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RESUMEN

A fin de conocer las caracteristicas de la miel de Scaptotrigona pectoralis de la peninsula
de Yucatan y ampliar su intervalo de aplicacion, se realizo el analisis fisicoquimico de la miel
liquida, su encapsulacién asi como pruebas para determinar su actividad biologica. Esta
miel presenta un color ambar (84.33 en la escala mm Pfun), con valores L=33.14, a*=4.91,
b*= 13.24 que establecen a esta como miel oscura. Las propiedades fisicoquimicas fueron
las siguientes: humedad de 24%, pH de 3.60, acidez de 115.03 meqg/kg, contenido de ceniza
de 0.25 %, contenido de HMF de 75.88 mg/kg, contenido de invertasa de 21.37 IN y
contenido de azucares reductores de 37.38 %. La fraccion volatil de la miel esta constituida
por 26 compuestos, de los cuales se destacaron como mayoritarios el acido acético, etanol,
octadecanol y p-anisaldehido. La actividad antioxidate para ABTS™ se ubicé en un rango
bajo con 36 = 1.73 umoles ET/100g y para DPPH’ 3.5 + 0.2887 umoles ET/100g. Se detectd
mayor actividad antimicrobiana en las bacterias S. aureus (gram positiva) y V. Cholerae
(gram negativa). Para el producto microencapsulado se obtuvo una mediciéon de color L=
92.64, a*= 0.24, b*= 7,65, clasificandolo como un polvo claro, invertasa 7.40 IN,
higroscopicidad 21.01 g/100g, solubilidad 264 s y densidad 0.33 g/mL. La composiciéon de
la fraccidn volatil del microencapsulado se mantuvo intacta a excepcion de la formacion de

los compuestos geranilacetona y acido dodecanoico.

La actividad antioxidate para ABTS™ del polvo reconstituido fue mayor (50 = 1.03 umol ET/

100 g) que en miel liquida.

Vil






INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los meliponini son abejas sin aguijon que han sido cultivadas por los mayas para la
obtencion de miel y cera, su uso esta destinado primordialmte para la nutricion,
curacion, comercio y religion. Estos insectos habitan en regiones calidas, tropicales o
subtropicales de todo el mundo, en México existen aproximadamente 46 especies de
estas abejas (Ayala,1999; Quezada, 2005).

En Yucatan aproximadamente se han identificado 16 especies de abejas sin aguijon
que pertenecen a la familia Meliponini (Melipona y Trigona) (Lopez et al., 2011). Estas
abejas son de menor tamafio que la abeja comun y su caracteristica mas sobresaliente
es como su nombre lo indica la de no poseer aguijon. La miel de melipona ha sido
usada desde tiempos prehispanicos, en la medicinal tradicional como agente
terapéutico para la curacién de heridas, quemaduras, ulceras e inflamaciones, ademas
ha demostrado que posee propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Pichihero et
al., 2009). En la actualidad la miel se ha reconocido como un producto que posee
propiedades curativas, lo cual a llevado a que se realicen ensayos para comprobar la
accion antioxidante y antimicrobiana de la miel de meliponinos (Fallas et al., 2013)
donde su bioactividad ha sido atribuida principalmente a la accion de flavonoides
naturales, compuestos fendlicos (flavonoides, quercetina, kaempferol, galangina,
pinobanksina, pinocembrina, acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides,
derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas), asi como vitaminas (acido ascérbico,

carotenoides, tocoferol) y la catalasa (Rodriguez et al., 2007; Vit et al., 2008).

El secado por aspersion es una técnica para producir materiales alimentarios
encapsulados cuya finalidad es mejorar su conservacion, transportacion, manipulacion
y alargar su vida util (Goula et al., 2004; Saenz et al., 2009). Sin embargo, en los
ultimos afnos esta técnica ha sido empleada para la conservacion de compuestos
bioactivos sensibles a la luz, oxigeno y degradacion de radicales libres, tales como
antocianinas, acido galico, acidos fenolicos, taninos, flavonoides (quercetina),
betalainas y polifenoles (Einbond et al., 2004; Desai et al., 2005; Reynertson et al.,
2006, 2008)
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2. ANTECEDENTES

2.1 Abejas sin aguijon

Existen aproximadamente 20 000 especies de abejas en el mundo, agrupadas en 7
familias taxondmicas: Mellitidae, Colletidae, Andrenidae, Halictidae, Megachilidae,
Apidae y Stenotritidae. Las diversas especies varian en tamarfo, forma y estilo de vida,
la caracteristica comun a todas ellas en su dependencia de las flores para el
abastecimiento de energia (néctar) y proteina (polen) (Gonzalez et al., 2007; Michener
2000).

Las abejas se clasifican dentro del orden Hymenoptera y en dos grandes grupos, la
tribu Apini, del género Apis y la tribu Meliponini del género Melipona y Trigona las
cuales son abejas sin aguijén (Aguiar et al., 1998). En la actualidad se conocen
alrededor de 400 especies de abejas sin aguijon, en América tropical se calcula la
existencia de 300 especies de abejas sin aguijon, 50 en Africa, 60 en Asia y 10
especies en Australia (Biesmeijer, 1997; Quezada, 2005). En México, Gonzalez (2012)
(Tabla 1). Las abejas sin aguijon o meliponas son un grupo de insectos sociales que
habitan areas tropicales y subtropicales (Enriquez, et al., 2004; Baquero, et al., 2007).
Las abejas que se incluyen en este grupo pertenecen a la familia Apidae dentro de la
subfamilia Apinae, se caracteriza por tener palpos maxilares vestigiales, area genal
ancha, corbiculas en las patas traseras, no poseen placa pigidial y son eusociales
(Michener, 2000).
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Tabla 1. Denominacién de las especies de abejas nativas de la Peninsula de
Yucatan

Especie

Nombre maya

M. beecheii Bennett

M. yucatanica
Cephalotrigona zexmeniae
Lestrimelitta niitkib
Partamona bilineata
Scaptotrigona pectoralis
Nannotrigona perilampoides
Trigona (Frieseomelitta) nigra nigra
T. (Trigona) fulviventris

T. (Trigona) fuscipennis

T. (Trigona) corvina

Plebeia (Plebeia) frontalis
P. (Plebeia) moureana

P. (Plebeia) parkeri

P. (Plebeia) pulchra
T. (Trigonisca) maya

T. (Trigonisca) pipioli

Xunaan-Kab, Colel-Kab y Pool-Kab
Tsets

Tajkab, Ejool
Niitkib, Limén kab
Chooch, Xnuk
Kantsak
Mehenbol, Bol
Sak Xik, Xic
Muul Kab
Kuris-Kab

Kuris kab

Us kab, Yaaxich
Us kab, Yaaxich
Us kab, Yaaxich

Us kab, Yaaxich
Puup, Chachem

Puup, Chachem

(Gonzalez, 2012)
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El género Scaptotrigona (Figura 1) cuenta con aproximadamente 24 especies
(Gonzalez et al., 1998), de las cuales, en México, se han identificado algunas de ellas,
tales como Scaptorigona mexicana, Scaptorigona pectoralis y Scaptotrigona
hellwegeri (Ayala, 1999). Las colmenas de S. pectoralis poseen mayor numero de
individuos por colmena y son mas adaptables al medio en comparacion con Melipona
beecheii, ademas poseen la capacidad de produccién de miel de buen sabor, por lo
que se ha propuesto su implementacion en la meliponicultura (Gonzalez et al.,1998;
Enriquez et al., 2004). De la biologia de estas especies de abejas se tiene muy poca

informacion.

Figura 1. Scaptotrigona pectoralis (Leyva, 2015).
2.2 Generalidades de la miel

La miel es una de las fuentes mas ricas de energia en la naturaleza, las abejas
recolectan el néctar de las flores o de su savia, es una mezcla de agua y azucares
(Echazarreta, 2011).

La miel de las meliponas difieren a la miel de A. mellifera, en sabor, consistencia y
tradicionalmente se le han atribuido propiedades curativas, también difiere en su
composicion fisicoquimica, ya que estas contienen un elevado contenido de humedad,

acidez y baja actividad de diastasa (Tabla 2) (Vit, 2009). Debido a esto se conocen
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diversos tipos de miel (A. mellifera, M. beecheiiy M. solani), cuya composicién quimica
viene determinada por la flor utilizada como fuente de néctar, el tipo de abeja que la
produjo y el contenido de los recursos minerales del suelo (Gutiérrez et al., 2008; Vit,
2009; Lavandera, 2011).

2.2.1 Composicion quimica de la miel

La miel es una enorme fuente de energia pues contiene casi 70 % de azucares simples
perfectamente asimilables: fructosa, glucosa, sacarosa y en menor cantidad una
mezcla de otros hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos organicos, vitaminas,
hormonas, minerales, sustancias aromaticas, compuestos fendlicos, pigmentos, cera

y residuos de polen (Gonzalez et al., 1998; Gutiérrez et al., 2008; Lavandera, 2011).

La miel contiene todas las vitaminas que los bromatélogos o expertos en nutricion
consideran necesarias para la salud: las del grupo B, tiamina, niacina, riboflavina, acido
pantoténico, piridonxina y biotina, ademas de acido ascérbico, asi como todos los
minerales que son esenciales para hombre: hierro, fosforo, aluminio y magnesio.
Ademas, a diferencia de las frutas y verduras, que pierden parte de su contenido
vitaminico durante la cosecha, almacenaje y preparacion, la miel a menos que se

caliente no pierde nunca sus vitaminas (Lavandera, 2011).

La composicion quimica de la miel depende principalmente de las fuentes vegetales
de las cuales se deriva, pero también de la influencia de factores externos, como el

clima, el manejo de extracciéon y almacenamiento (Crane, 1990).

La definicion de miel, asi como los métodos oficiales para su control de calidad se
encuentran restringidos para mieles de A. mellifera segun el Codex Alimentario (Codex
stan 12-1981). Los estandares de la miel han sido modificados de acuerdo a su origen
botanico pero no de acuerdo al origen de la especie. Por tanto, en la actualidad no
existe una norma oficial que incluya los parametros de calidad para mieles de abeja
sin aguijon. Esfuerzos exhautivos han sido realizados por Vit (2004) quien recopilo la
informacion del analisis de mieles de abeja sin aguijon provenientes de 18 paises y
poder sugerir ciertos estandartes para estas mieles (Tabla 2).
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Tabla 2. Estandares sugeridos para mieles de abeja sin aguijon

Componente Apis Melipona Scaptotrigona Trigona
mellifera

Agua (%) Max 20.0 Max 30.0 Max 30.0 Max 30.0
Azucares Min 65.0 Min 50.0 Min 50.0 Min 50.0
reductores (%)

Acidez Max 40.0 Max 70.0 Max 85.0 Max 75.0
(mea/kg)

Ceniza (%) Max 0.5 Max 0.5 Max 0.5 Max 0.5
HMF (mg/kg) Max 40.0 Max 40.0 Max 40.0 Max 40.0

(Vit et al., 2004)
2.2.2 Propiedades y usos de la miel

Los antiguos egipcios usaban la miel para conservar los cadaveres y sin saberlo
pusieron de manifiesto el poder antiséptico de esta materia altamente azucarada.
Asimismo, utilizaban la miel como antibidtico y como unguento sobre las llagas o
heridas, pues se percataron de que aseguraba una cicatrizacion rapida y esta
propiedad, descubierta empiricamente, pone igualmente de manifiesto la actividad
antimicrobiana y regeneradora de la miel (Ruano et al., 2007; Lavandera, 2011).

La miel es un alimento con importantes cualidades nutricionales, puede utilizarse como
agente terapéutico frente a infecciones, trastornos gastrointestinales, el insomnio,
agente antimicrobiano, aumenta el contenido en hemoglobina de la sangre y el vigor
muscular, retencion de calcio; activa la osificacidon y la salida de los dientes y su uso
tépico ayuda a sanar quemaduras (Al-Mamary et al., 2002; Fattori, 2004; Jean-Prost
et al., 2007).

En diferentes partes del mundo como Costa Rica, México, Colombia, Argentina y
Guatemala la miel se ha empleado en el tratamiento de enfermedades oculares

[conjuntivitis, carnosidad de ojos (pterigios) y cataratas] respiratorias (asma bronquial),
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ginecoldgicas (para aliviar dolores posparto, prevenir hemorragias vaginales y

varices), para tratar erupciones en la piel y problemas urinarios (Cepeda et al., 2008).

2.2.3 Compuestos biolégicos de la miel

La bioactividad de la miel ha sido atribuida principalmente a su osmolaridad, acidez,
contenido de peroxido de hidrogeno (Fallas et al., 2013), a la accién de flavonoides
naturales, compuestos fendlicos (flavonoides, quercetina, kaempferol, galangina,
pinobanksina, pinocembrina acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides,
derivados de la clorofila, aminoacidos, y aminas), asi como vitaminas (acido ascorbico,
carotenoides, tocoferol) y enzimas como la catalasa (Rodriguez et al., 2007; Vit et al.,
2008).

De esta forma, Olaitan et al. (2007) describieron a la miel como una solucion
sobresaturada de azucares de fructosa y glucosa al 84 % que producen una
interaccion tan fuerte que quedan muy pocas moléculas de agua disponibles para el
crecimiento de bacterias. Respecto a esto se ha informado que la miel tiene un efecto
inhibidor sobre unas 60 especies de bacterias, incluyendo aerobios y anaerobios,
Gram positivos y Gram negativos.

Otros de los componentes bioactivos son el perdxido de hidrégeno y el acido glucénico,
cuya formacion es favorecida a grandes cantidades de humedad, su bioactividad es
debido a su alto poder antibidtico, el cual tambien le otorga su poder antimicrobiano
(Gaytan, 2009). De esta manera, Fangio et al. (2007) observaron que la actividad
antimicrobiana de la miel A. mellifera de Argentina contra la bacteria E. coli se asocian
particularmente a los contenidos de peroxido de hidrogeno, como resultado de una
mayor actividad de glucoxidasa que de catalasa.

Por otra parte, Lopez et al. (2011) observaron la actividad antibacterial de los extractos
con flavonoides obtenidos de la miel M. beecheii del estado de Yucatan al inhibir las
baceterias Staphylococcus aureusy Escherichia coli.

Por su parte, Bastos et al. (2009) observaron una mayor actividad antioxidante
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mediante el método DPPH (ICso= 5.9 ug/mL) para la miel Melipona subnitida de Brasil
debido a un mayor contenido de flavonoides (35 %) con respecto a otras mieles de A.
mellifera. De igual manera, Silva et al. (2013) observaron una mayor actividad
antioxidante (ICsp= 0.2 mg/mL) a mayor contenido de fenoles totales (34-66 mg GAE
/g) utilizando el método ABTS en mieles M. (Michmelia) y S. merrillae.

2.3 Microencapsulacion

La microencapsulacion es el proceso por el cual particulas individuales o gotas de un
material activo (sélidos, liquidos o gaseosos) son rodeado por una cubierta (Figura 2),
la cual es una membrana permeable, esférica, delgada y fuerte que rodea un nucleo
semi-solido/liquido, que puede liberar su producto activo a velocidades controladas
bajo las influencias de las condiciones especificas (calor, solvatacion, difusion y
presion). Cuando las particulas poseen un tamafo inferior a 1 pm, el producto
resultante del proceso de encapsulacién recibe la denominaciéon de “nanocapsulas”
(Kumar et al., 2007; Lozano, 2009). Los aditivos que son microencapsulados presentan
mayor estabilidad a factores ambientales perjudiciales he impiden la interaccién con
otros ingredientes (Sandoval et al., 2004).

Cubierta (shell)

Material activo (core)

Figura 2. Estructura general de la microcapsula
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2.3.1 Métodos de microencapsulaciéon

Los procesos de encapsulacion se pueden dividir en dos: procesos quimicos y
procesos mecanicos (Tabla 3). Los procesos quimicos se dividen en las técnicas de
coacervacion, co-cristalizacion, polimerizacion interfacial, gelificacion i6nica,
incompatibilidad polimérica, atrapamiento por liposomas e inclusion molecular; dentro
de los procesos mecanicos estan las técnicas de secado por aspersion, secado por
congelamiento/enfriamiento y extrusion (Madene et al., 2006; Yanez et al., 2002). El
método que se utiliza depende de las propiedades del nucleo, los materiales
encapsulantes y los requisitos de la aplicacion en alimentos de destino (Sanguansri et
al., 2010). Diversos autores, mencionan que los métodos conmunménte utilizados
tanto por costos como por aplicacion son el secado por atomizacion y la extrusion
(Gouin, 2004; Lakkis, 2007).

Tabla 3. Clasificacion y caracteristicas de algunos métodos de encapsulacion

Tipo de Técnica Método de Tamaio de particula
encapsulacién (pm)
Quimicas Coaservacion simple 20-200
Coaservacién compleja 5-200
Inclusion molecular 5-50
Mecanicas Secado por atomizacion 1-50
Enfriamiento por 20-200
atomizacion
Extrusion 200-2000
Fluidizacion >100

Medene et al. (2006)
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2.3.2 Agentes utilizados para la microencapsulacion

Los materiales encapsulantes (Tabla 4) son de pelicula, flexible, inodoro, insipido y no
higroscopico, deben tener propiedades emulsificantes, ser biodegradable y ser
resistentes al tracto gastrointestinal. Materiales tales como la goma arabiga y la
maltodextrina, mejora el proceso de secado y conduce a un secado eficaz (son
generalmente seleccionados de una variedad de proteinas, hidratos de carbono,
lipidos y ceras). Estos muestran una solubilidad en medio acuoso o disolvente y
capacidad de mostrar una transicion de fase, tales como de fusion o de gelificacion
(Sanguansri, 2010; Parthasarathi et al., 2013).

Tabla 4. Materiales de encapsulacion

Carbohidratos

Proteinas

Lipidos

Almidones nativos
Almidones modificados
Almidones resistentes

Maltodextrinas

Jarabes de glucosa en
polvo

Goma arabiga
Alginatos
Pectinas
Quitosano
Materiales celulésicos

Azucares y derivados

Caseinato de sodio
Proteinas del suero

Aislados de proteinas de
trigo

Aislados de proteinas de
soja

Gelatina

AlbUumina

Grasas y aceites
vegetales

Grasas hidrogenadas
Estearina de palma

Cera de carnauba

Cera de abejas
Goma laca

Polietilenglicol

(Sanguansri, 2010).
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2.3.2.1 Maltodextrinas

Son productos derivados de la hidrélisis del almidén que estan constituidos por una
mezcla de carbohidratos con diferentes grados de polimerizacion. Estos presentan
diferentes propiedades fisicas, quimicas y funcionales, por lo que lo vuelve uno de los
aditivos mas utilizados (Lumdubwong et al., 2001). Cabe sefialar que son inodoras,

incoloras, bajo costo y tienen baja viscosidad (Parra, 2010).

2.3.2.2 Goma arabiga

Es una de las gomas mas antiguas y mejor conocidas, la cual es una exudacion
gomosa, seca, obtenida de varias especies de arboles de acacia. Este polimero natural
biodegradable ha sido utilizado como una matriz para encapsular. La goma arabiga se
ha empleado en productos de panificacion, productos lacteos, refrescos, entre otros
(Parra, 2010).

2.4 Método de aspersion

Implica la pulverizacién de formulaciones liquidas como soluciones, emulsion y
suspensiones, produciendo un polvo seco (Masters, 2004). Este es el método mas
comun para encapsular ingredientes alimentarios, pues es rapido y sencillo, protege
los ingredientes que son sensibles a la luz y al oxigeno, controla el tiempo de liberacion
de los nutrientes, otorga estabilidad al alimento durante su almacenamiento y la
degradacion de los radicales libres. La calidad del producto y la eficacia del polvo
dependen de las condiciones de entrada y salida de aire, temperatura, velocidad de
atomizacion o la presién (Sandoval et al., 2004; Caliskan et al., 2013; Silva et al., 2013;
Parthasarathi et al., 2013).

El secado por aspersion sirve para conservar los principios activos en un producto
alimenticio durante el almacenamiento, protegerlo de interacciones indeseables con el
alimento, asi como protegerlo de las reacciones inducidas por la luz y oxidacion
(Exposito et al., 2010). Por ejemplo, Mis et al. (2012) elaboraron un jugo de meldn
secado mediante el método de aspersion y maltodextrina como soporte para evaluar
sus propiedades nutricionales y fisicas. El polvo producido a 170 °C tuvo un mayor
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contenido de humedad y conservo un alto de vitamina C y p-caroteno. Carrillo et al.
(2011) por su parte, estudiaron la microencapsulacion del jugo de maracuya mediante
secado por aspersion con goma arabiga y mezquite-maltodextrina. Estos soportes
fueron eficaces como coloides protectores para el secado de aspersion del jugo y
permitieron mejores condiciones de almacenamiento y retencion de vitamina C. Por
otra lado, Candelas et al. (2005) evaluaron el secado por aspersion para el jugo de
tomate y su influencia en la humedad y el color, asi como la disminucion de licopeno
en polvo respecto al tomate fresco, lo cual tuvo de resultado una disminucion en la

concentracion de licopeno a 14.49 %.

El secado por aspersiéon también puede servir para experimentar con nuevos
recubrimientos como es en el caso de Medina et al. (2013), que trabajaron con el
método para producir microcapsulas de acido galico, con el uso de un extracto acuoso
de mucilago de nopal como agente encapsulante. Este estudio demostro la eficacia de
mucilago de nopal cuando se utiliza como pared de biomaterial en

microencapsulacion.

Por otra parte, el estudio de las condiciones del proceso de secado por aspersion ha
sido estudiado. Asi, Ferrari et al. (2011) estudiaron el efecto de la temperatura del aire
de entrada (160 o 180 °C) para el método de aspersion y el uso de diferentes soportes
(maltodextrina o0 goma arabiga) en una concentracion de 5 % (w/w) para el secado por
aspersion de pulpa de zarzamora. Las particulas producidas con la goma arabiga
presentaron un mayor grado de uniformidad, mientras que el uso de maltodextrina
promovio una fuerte adhesién entre las particulas. A pesar de estas diferencias en la
microestructura de los polvos, ambos soportes aportaron una buena conservacion de
antocianinas (>70 %) durante el secado por pulverizacién. Sin embargo, la
aglomeracién en los polvos formulados con maltodextrina proporciono una mejor
proteccion de las antocianinas. Las mayores pérdidas de antocianinas se encontraron

al operar a 180 °C, debido a la sensibilidad al calor de los pigmentos.
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2.4.1 Aplicacion del método de secado por aspersion en la miel

La miel liquida natural es dificil para la manipulacién y su comercializacion, ya que es
muy densa y viscosa, por lo que el uso de la miel en forma de polvo reduce estos
problemas. La miel en polvo puede utilizarse para el consumo directo, se aplica como
un aditivo a una gama de productos alimenticios tales como yogures, bebidas, salsas,
recubrimientos comestibles, aperitivos, asi como suplementos dietéticos, siendo un
aditivo donde mejora el sabor, color, aroma, textura y ayuda a mantener la alta calidad
de los productos, asi como facilitar el transporte la reduccion de espacio de
almacenamiento y reduccion de la complejidad de las operaciones de limpieza
(Kuskoski et al., 2005; Samborska et al., 2012).

Algunos autores han reportado trabajos con la aplicacién del método de secado por
aspersion. Samborska et al. (2013) caracterizaron las propiedades fisicas y quimicas
de la miel secada por aspersion y los cambios en estas propiedades durante su
almacenamiento. Los polvos resultantes tuvieron propiedades fisicas deseables, entre
las que destacan: bajo contenido de agua y de actividad, solubilidad completa y baja
cohesividad.

Wang et al. (2009) indicaron que la miel en polvo que existe en el mercado tiene un
maximo de 63 % de maltodextrina que puede causar una alteracion en el sabor y la
textura que puede ser indeseable para los consumidores.

Kosal (2011) produjo miel de polvo con almidén retrogrado como agente de secado
mediante el método de secado por aspersiéon. El autor mencion6 que miel en polvo se
puede utilizar como un sustituto de la sacarosa que se afiade durante la coccion del
pan. El uso de la miel seca en ciertos tipos de dulces, tales como miel, turrones y
caramelos esponjas, eliminaria el sabor perjudicial de coccion a alta temperatura que

es de otro modo necesario para eliminar el agua en su preparacion.
2.5 Propiedades antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que pueden proteger a la célula de los efectos
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nocivos de los oxidantes o radicales libres, estos ultimos son moléculas que contiene
un electron desapareado en el orbital mas extremo de su estructura atomica, debido a
esto existe una disminucion de los niveles de antioxidantes o una inhibicion de las
enzimas antioxidantes se desencadena un estrés oxidativo, produciendo dafio celular
por la oxidacidn a macromoléculas como proteinas, lipidos y acido desoxirribonucleico
(Lopez et al., 2012; Mateos et al., 2013). Los antioxidantes pueden ser enzimaticos o
no enzimaticos. Estos se clasifican en enddégenos (se encuentran en el organismos y
son sintetizados por sus células) y exdgenos, actuan como moléculas suicidas, ya que
se oxidan al neutralizar al radical libre (Tabla 5), por lo que la reposicion de ellos debe
ser continua mediante la ingestion de los nutrientes que los contienen (ingesta a través
de la dieta) (Venero, 2002).

Tabla 5. Clasificacion de antioxidantes segun su origen

Exégenos Endégenos
Vitaminas Enzimatico
Vitaminas Ey C Superdéxidodismutasa (SOD)

Catalasa

Glutation peroxidasa
Minerales No enzimaticos
Cobre, Zinc, Manganeso, Glutation
Hierro, Selenio .
Coenzima Q
Acido tidctico
Otros

Flavonoides,
carotenoides, licopeno

(Molina, 2012)
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2.5.1 Actividad antioxidante de los alimentos

La evaluacion de antioxidantes se puede realizar en diversos alimentos tales como
vegetales, frutas y semillas. Cano et al. (2004) estudiaron la actividad antioxidante de
jugos de naranja comerciales de distintos tipos y su contenido en vitamina C. Los
resultados mostraron que los jugos pasteurizados poseen, en general, menores
valores de actividad antioxidante que los refrigerados y que la relacién vitamina
C/actividad antioxidante puede ser utilizada como indicador del tipo de jugos. De igual
forma, existen estudios de antioxidantes en plantas tales como los llevados a cabo por
Lukmanul et al. (2008) quienes determinaron las propiedades antioxidantes de ocho
especies seleccionadas de Ocimum. Ellos mencionan que los fitoquimicos que se
encuentran en cada extracto son buenos antioxidantes y estos extractos se pueden
usar como un conservante eficaz en la industria alimentaria. Padilla et al. (2008)
estudiaron semillas como Theobroma cacao (cacao), Campsiandra comosa Benth
(chiga), Sorghum bicolor, Melicoccus bijugatus (mamén) y la relacion de entre el
contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante. Como resultado obtuvieron
que el poder reductor del cacao resulto ser el mas alto seguido del de la chiga.

El proceso de secado por aspersiéon ha sido utilizado como una técnica donde
compuestos bioactivos son encapsulados por un biopolimero y asi protegerlos del
oxigeno, agua, luz u otras condiciones para mejorar su estabilidad (Gharsallaoui et al.,
2007). Sin embargo, las condiciones del proceso como los materiales encapsulantes
son de gran importancia para la conservacion de los mismos. De esta forma, Ersus y
Yurdagel (2007) reportaron que la actividad antioxiante de antiocianinas encapsuladas
provenientes de zanahoria fue menor al extracto debido a una alta temperatura de
entrada del secador por aspersion utilizado. De igual forma, la actividad antioxidante
fue afectada por la concentracion de maltodextrina y temperatura utilizada en la
microencapsulacién de jugo de Momordica cochinchinensis (Kha et al., 2010). Mientras
Parthasarathi et al. (2013) determinaron una menor actividad antioxidante en los
encapsulados que en el extracto de Garcinia cowa, debido a la temperatura de salida
(100 °C) utilizada. Sin embargo, el incremento de la actividad antioxidante en alimentos
encapsulados ha sido observado. Asi, Horuz et al. (2012) observaron un incremento
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de la capacidad antioxidante en el polvo de jugo de granada al incrementarse la
temperatura del secador, esto debido posiblemente a reacciones de Maillard
generadas.

Por otra parte, la estabilidad de la vitamina C durante el almacenamiento en jugos de
fruta de la grosella de la india microencapsulada ha sido evaluada por medio de su

capacidad antioxidante (Bhattacherje et al., 2014).
2.6 Antimicrobiano

Los antimicrobianos se definen como sustancias que destruyen los microorganismos
o impiden su multiplicacion o desarrollo. Estos se dividen en antibacterianos,
antivirales, antimicéticos, antimicrobacterianos, antiparasitarios y antirretrovirales
(Girdn, 2008).

En la actualidad, los productos naturales son fuentes de informaciéon para el
descubrimiento de posibles sustancias con importante actividad biologica. Estos
proveen oportunidades ilimitadas para el hallazgo de nuevos farmacos con poder
antibacteriano, debido a que los microorganismos han mostrado resistencia contra los
medicamentos (Ramirez, 2009). Por esta razon, cada vez se descubren mas productos
que contienen antimicrobianos naturales (Tabla 6). Asi por ejemplo, se incluyen
compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, acidos organicos
presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas (Lavandera, 2011).

Tabla 6. Principales grupos con actividad antimicrobiana

Grupo Subgrupo Ejemplo
Fenoles y polifenoles Fenoles simples Timol
Acidos fendlicos Acido cinamico
Quinonas Hipericina
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Grupo Subgrupo Ejemplo
Flavonas Catequinas
Flavonoides Glicirricinas
Flavonoles
Taninos
Cumarinas

Aceites esenciales y terpenoides
Alcaloides

Péptidos

Aldehido

Sulféxidos

Mentol

Piperina, capsaicina
Tioninas, defensinas
Hexanal

Alicina

(Cowan 1999).

2.6.1 Métodos para la evaluacion antimicrobiana

Existen diferentes métodos in vitro para determinar la susceptibilidad de bacterias ante

agentes microbianos (Ramirez et al., 2009).

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres grupos

principales: métodos de difusion, métodos de dilucion y bioautografia (Tabla 7) (Sawai

et al., 2002).

Tabla 7. Metodologias para evaluar la actividad antibacteriana

Método

Caracteristicas

Métodos de difusion en  El método se basa en la relacion entre la concentracion

agar de la sustancia necesaria para inhibir una cepa
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Método Caracteristicas

bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la
superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria
a ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de
papel filtro de 6 mm de diametro o se ha sembrado en
pozo impregnado con una cantidad conocida de la

sustancia.

Métodos de dilucion en  Es utilizado para determinar la concentracion minima

agar o en caldo bactericida (MBC) como la concentracién mas baja que
puede prevenir el crecimiento y la concentracion minima
inhibitoria (MIC) la concentracién mas baja de sustancia
que puede inhibir el crecimiento visible de un
microorganismo. La ventaja sobre los métodos de
difusion radica en un aumento de la sensibilidad para
cantidades pequefas, lo cual es importante cuando se
trabaja con productos naturales.

Bioautografia El método consiste en colocar las muestras a evaluar en
placas para cromatografia de capa fina, seleccionar la
fase movil con mejor separacion. La placa es colocada
en forma invertida sobre una caja de Petri previamente
inoculada con el microorganismo a evaluar. Se deja de 8
a 12 h en la nevera para facilitar la difusion de los
extractos en el medio, luego se retira la placa y se lleva
la caja a incubacidn segun los requerimientos del
microorganismo; luego se observa el halo de inhibicion

donde esta el compuesto activo.

(Hacek et al., 1999; Isada et al., 2002; McDermott et al., 2005; Silva et al., 2005).
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3. JUSTIFICACION

La miel de Scaptotrigona pectoralis se le atribuyen propiedades nutritivas y benéficas
para el ser humano, entre las que podemos mencionar su actividad antioxidante y
antimicrobiana. Por lo que es importante considerar otras alternativas de
comercializacion o productos de facil manipulacion de la miel. Esto podria lograrse con
el empleo de técnicas de microencapsulacion mediante secado por aspersion para la
obtencion de un producto en polvo con mayor vida de anaquel y que ademas conserve

los compuestos bioactivos
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas, asi como las actividades antioxidante y

antimicrobiana de la miel de Scaptotrigona pectoralis, en su forma liquida y

microencapsulada.

4.2 Objetivos especificos

1.

Evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas (color, humedad, pH, acidez,
ceniza, HMF, invertasa, azucares reductores, analisis de la fraccion volatil,
higroscopicidad, solubilidad y densidad) de la miel Scaptotrigona pectoralis en
su forma liquida y microencapsulada.

Determinar la actividad antimicrobiana de la miel liquida frente a patégenos

Gram positivos y Gram negativos.

Determinar la actividad antioxidante in vitro de la miel liquida vy

microencapsulada a través de los ensayos quimicos ABTS™ y DPPH".
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de la materia prima

La miel de Scaptotrigona pectoralis fue proporcionada por un meliponario ubicado en

el municipio de Tekax el cual se localiza entre los paralelos 19° 32" y 20° 19" de latitud

norte y los meridianos 89° 09" y 89° 39" de longitud oeste.

5.2 Estrategia experimental

La Figura 3 presenta el procedimiento que se realiz6 para la parte experimental de la

investigacion.

'

Analisis fisicoauimicos

Toma de la muestra de
miel Scaptotrigona
pectoralis

v

l

Color
Humedad
pH
Acidez Ceniza
HMF
Invertasa
Azucares reductores
Analisis de la fraccidn volatil

Analisis bioléaicos

Secado por aspersion

Miel microencapsulada

Analisis fisicoquimicos

Y

l

A 4

Antioxidantes
ABTS™
DPPH’

Antimicrobianos

Gram positivas

Gram negativas

Color
Humedad
HMF
Invertasa
Higroscopicidad
Solubilidad
Densidad
Anilisis de la fraccion volatil

v

Actividad Antioxidantes

ABTS™

Figura 3. Estrategia experimental del trabajo de investigacion
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La parte experimental se realizo en el Laboratorio de fermentacion y el Laboratorio de

analitica, ubicados en el Instituto Tecnolégico de Mérida, Yucatan.

5.3 Andlisis fisicos y quimicos de la miel

La composicion de la miel depende principalmente de las fuentes vegetales de las
cuales se deriva, pero también de la influencia de factores externos, como el clima, el
manejo de extraccion y almacenamiento. Un mal manejo de la miel puede reducir su
calidad; los factores que mas influyen en ello son las altas temperaturas, el tiempo de
almacenamiento y contenido de humedad (Crane, 1990). Las mieles de Yucatan
poseen propiedades fisicas, quimicas y sensoriales muy apreciadas en el mercado

internacional.

5.3.1 Color

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

se calibro con glicerina y las lecturas de color fueron realizadas a 635 nm.
5.3.2 Color CIE Lab

Las caracteristicas de color fueron evaluadas por el método CIE Lab (Comision
Internacional lluminacién) de acuerdo a la metodologia propuesta por Quek et al.
(2007) con un medidor de color de esfera portati modelo SP60 Marca X- Rite
(Perfomant Cert, 2008). Para ello la la miel fue colocada en un vaso de precipitado (40
mL) colocando 1 g de miel.

5.3.3 Humedad

Se emple6 el método refractométrico de Chataway (1932), revisado por Wedmore
(1955). Se hizo la lectura directa del indice de refraccion de una gota de miel, calibrado
el equipo previamente con agua. La humedad se calculé en base a tablas que
relacionan el indice de refraccion y la humedad, con correcidén por temperatura a 20
°C y expresandose los resultados en porcentaje de humedad.

5.3.4 pH
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El valor de pH de la miel se obtuvo a través de la medicion directa de una disolucion
de 10 g de muestra en 50 mL de agua destilada en un potencidmetro Hanna
Instruments pH211 (Woonsocket, Rl, EE.UU.) (AOAC, 2003).

5.3.5 Acidez

La determinacion de la acidez libre y total se realiz6 segun la Norma Mexicana NMX-
F-036-1997. La acidez libre se evalud por valoracion potenciométrica con una solucién
de NaOH hasta pH 8.5 y la acidez lactonica mediante valoracién por retroceso con
solucion de HCI tras la adicion de NaOH hasta pH 8.3. La acidez total se calculo
sumando la acidez libre y lactdnica. Los calculos se realizaron con las siguientes

férmulas:
o rmeq
Acidez libre (E> — (¥, — V,)(N,)(1000)(P)

me
Acidez lactonica (k_gq> = (10N, — V,N,)(1000)(P)

me
Acidez total (k_gq> = Acidez libre + Acidez lactbnica

Donde Vp: volumen consumido de alcali (mL), V: volume consumido de alcali por 75
mL de agua destilada (mL), V5: volumen consumido de &cido (mL). Np: normalidad del
alcali, Nz: normalidad del acido y P: peso de muestra (g). Los resultados fueron

expresados en meqg/kg de miel.

5.3.6 Cenizas

Se efectué mediante calcinacién de la muestra a 600 °C durante 4 h en una mufla
(Muffle furnace) (NOM-110-SSA1-1994), previa carbonizacién de dicha muestra y por
pesado del residuo remanente después de la calcinacion. Los resultados se

expresaron en porcentaje.

5.3.7 HMF
Se utilizé el método de la AOAC (2000), basado en el método de White (1979). Para
ello se realizé un tratamiento de la muestra de miel (1 g) con los reactivos de Carrez y
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posterior lectura de la absorbancia a 284 y 336 nm, con un espectrofotometro Cary 60
UV-VIS (Agilent Technologies, Malasia). Las determinaciones se realizaron por
triplicado y se us6 como blanco la muestra tratada con una disolucion de bisulfito
sodico que destruye la absorbancia debida al hidroximetilfurfural (Frias y Hardisson,
1992).

5.3.8 Invertasa

La actividad de le enzima fue determinada de acuerdo al método propuesto por la
Comision Europea de la Miel (Bogdanov et al., 2009), Con 1 g de miel y 5 mL de buffer,
este metodo se basa en el uso de p-nitrofenilo-a-D-glucopirandsido usado como
sustrato para la determinacion del numero de sacarosa en la miel se divide en glucosa
y p-nitrofenol por la accién de la a-glucosidasa (invertasa) que se encuentra en la miel.
Una vez transcurrida la reaccion, mediante el ajuste del valor de pH a 9.5, la reaccion
enzimatica se detiene y al mismo tiempo el p-nitrofenol se transforma en el anion
nitrofenolato, el cual corresponde a la cantidad de sustrato convertido y se determina
fotométricamente a 400 nm.

5.3.9 Azucares reductores

Se uso el método modificado de Lane-Eynon, que consiste en la reduccién del reactivo
de Fehling modificado por Soxhlet, titulando bajo ebullicion con azul de metileno como
indicador (Bogdanov et al., 2009).

5.3.10 Fraccion volatil

Se utilizé la microextraccion en fase solida del espacio de cabeza (HS-SPME) con una
fiora DVB/CAR/PDMS. EIl procedimiento consistio en mezclar 6 g de miel, 1.2 g de
NaCl y 2.4 mL de agua desionizada en viales de 15 mL con tapa de rosca y membrana
de silicona recubierta con teflon (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.). La muestra fue
agitada magnéticamente y se utilizé un tiempo de equilibrio de 10 min a 60 °C antes
de realizar la extraccion. La extraccion se hizo a 60 °C durante 40 min. Al final del
tiempo de extraccion, la fibra para SPME era retirada del vial e insertada en el puerto
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de inyeccion del cromatégrafo de gases para llevar a cabo la desorcion térmica de los

analitos.

Los analisis por cromatografia de gases fueron realizados en un cromatografo de
gases modelo AutoSystem XL (Perkin Elmer, Norwalk, EE.UU.), equipado con un
detector de ionizacion de flama. La desorcién se hizo durante 4 min en modo splitless
a 280 °C, con un inserto de 0.75 mm D.I. en el inyector. La separacion de los
compuestos volatiles fue realizada en una columna cromatografica RTX-5 (Restek
Corp., Norwalk, EE.UU.) de 30 m x 0.25 mm y 0.25 ym de espesor de fase estacionaria.
El programa de temperaturas de la columna fue el siguiente: inicio a 50 °C durante 4
min, posteriormente se incrementé hasta 250 °C a una velocidad de 4 °C/min,
manteniendo la temperatura final por 8 min (Cuevas et al., 2008).

5.4 Actividad antioxidante de la miel
5.4.1 Método de ABTS ™

La actividad antioxidante se determiné a partir del método de decoloracién ABTS™
[2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico)] de acuerdo al método de Re et al.
(1999). Se prepard el radical libre ABTS™ (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) (7 umoles)
con persulfato de potasio (2.45 pmoles), se mezclaron ambos reactivos y dejaron
reposar por 16 h en oscuridad. La absorbancia a 740 nm de la solucién ABTS™ se
ajustd a 0.7 £ 0.02, por diluciéon con etanol al 20 %. Para el analisis se prepararon
diluciones de la miel con etanol al 20 % de 0 a 1.5 g/mL. Para cada diluciéon se
colocaron en una microplaca 25 pL de miel en cada pozo y 175 pL de ABTS™. La
absorbancia de cada muestra fue medida en un lector de microplacas Multiskan FC
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se hizo una curva patrén del antioxidante
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Aldrich Chemical, St
Lois MO, EE.UU.) con etanol al 20 %, en el intervalo de 0 a 0.35 mM. Los ensayos

fueron realizados por triplicado y expresados como umol ET/100 g de miel.
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5.4.2 Método de DPPH’

La actividad antioxidante de la miel fue determinada de acuerdo a su capacidad de
captar el radical libre DPPH" (1,1-difenil-2-picril hidracilo). Para la formacién del radical
libre DPPH" (Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) se preparé una solucion al 0.1 mM con
metanol, la cual se mantuvo en oscuridad por 30 min hasta su estabilizacién. Para el
analisis de la muestra se prepar6 una solucion madre de 10 g/mL con metanol al 20
%. Se evaluaron diferentes concentraciones de la miel (0 a 4 g/mL). La capacidad de
captacion del radical DPPH' se determiné al agregar 25 pL de miel en cada pozo de
una microplaca y 175 uyL de DPPH’. La absorbancia de cada muestra fue medida a
540 nm en un lector de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EE.UU). Se realizé una curva con Trolox a diferentes concentraciones (0 a 0.5 mg/mL).

Los ensayos fueron realizados por triplicado y expresados umol ET/100 g de miel.

5.5 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se determiné mediante la técnica de difusion en disco
(Schwalbe et al., 2007). Se evaluaron cepas Gram negativas y Gram positivas que
transmiten enfermedades por alimentos (ETAS) y en algunos casos con resistencia a
antibioticos (Tabla 8). Se utilizaron los medios en agar LB (Lennox, Madrid, Espafa) y
Mueller Hinton (MH) (Becton Dickinson, México). El in6culo para cada microorganismo
se preparé a una concentracion de 1x108 UFC/mL con una solucién salina y ajustada
con un espectrofotometro (Eppendorf, Biophotometer, Alemania) a 600 nm, por utlimo
se realizé la dilucion correspondiente hasta obtener el indculo a utilizar de 1x10°
UFC/mL. Se anadié 40 pl de una disolucion de miel S. pectoralis a diferentes
concentraciones por disco de celulosa estérilizado y un disco de celulosa esterilizado
de 20 pl con una concentracion de 10 mg de antibidtico kanamicina como control
positivo, se dejo incubar durante 12 horas a 37 °C. La actividad antimicrobiana se
determino al medir los diametros de los halos de inhibicion.
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Tabla 8. Cepas bacterianas usadas para evaluar la actividad antimicrobiana

Gram positiva Gram negativa

Staphylococcus aureus ATCC25923 Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

Vibrio choleare ATCC
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5.6 Método de secado por aspersiéon

EL proceso se realizé en un secador por aspersion a escala de laboratorio modelo SD-
05 (LabPlant, Huddersfield, Inglaterra) (Figura 5). De acuerdo con Cuevas et al., 2016,
se seleccionaron las condiciones de operacion siguientes: temperatura del aire de
entrada 150 °C, flujo de aire 73 m*/h, flujo de alimentacién de la muestra a encapsular,
0.49 L/h, bajo estas conciciones de operacion la temperatura de aire de salida 75-85
°C. El secador opero en co-corriente con un atomizador con diametro de orificio de 0.5
mm. La solucién de alimentacion consisti6 en una solucién de miel (80 g),
maltodextrina 10 DE (IMSA, Guadalajara, México) (98.7 g) y agua destilada (480 g),
representd un 23 % p/v de sélidos en la mezcla de alimentacion. Esta mezcla se
mantuvo con agitacion magnética y a 25 °C durante todo el proceso. Las corridas se
hicieron por duplicado.

Figura 4. Equipo secador por aspersiéon modelo LabPlant SD-05

5.7 Analisis del microencapsulado
5.7.1 Color

El color se determind con los valores de L*, a, b.
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Las caracteristicas de color fueron evaluadas por el método CIE Lab (Comision
Internacional lluminacién) de acuerdo a la metodologia propuesta por Quek et al.
(2007) con un medidor de color de esfera portati modelo SP60 Marca X- Rite
(Perfomant Cert, 2008). Para ello la la miel microencapsulada fue colocada en un vaso
de precipitado (40 mL) colocando 1 g en 1 mL de agua destilada, las lecturas se

realizaron por triplicado.
5.7.2 Humedad

El contenido de humedad se determind colocando 1 g del microencapsulado en un
balanza electronico de humedad CRODE (Mérida, Yucatan, México).

5.7.3 HMF

Se determin6 de la misma manera que en miel liquida (5.3.7), reconstituyendo 1.9 g
de miel microencapsulada y tomando 1 mL de agua.

5.7.4 Invertasa

Se determin6 de la misma manera que en miel liquida (5.3.8), reconstituyendo 1.9 g
de miel microencapsulada y tomando 5 mL de buffer.

5.7.5 Higroscopicidad

La muestra del polvo microencapsulado (1 g) se colocé en un desecador a 25 °C, con
una solucion saturada de NaCl (75,29 % RH). Después de 48 h, la muestra se pesé y
la higroscopicidad se calculé como la humedad adsorbida en 100 g de sdlidos secos
(g/100 g) (Tonon et al., 2008).

5.7.6 Solubilidad

Se realizd a partir de 1 g de muestra con 25 mL de agua destilada a 25 °C. La mezcla
se agitoé en un vaso de precipitado de 50 mL con agitacion magnética a 890 rpm y con
una barra de agitacion de 2 mm x 7 mm. El resultado se registro por el tiempo requerido
para disolver completamente a la muestra (Goula et al., 2010).

5.7.7 Densidad aparente
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La densidad del microencapsulado se midié usando un cilindro graduado mediante la
determinacién del volumen ocupado por 1 g de polvo utilizando una probeta de 10 mL
(Goula et al., 2010). Se calcul6 como el cociente entre el peso y el volumen,
expresando el resultado en g/mL.

5.7.8 Composicion de la Fraccion volatil

La identificacidn de la fraccidn volatil en el microencapaslado se realizé con las mismas
condiciones utilizadas en miel (5.3.10), utilizando 3.75 g de miel, 3.5 mL de agua
destilada y 0.5 g de NaCl, por otra parte se realizo una referencia con 2 g de miel, 2.25
de maltodextrina, 5.8 mL de agua y 1 g de NaCl en viales de 15 mL con tapa de rosca

y membrana de silicona recubierta con teflon (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.).

5.8 Actividad antioxidante del microencapsulado de miel

Se realizo mediante el método ABTS™ utilizando la misma metodologia en miel (5.4.1),
utilizando 1.75 g de microencapsulado disolviendolo en 1 mL de agua, realizando una

referencia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Evaluacion de composicion de la miel
6.1.1 Analisis fisicoquimicos

En la Tabla 9 se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas de la miel S. pectoralis.
De acuerdo al valor obtenido en la escala Pfund (mm) y clasificando con respecto a la
Norma IRAM 15941--2: 2007 esta miel se considera como de color ambar. Por su
parte, utilizando los valores obtenidos por el método CIE Lab y el valor de luminosidad
propuesto por Gonzalez et al. (2005) esta miel podria considerarse como oscura
(mieles oscuras con L*< 50), con tonalidades amarillentas debido a los valores
positivos de a y b. Estos valores de color pude ser asociado con el origen floral, el
almacenamiento prolongado, la luz, posibles reacciones enzimaticas, la temperatura,
asi como el contenido de los minerales (Crane, 1985; Pamplona, 1989; Alves et al.,
2005; Baltrusaityte et al., 2007).

El contenido de humedad de la miel de S. pectoralis se encuentra dentro de los
parametros sugeridos por Vit et al. (2004) para abejas sin aguijon (max 30 %), otros
estudios han presentado valores similares como en miel de Melipona beecheii (26.0
%) proveniente de Honduras (Mendieta, 2002), de Yucatan (23.2 %) (Lira, 2009) y ,
pero menor a la miel de melipona ecuatoriana (34.1 %) (Guerrini et al., 2009). La
diferencia del contenido de humedad puede depender de varios factores como la
temporada de cosecha, el grado de madurez alcanzado y factores climaticos (Finola
et al., 2007). Por otra parte, la miel de abejas sin aguijon, se distinguen de las mieles
de Apis Mellifera, debido a su alto contenido de agua.
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Tabla 9. Caracteristicas fisicas y quimicas de la miel de S. pectoralis

Caracteristicas Resultado
Color (mm Pfund) 84.33 (dmbar)
Color CIE LAB L*: 33.14
a*: 4.91
b*: 13.24
Humedad (% m/m) 24.0
pH 3.60
Acidez (meq/kg) 115.03
Cenizas (% m/m) 0.25
Hidroximetilfurfural (mg/kg) 67.23
Invertasa (IN) 21.37
Azucares reductores (%) 37.38

El pH de la miel S. pectoralis fue similar al pH de M. beecheii (3.37) (Mendieta, 2002)
y al de Melipona favosa (3.86) (Vit et al. 2012). El valor de pH entre especies puede
estar influido por el pH del néctar, el suelo o las plantas, asi como las sustancias
mandibulares de las abejas que afaden el néctar a la colmena (Crane, 1985;
Evangelista et al., 2005).

La acidez fue mayor a lo establecido (maximo 50 meg/kg) por el CODEX STAN 12-
1981 para A. mellifera. Un valor similar (123.33 meg/kg) fue observado por Mendieta
(2002) en un estudio realizado en miel Tetragonisca angustula de Honduras, otro
estudio se llevo a cabo por Moo et al. (2015) reportando resultados con miel M.
beecheii de Yucatan (71.3 meqg/kg). Las mieles de abejas sin aguijén difieren de la A.
mellifera (15 a 19 meq/kg) por su alta acidez (Grajales et al., 2013). De acuerdo con
Moguel et al. (2005) esto podria deberse a que las mieles de abejas sin aguijon
permanecen mas tiempo en las colmenas. Bruijn et al. (1997) mencionan que un pH
bajo y una acidez alta, puede causar una excelente resistencia hacia los

microorganismos.
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El contenido de cenizas de la miel S. pectoralis fue menor al valor maximo (0.5 %)
encontrados por Vit (2004) para diferentes especies de abejas sin aguijon. Sin
embargo, un contenido de cenizas mas alto (0.68 %) se observé en un estudio
realizado en mieles de Scaptotrigona sp. (Vit, 2009). Diferencias entre el contenido de
cenizas, podria deberse al origen botanico, el origen geografico y a la composicién de
metales de los suelos tropicales (Popek, 2002; Rodriguez et al., 2003; Felsner et al.,
2004; Bogdanov et al., 2004; Malacalza et al,. 2005; Ozcan et al., 2006).

El contenido de HMF fue alto a diferencia del reportado en mieles A. mellifera
(Malacalza et al., 2005) (maximo 40 mg/ kg). Sin embargo, valores similares han sido
obserados en un estudio realizado con mieles de Brasil, M. becheii (64.8 mg/ kg) y en
M. solani (78.5 mg/ kg) (Almeida 2008). Estos valores estan dentro del maximo
establecido (max. 80 mg/kg)por la NMX-F-036-1997 para A. mellifera. La diferencia de
HMF esta relacionada directamente con el tiempo de almacenamiento y la temperatura
del ambiente, la humedad, la acidez, el pH, el contenido de agua y minerales (White,
1979; Rego et al., 2002).

La actividad de invertasa para la miel en estudio fue de 21.37 IN. Este resultado se
encuentran dentro del valor establecido por Harmonised methods of the European
Honey Commision (>8) para mieles de A. mellifera. La variabilidad en la actividad de
la enzima invertasa, en diferentes mieles, posiblemente es debido a factores como:
recoleccion de néctar, abundancia de flujo de néctar y su contenido de azucar, edad
de las abejas (Persano et al., 1999).

En cuanto a los azucares reductores el resultado obtenido se encuentra por debajo de
lo reportado por Vit et al. (2004) quien menciona un valor minimo del 50 % para mieles
de Melipona. Asi mismo, un estudio realizado en mieles sin aguijon ecuatorianas
presenton resultados similares con el 44.5 % de azucares reductores (Guerrini et al.,
2009). La miel puede ser descrita como una solucién acuosa altamente concentrada
de dos azucares, glucosa y fructosa, con pequefias cantidades de otros azucares mas
complejos (Zamora y Chirife, 2005). El bajo contenido de azucares reductores
presentes en algunas mieles prodia ser debido a factores como agitacion, temperatura
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de almacenamiento y presencia de materiales como impurezas, proteinas y otros

carbohidratos.
6.1.2 Analisis de la fraccion volatil

La fraccion volatil de la miel S. pectoralis esta conformada por una mezcla de
compuestos constituidos principalmente por alcoholes (16 %), acido carboxilico (15
%), aldehidos (15 %), terpenos (15 %), alcanos (15 %), cetonas (12 %), eter (4 %) y
ester (4 %) (Figura 6). Se identificaron 26 compuestos siendo los mayoritarios el acido
acético, etanol, octadecanol y p-anisaldehido (Tabla 10). Un estudio realizado con
mieles uniflorales del estado de Yucatan de floracion dzidzilché, se encontré que el p-
anisaldehido fue un compuesto mayoritario Cuevas et al. (2012). El acido acético
otorga un olor fuerte a vinagre, mientras que el p-anisaldehido otorga un olor de
almendra, anis o menta a la miel. El acido acético y el grupo de alcoholes han
presentado inhibicion en el crecimiento de algunos organismos patdégenos

(Osmojasola et al., 2002; Pubchem. ncbi. nim. nih. gov, 2016).

Desconocido
4%

Alcohol
Alcano 16%

15%

Eter
4%

Cetona
12%

erpeno Aldehido
15%

AL

hhhhh

Figura 5. Cromatograma y distribucion proporcional de los distintos grupos de
compuestos volatiles extraidos por HS-SPME.

34



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 10. Compuestos volatiles identificados para la miel S. pectoralis por HS-

SPME/CG-EM
Compuesto T.R? I.LR® % Area entre
i los picos
identificados
Alcoholes
Etanol 1.46 427 22.24
Tetradecanol 39.7 1675 0.66
1-Hexadecanol 42.82 1882 0.59
Octadecanol 47 .4 2039 13.5
Eter
Etil acetato 214 605 trc
Acido carboxilico
Acido acético 2.38 677 25.96
Acido octanoico 19.11 1188 0.60
Acido decanoico 25.3 1386 0.27
Aido dodecanoico 31.04 1572 0.20
Aldehido
Benzaldhido 10.7 958 1.07
Benzeneacetaldehido 13.66 1044 0.64
p- Anisaldehido 21.51 1252 11.24
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Compuesto T.R? I.LR® % Area entre

i los picos
identificados

Tetradecanal 37.3 1617 0.36

Terpeno

Trans-linalool oxido 14.52 1088 tr

Hotrienol 15.71 1103 1.75

Allocimen 16.82 1127 0.17

Oxido de nerol 17.39 1153 0.21

Ester

Etilfeilacetato 20.72 1246 0.47

Cetona

2-Undecanona 22.16 1290 2.83

2-tridecanona 28.53 1489 210

2-tetradecanona 34.23 1499 0.56

Alcano

Hexadecano 36.59 1600 0.07

1-Docoseno 47.53 2194 2.31

Tetracosano 47.9 2315 6.32

Pentacosano 51.79 2400 1.47
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Compuesto T.R? I.LR® % Area entre

los picos

min

identificados

Desconocido

Desconocido 43.05 Tr 0.47

2T.R: Tiempo de retencion
°.R: Indice de retencion

tr: trasas

El aroma de la miel se atribuye a diferentes compuestos quimicos de peso molecular
bajo. La composicion quimica de la miel se deriva directamente de las flores visitadas
por las abeja (Roberts et al., 2002). Otros compuestos, sin embargo, se generan

durante el procesamiento de la miel y el almacenamiento (Castro et al., 2007).

6.1.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante (AA) de la miel de S. pectoralis determinada por el método
ABTS", fue de 36 = 1.73 umol ET/100 g de miel. Un valor similar se observo en un
estudio realizado con miel M. solani (39.07 umol ET/100 g) mientras que un valor
mayor se detecté para M. beecheii (87.38 umol ET/100 g) en mieles sin aguijon de
Guatemala (Gutiérrez et al., 2009). La actividad antioxidante de la miel en estudio es
clasificada como baja de acuerdo al sistema de categorizacion sugerido para miel de
abejas por Vit et al. (2008). Vit et al. (2008) indican que las propiedades antioxidantes
de la miel estan relacionadas con su color y contenido de humedad, ya que muchos
de los pigmentos que presentan (carotenoides y flavonoides) actividad antioxidante y
el contenido de agua de la miel puede determinar el grado de acumulacion de
compuestos antioxidantes solubles en agua. El contenido de humedad y actividad
antioxidante de la miel S. pectoralis en este estudio fue similar a la miel M. solani con

una humedad de 23.75 y AA 39.05 umol ET/100 g y menor que para M. beecheii con
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un mayor contenido de humedad 27.20 y AA 87.38 umol ET/100 g. Por otra parte, los
resultados de color (82.33 mm Pfund) de la miel de S. pectoralis estudiada fue mayor
al de M. solaniy M. beecheii de Guatemala con 11y 25.5 mm Pfund respectivamente.
Lo cual nos impidio relacionar la actividad antioxidante encontrada para la miel en este
estudio, con valores de color de la misma. La menor AA de la miel S. pectoralis podria
ser atribuible a una baja concentracion de compuestos polifendlicos, acidos fendlicos
y enzimas (catalasa y glucosa oxidasa), a quienes generalmente se les atribuye esta

propiedad (Rodriguez, 2012).

Por su parte, el valor de la actividad antioxidante de la miel S. pectoralis por el método
DPPH’ fue menor (3.5 = 0.2887 umol ET/100 g) a la reportado con el método ABTS”,
lo cual, ha sido observado por diversos autores en estudios realizados con miel
(Rodriguez 2012; Piljac-Zegarac et al., 2009). Esto demuestra que los valores de
ABTS™ son mas altos respecto a los valores de DPPH’ lo cual puede ser debido a la
baja selectividad del ABTS™ ya que reacciona con cualquier compuesto aromatico
hidroxilado, independientemente de su potencial antioxidante real (Roginsky et al.,
2005). Por otro lado, si la capacidad antioxidante de la miel se debe a la presencia de
acidos fendlicos, flavonoides y otro tipo de polifenoles (Ahn et al., 2007; Choi et al.,
2006; Russo et al., 2004), se debe tener en cuenta que el DPPH’ es mas selectivo que
el ABTS" y, a diferencia de este ltimo, no reacciona con los flavonoides carentes de
grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo grupo
hidroxilo (Roginsky et al., 2005).

6.1.4 Actividad antimicrobiana

La miel de S. pectoralis logro inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (Figura 7). La inhibicion de S. aureus
fue directamente proporcional a la concentracion de miel anadida. En otros estudios
se ha demostrado actividad antimicrobiana de mieles de abejas sin aguijén tales como
las variedades T. angustula de Colombia (Gamboa et al. 2009), T. carbonaria de
Australia (Boorn et al., 2009), S. bipunctata Lepeletier y S. postica Latreille de Brasil
(Nishio et al. 2016) contra S. aureus. Se observo que la miel S. pectoralis logro la
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inhibicién de la bacteria E. fecalis. Sin embargo, los halos de inhibicién no fueron muy
visibles (Figura 7b). La inhibicién de este patdégeno ha sido observado utilizando la
miel de abeja sin aguijon T. carbonaria (50 % p/v) (Boorn et al., 2009). Otros autores
tales como Ng et al. (2014) y Khalil et al., (2014) han demostrado que mieles de A.

mellifera tienen actividad antimicrobiana contra este patdgeno.

Figura 6. Actividad antimicrobiana de miel S. pectoralis contra bacterias Gram

positivas a) S. aureus y b) E. faecalis.

En cuanto a las bacteria Gram negativas evaluadas (Figura 8), V. cholerae presento
halos de inhibicion en todas las concentraciones de miel evaluadas, los cuales fueron
aumentando al incrementar las concentraciones sin lograr superar el halo de inhibicién
del control postivo. Por su parte Molan (1992) y Montenegro et al., (2009) encontraron

actividad antimicrobiana con la miel A. mellifera de Chile en esta bacteria.
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c)

Figura 7. Halos de inhibicion que demuestran la actividad antimicrobiana de miel S.
pectoralis contra bacterias Gram negativas a) V. cholerae, b) P. aeruginosa'y c) E. coli.

P. aeruginosa presentd pequefios halos de inhibicion para todas las concentraciones
de S. pectoralis evaluadas. Otros estudios reportan la susceptibilidad de este
microorganismo frente a mieles de abeja sin aguijon de Guatemala (Dardén et al.,
2008), Ecuador (Guerrini et al., 2009) y Costa Rica (Zamora et al., 2011; Fallas et al.,
2013). Para la bacteria E. coli se observa unos pequefios halos de inhibicién, Agbagwa
et al., (2010) utilizaron miel de A. mellifera de Nigeria, la cual presento una baja

inhibicion contra la E. coli.
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6.2 Estudio del microencapsulado

A simple vista se obtuvo un polvo deshidratado con tonalidades amarillentas y suave
(Figura 8).

Figura 8. Microencapsulado de miel S. pectoralis

Los resultados de las mediciones de color para el microencapsulado de miel S.
pectoralis reconstituido con agua se encuentran en la Tabla 11. El valor de L* fue alto
(L>50), mientras valores positivos de a* y b* correspondiente a la region rojo y amarillo
fueron observados. Como los dos valores a/b son positivos (+0.03) indica la presencia
de colores amarillos (Padron Pereira et al., 2012). De acuerdo a diversos autores una
mayor luminosidad en los microencapsulados reconstituidos es atribuida
principalmente a una mayor concentracién de maltodextrina utilizada (Grabowski et al.,
2006; Kha et al., 2010; Caliskan y Dirim, 2013; Mishra et al., 2014).

El contenido de humedad (5 %) del microencapsulado de la miel en estudio obtenido
por secado por aspersion fue similiar al reportado por Cuevas et al. (2016) en el
microencapsulado de miel M. beecheii (4.95%) utilizando las mismas condiciones de
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operacion del equipo. Por otra parte, un menor contenido de humedad (3.1 %) se
observé en el microencapsulado (60:40 maltodextrina:miel) de miel A. mellifera
proveniente de Australia (mini secador por pulverizacién Bulchi B-290) (Shi et al.,
2013), esto posiblemente al menor flujo de aire utilizado (36 m*/h) en ese estudio. De
acuerdo con Tonon et al. (2008) velocidades mas altas de atomizacién implican
tiempos mas cortos de contacto con el aire caliente, por lo que la transferencia de calor

es menos eficiente y resulta una menor evaporacion del agua.

Tabla 11. Caracteristicas del producto microencapsulado de miel de S. Pectoralis

Caracteristicas Resultado
Color CIE LAB L*: 92.64
a*: 0.24
b*: 7.75
Humedad (%) 5.00
HMF (mg/kg) 74.30
Invertasa (IN) 7.40
Higroscopicidad (g/100g) 21.01
Solubilidad (s) 264.00
Densidad (g/mL) 0.33

El contenido de HFM del microencapsulado de la miel de S. pectoralis reconstituido
fue mayor al obtenido para la referencia (miel, maltodextrina y agua) (62.69 mg/kg), lo
cual podria deberse a la temperatura de operacién utilizadas en el secado por
aspersion. Fallico et al. (2004) y Tosi et al. (2004) mencionan que el aumento del HMF

en la miel se debe al incremento de la temperatura.

El valor de invertasa del microencapsulado reconstituido fue menor al establecido para
la miel S. pectoralis. Karabournioti et al. (2001) mencionan que la descomposicion de
la invertasa es muy rapida y se inicia desde 35 °C. Por lo que se puede asumir que la
disminucién en el microencapsulado sea debido a la temperatura empleada en el
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proceso de secado por aspersion. Ambos resultados se encuentran dentro del

parametros establecido por la International Honey Comission.

La higroscopicidad del microencapsulado, fue similar a lo reportado para
microencapsulados de A. mellifera 25.29 g/100g (Shi et al. 2013) y miel M. beecheii
19.8 g/100g (Cuevas et al. 2016). Esto podria deberse a la misma proporcion de miel
y maltodextrina (40:60) utilizada en estos estudios. La higroscopicidad podria estar
relacionada con el contenido de maltodextrina, ya que esta presenta un peso molecular
alto en comparacion con azucares e higroscopicidad relativamente baja. Por lo tanto,
la maltodextrina aumenta el peso molecular de la mezcla y disminuye la capacidad de

absorcion de agua en el polvo (Horuz et al., 2012; Samborska et al., 2015).

El microencapsulado de la miel de S. pectoralis fue completamente soluble en agua
debido principalmente al contenido de maltodextrina utilizada. La maltodextrina es uno
de los agentes mas utilizados en el secado por aspersion debido a su alta solubilidad
(Cano-Chauca et al., 2005). Un tiempo de solubilidad similar ha sido reportado en el
microencapsulado de miel M. beecheii de 228 s utilizando las mismas condiciones de
operacion del proceso de secado (Cuevas et al., 2016). La solubilidad es el paso final
de la disolucion en polvo y se considera como el determinante clave de la calidad
general de reconstitucion (Chen y Patel, 2008; Fang et al., 2008).

La densidad del microencapsulado obtenida presentd una relacion similar a la
observada en un estudio con miel de A. mellifera 0.33 g/mL (Samborska et al., 2015).
Densidades mas altas han sido reportadas en microencapsulados de A. mellifera (0.48
y 0.47 g/mL) (Jedlinska et al., 2012; Shi et al., 2013) y M. beecheii (0.47 g/mL) (Cuevas
et al., 2016). La densidad en los polvos se puede ver afectado por la composicion
quimica, tamafo de particula y contenido de humedad, asi como por las condiciones
de procesamiento y almacenamiento (Beristain et al. 2001; Goula et al., 2004).
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6.2.1 Composicion de la fraccion volatil del microencapsulado de miel de S.
pectoralis

En la Tabla 12 se presenta los compuestos volatiles identificados en la fraccion volatil
del microencapsulado de S. pectoralis mediante HS-SPME/CG-EM. Un total de 17
compuestos fueron identificados en el polvo reconstituido, a diferencia de los 15
compuestos observados en la referencia (miel, maltodextrina y agua). Asi, la
composicion de volatiles unicamente se observé diferente por la deteccion de los

compuestos geranilacetona y acido dodecanoico en el microencapsulado de miel.

Tabla 12. Compuestos volatiles identificados para el microencapsulado de la miel S.
pectoralis por HS-SPME/CG-EM

Compuesto T.R? T.I° % Area
Alcoholes

Farnesol 37.85 1753 3.10
Tetradecanol 39.7 1675 5.94
1-Hexadecanol 41.82 2009 5.20
Octadecanol 47 .4 20981 31.29

Acido carboxilico

Acido dodecanoico 31.04 1572 4.41
Aldehido

Benzeneacetaldehido 13.68 1044 0.49
Tetradecanal 37.3 1609 5.42
Terpeno

Hotrienol 15.73 1103 0.56
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Compuesto T.R? T.I° % Area
para-anisaldehido 21.58 1270 4.82
Ester

Ftalato de dibutilo 41.07 1897 8.04
Acido tetradecnoico, 41.47 1975 3.36
etil ester

Cetona

Geranilacetona 27.23 1453 2.58
2-tridecanona 28.51 1491 415
2-tetradecanona 34.23 1584 1.64
Alcano

Tetracosano 47.9 2400 11.40
Pentacosano 51.79 2600 1.3

Desconocido

Desconocido 31.31 - 6.23

2T.R: Tiempo de

retencion

b| R: indice de

retencion

tr: trasas
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La fraccion volatil del microencapsulado de miel esta conformada principalmente por
alcoholes y cetnonas, seguido de compuesto minoritarios como aldehido, alcanos,
éster, terpenos, acido carboxilico y desconocidos (Figura 9). La retencion de
compuestos volatiles fue de 77.23 % comprado con la referencia. Este resultado fue
mayor que el observado en el microencapsulado de miel M. beecheii (70 %) en un
estudio realizado por Cuevas et al. (2016) con las mismas condiciones del proceso de
secado por aspersion. Esto podria ser debido a compuestos volatiles con mayor peso
molecular presentes en el polvo de S. pectoralis, los cuales tienden a retenerse mejor
durante el secado por aspersion (Chin et al., 2010).

Figura 9. Cromatograma vy distribucién proporcional de los distintos grupos de
compuestos volatiles del micrencapsulado de miel S. pectoralis extraidos por HS-
SPME/CG-EM.
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6.2.2 Actividad antioxidante del microencapsulado de miel S. pectoralis

La actividad antioxidante del microencapsulado reconstituido junto con su referencia
(miel, maltodextrina y agua) se evalué por el metodo de ABTS*. Una mayor actividad
antioxidante se observo en el polvo reconstituido (50 + 1.03 umol ET/100 g) comparado
con la referencia (39 + 1.25 umol ET/100 g). Generalmente un tratamiento con altas
temperaturas afecta adversamente la estructura de compuestos fendlicos o
compuestos que otorgen la actividad antioxidante, causando la descomposicion en
diferentes formas (Mishra et al., 2014). Sin embargo, Horuz et al. (2012) hace
referencia a una mayor capacidad antioxidante en el microencapsulado de jugo de
granada al incrementarse la temperatura. Esto posiblemente por la produccién de
reacciones de pardeamiento no enzimatico, tales como la reaccién de Maillard, la cual
la han asociado con la formacion de compuestos con capacidad antioxidante, la
oxidacion enzimatica o quimica de los polifenoles son generalmente responsables de
una peérdida en su capacidad antioxidante; Sin embargo, observaciones recientes
sugieren que los polifenoles parcialmente oxidados pueden exhibir mayor actividad
antioxidante que la de los fenoles no oxidado (Cai et al., 2008; Tezcan et al., 2009).

Por otra parte, hay que tener en cuenta que los polifenoles, acido ascorbico y otros
compuestos de carbonilo, incluso si se forman durante las reacciones oxidativas puede
tomar parte en la reaccién de Maillard (Bhandari et al., 1997; Goula et al., 2008). La
contribucion de estos compuestos para la formacion de antioxidantes inducidas por el

calor es aun desconocido.
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7. CONCLUSIONES

Los parametros fisicoquimicos de la miel de Scaptotrigona pectoralis se encuentran
dentro de los parametros sugeridos por Vit et al. (2008) para mieles de abejas sin
aguijon.

La fraccion volatil de la miel S. pectoralis esta constituida por 26 compuestos,

considerandose como mayoritarios acido acético, etanol, octadecanol y p-
anisaldehido.

La miel S. pectoralis presentd una mayor actividad antioxidante con el método
ABTS™ (36.00 + 1.73 umol ET/100 g) y mayor inhibicién contra las bacterias S.

aureusy V. cholerae.

El microencapsulado de la miel S. pectoralis presento buenas caracteristicas fisicas

como bajo contenido de humedad, higroscopicidad y alta solubilidad.

El proceso de secado por aspersion no modifico la fraccion volatil del
microencapsulado de la miel S. pectoralis y mejoro la actividad antioxidante (50 +
1.03umol ET/100 g) por lo que se puede utilizar como un alimento de valor

agregado.
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