15 min.)

Gréfico 5-3: Degradacion de vitamina C en miel de abeja, a temperatura ambiente y después del

mejor tratamiento térmico.

Fuente: Analisis en laboratorio de Bioguimica. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Realizado por: Ruiz Danesa. 2018

3.8 Propuesta de un tratamiento térmico alternativo artesanal para los apicultores y

socializacion de resultados.

3.8.1 Equipo alternativo de tratamiento térmico

La metodologia planteada debe ser aplicada solamente cuando la situacion lo amerite.

Procedimiento:

1. Disponer de 2 recipientes de aluminio: un reciente grande (A.) y un recipiente pequefio (B.).
En el recipiente A colocar agua y en el recipiente B colocar miel de abeja.

A
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2. Calentar el recipiente A. hasta que alcance 30 °C, controlar la temperatura

3. Colocar varillas de hierro a lo largo de la superficie del recipiente A.

4. Cuando el agua haya alcanzado los 30 °C, colocar el recipiente B. apoyado en las varillas
sobre el recipiente A. El nivel del agua del bafio exterior debe estar al mismo nivel de la miel

en el recipiente interior (obligatorio).

La base del recipiente
B y la base del
recipiente A deben
estar separados a una
distancia  prudencial
(obligatorio).
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5. Cuando el medio interno (miel) alcance los 30 °C del medio externo (agua), a partir de este

instante correrd el tiempo de 15 minutos a los 30 °C (obligatorio).

6. Ilgualadas las temperaturas del exterior y de la miel proceda a tapar el recipiente de miel con
la ayuda de papel aluminio o su equivalente, durante los 15 minutos a 30 °C con control

permanente de temperatura.

7. Cumplido los 15 minutos a 30 °C la miel deberia ser considerada apta en todas sus

caracteristicas y estaria disponible para cualquier aplicacion.

3.8.2 Socializacion

La socializacion se realizé el 08 de junio del 2018, en las instalaciones donde se efectlan

reuniones de la asociacion ASOPROACH (anexo E).
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CONCLUSIONES

- Siguiendo la metodologia experimental del trabajo, el tratamiento térmico mayor a 30 °C por
15 minutos afecta progresivamente la integridad en las especificaciones de la miel de abeja

principalmente en hidroximetilfurfural y nimero de diastasa.

- Las especificaciones béasicas en el disefio del dispositivo y de la metodologia experimental
del trabajo de investigacion son: un bafio Maria termostatico, un Erlenmeyer marca JNS
(borosilicate GG-17) de 500 mL, espesor de 0,22 mm, didmetro externo de base de 10,14 cm

con un angulo de base 80 °, y un termémetro mévil para control de temperatura permanente.

- La ejecucidn de los tratamientos térmicos con la metodologia disefiada (miel de abeja a 30,
60, 80 y 90 °C por 15, 30 y 60 minutos), muestra un deterioro progresivo de HMF, nimero

de diastasa, a medida que aumenta la temperatura y el tiempo de tratamiento térmico.

- El seguimiento experimental conjuntamente con el andlisis estadistico, indica que el mejor
tratamiento térmico corresponde a valores de 30 °C por 15 minutos, este tratamiento garantiza
estabilidad de la concentracion de HMF y nimero de diastasa en un volumen de 300 mL de
miel de abeja.

- La concentracion de vitamina C en miel de abeja genuina se mantiene estable en el mejor
tratamiento térmico de 30 °C por 15 minutos, aspecto que permitiria pensar en la integridad
de las demas vitaminas y sustancias diversas presentes en la miel. También la miel cumple

las especificaciones de la norma NTE INEN 1572,

- El equipo alternativo artesanal propuesto para el tratamiento térmico de la miel de abeja,
garantiza la estabilidad de la misma, siempre y cuando se cumpla obligatoriamente las
condiciones de la metodologia disefiada experimentalmente, aplicando las variables del mejor

tratamiento térmico encontrado.

- El uso de una miel genuina garantiza experimentalmente los resultados.

- El estudio aporta conocimientos alrededor del tratamiento térmico de miel de abeja, sin

embargo esto no significa propiciar el uso de calor sobre la miel de abeja.
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RECOMENDACIONES

- En caso de tener la necesidad de reproducir la metodologia experimental, se recomienda

cumplir cada una de las especificaciones sefialadas.

- Enaquellos casos en los que el apicultor necesite someter la miel de abeja a calentamiento,

se recomienda seguir la metodologia alternativa artesanal planteada.

- Frente alaalta sensibilidad térmica de la miel en los parametros de HMF y nimero de diastasa

tal vez seria importante, de ser necesario, considerar medios mecanicos de mezcla de mieles.
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ANEXOS

Anexo A: Recepcion de la muestra de miel de abeja

Envasado de miel de abeja genuina

Fotografia 1-3: Entrega de miel genuina de un socio de ASOPROACH



Anexo B: Metodologia experimental de tratamiento térmico.

Armado del equipo Aplicacion de los tratamientos térmicos

Fotografia 2-3: Disefio de la metodologia de tratamiento térmico.



Anexo C: Andlisis fisico-quimico de la miel de abeja tratada térmicamente.

Hidroximetilfurfural

Ndmero de diastasa

Humedad

Sélidos insolubles

Cenizas




AzUcares reductores totales y reductores Acidez

Fotografia N° 3-3: Control de calidad de la miel de abeja, norma INEN 1572




Anexo D Determinacion de vitamina C.

Preparacion de las muestras Preparacion del equipo de HPLC

Recoleccion de datos

Fotografia 3-3: Andlisis de la concentracion de vitamina C, mediante HPLC



Anexo E Socializacion a los apicultores de ASOPROACH.

Exposicidn de resultados experimentales

Exposicion de la propuesta artesanal de

tratamiento térmico

Fotografia 4-3: Socializacion de resultados y de la propuesta alternativa artesanal de tratamiento

térmico (ASOPROACH)



Anexo F Aval para la fase de socializacion ASOPROACH

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO e ;
FACULTAD DE CIENCIAS / \ 5
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA L S\ 3

SAGID - PROYECTO MIEL

Oficio No 004-2018-PROY MIEL SAGID ol
Riobamba, 7 de junio del 2018. -

\ (4 QQ‘ A[)\\_ C
, 5’ o¢\% ETARIA FAC CIENCIAS
. (R o g s
Or. Edmundo Caluha. (AT AL 09-May"1fig ,(f/\_)
VICEDECANO FACULTAD DE CIENCIAS. \\?,, L
Presente. \u’ Crpner®
N '?,.

De nuestra consideracion.

Reciba un cordial saludo, bajo el proyecto de investigacion del grupo SAGID, presentado al ID! para su aprobacién y titulado
“ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD, TRATAMIENTO TERMICO Y OZONIZACION DE MIELES DE ABEJA DE LA
ASOCIACION DE PRODUCCION APICOLA DE CHIMBORAZO, PARA EL DESARROLLO DE ELABORADOS Y
POSICIONAMIENTO EN EL MERCADO”, solicitamos a Usted el aval para la fase de socializacion de los resultados generados
y de interés de ASOPROACH de los trabajos de titulacion siguientes:

¥ VALORACION COMPARATIVA DE MIELES DE ABEJA DE LA ASOCIACION DE PRODUCCION APICOLA DE
CHIMBORAZO CON MIELES EXISTENTES EN EL MERCADO SEGUN NORMA NTE INEN 1572.
Autor. Elizabeth Guangasi. (Tesista)

v' ESTUDIO DE LA AFECTACION TERMICA DE LA MIEL DE ABEJA EN UNA METODOLOGIA ALTERNATIVA,
MONITOREANDO LA DEGRADACION DE VITAMINA C, HIDROXIMETILFURFURAL Y NUMERO DE DIASTASA.

Autor. Danesa Ruiz. (Tesista)

La mencionada socializacion a los miembros de la Asociacion de Produccion Apicola de Chimborazo, se realizara el dia 08 de
junio del 2018 en el lugar de reuniones que acostumbran (attos de Farmacia Silvana de la Dolorosa) a las 14h00. En tal circunstancia
solicitamos  se facilite la firma de los cerificados para los apicultores que han colaborado con sus mieles para la valoracion

comparativa con las mieles existentes en el mercado.

Esperando su atenci6n a la presente anticipamos nuestro agradecimiento.

Atentamente.
_\] N E
Dr. Carlos Pilamunga. Dr. Galo Insuasti C.
DIRECTOR DEL GRUPO DE INVESTIGACION - SAGID RESPONSABLE PROYECTO INVESTIGACION

cc. Dr. Eduardo Fonseca.  Presidente ASOPROACH.



Anexo G Certificado de realizacion de la socializacion ASOPROACH

CERTIFICADO

A peticion de parte interesada, certifico que el dia 8 de Junio del 2018, 15h00, se realizé Ia sotializacién de resultados
alos miembros de la Asociacion de Produccion Apicola de Chimborazo, de los dos trabajos de titulaci6n del proyecto
interinstitucional (ESPOCH, SAGID, ASOPROACH), fitiado  “ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD,
TRATAMIENTO TERMICO Y OZONIZACION DE MIELES DE ABEJA DE LA ASOCIACION DE PRODUCCION
APICOLA DE CHIMBORAZO, PARA EL DESARROLLO DE ELABORADOS Y POSICIONAMIENTO EN EL
MERCADO”, los trabajos socializados fueron:

¥ VALORACION COMPARATIVA DE MIELES DE ABEJA DE LA ASOCIACION DE PRODUCCION APICOLA DE
CHIMBORAZO CON MIELES EXISTENTES EN EL MERCADO SEGUN NORMA NTE INEN 1572,
Autor. Elizabeth Guangasi. (Tesista)

¥ ESTUDIO DE LA AFECTACION TERMICA DE LA MIEL DE ABEJA EN UNA METODOLOGIA ALTERNATIVA,
MONITOREANDO LA DEGRADACION DE VITAMINA C, HIDROXIMETILFURFURAL Y NUMERO DE
DIASTASA.
Autor. Danesa Ruiz. (Tesista)

Particular que certifico, pudiendo los interesados hacer uso necesario del presente certificado

Riobamba 4 de julio del 2018

PRESIDENTE ASOPROACH
DODISS5./63 -2



Anexo H Resultados microbiolégico

EXAMEN BROMATOLOGICO DE ALIMENTOS

CODIGO 295-305-18

CLIENTE: Danesa Ruiz :

DIRECCION: Politécnica [ TELEFONO: 0990664397
TIPO DE MUESTRA: Miel de abejas

FECHA DE RECEPCION: 23 de marzo del 2018

FECHA DE MUESTREO: 23 de marzo del 2018

EXAMEN FISICO

COLOR: Caracteristico

OLOR: Caracteristico

ASPECTO: Normal , libre de material extrario

COD. LAB MUESTRA DETERMINACION | UNIDAD | RESULTADO
125 Miel (temperatura ambiente) Microbiolégico UFC 0
126 Miel (30 °C por 15 min.) Microbiolégico UFC 0
| OBSERVACIONES:

FECHA DE ANALISIS: 25 de marzo del 2018
FECHA DE ENTREGA : 29 de abril del 2018

Sl

Dra. Gina AlvarezR.

El informe sélo afecta a la muestra solicitada a ensayo, el informe no debera reproducirse sino en su
totalidad previo autorizacion de los responsables.
*Las muestras son receptados en laboratorio.

RESPONSABLE:

ir eccion: Av. 11 de Noviembre y Milton Reyes
anios: 09985803 :

b bo 3




