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1. INTRODUCCION

Las condiciones medioambientales existentes en Espafa unido a la capacidad
pecoreadora de sus abejas y a las practicas apicolas, hacen que la produccion de
miel sea una constante en la actividad agropecuaria, siendo un alimento

representativo en la cultura gastrondmica y en la dieta mediterranea.

La producciéon apicola se configura como uno de los mejores modelos de
produccién sostenible, en la que confluyen intereses econdmicos y sociales, al
favorecer la fijacion de la poblacién en el medio rural en zonas donde el
desempefio de otras actividades es complicado y al mejorar el medioambiente,
ya que se trata de una produccion totalmente respetuosa con su entorno a la
vez que facilita la polinizacion (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion,

2007).

En Espafia se producen una gran variedad de mieles muy apreciadas por sus
caracteres organolépticos y propiedades nutricionales. La calidad de este
alimento es una propiedad compleja en la que se aunan criterios higiénicos,
nutricionales, comerciales, sensoriales u organolépticos, de uso, psicosociales,

de coste y ambientales.

Los apicultores comercializan la miel principalmente a granel, utilizando bidones
metalicos que son destinados a empresas envasadoras. El consumidor adquiere
este alimento expuesto en el comercio bajo condiciones de temperatura
ambiente, en envases de diferentes materiales y formas de presentacion,
sefialandose en su etiquetado la indicacién de la fecha de duracidn minimay las

condiciones especiales de conservacion y utilizacion.
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La calidad de un alimento envasado, y de la miel en particular, puede verse
afectada negativamente durante su almacenamiento por los siguientes factores:
contaminacion por riesgos bioldgicos, quimicos o fisicos; fuerzas mecanicas
(dafos por impacto, vibracidn, compresién o abrasion); adulteracion de forma

fraudulenta y manipulacién inadecuada.

El material de envase, la luz y la temperatura son factores que inciden
directamente sobre la calidad de un alimento envasado durante su

almacenamiento.

El material de un envase alimentario proporciona una barrera entre el mismo y
el exterior preservando con ello su calidad. Permite un control en la velocidad
de transmision de la luz y del calor, preserva al alimento de la humedad y de los
gases y finalmente actia como barrera frente a microorganismos e insectos. El
envase no debe reaccionar con el alimento y debe permitir un manejo sencillo
durante los procesos de llenado, sellado, transporte, almacenamiento, venta, y

finalmente utilizacion por parte del consumidor.

La cantidad de luz absorbida o transmitida varia de acuerdo con el material de
envase y con la longitud de onda de la luz incidente sobre el producto. Algunos
materiales transmiten tanto la luz visible como la ultravioleta; aquellos envases
donde se muestra el contenido deberan permitir el paso de la luz, pero aquellos
alimentos susceptibles de alteracion deben impedirla y para ello algunos
envases incorporan en sus materiales pigmentos que impiden esta incidencia

(Fellows, 2007).

La capacidad aislante de un envase depende de su conductividad térmica. Asi,

algunos materiales se aislan del calor transmitido por conduccion y los
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materiales reflectantes del transmitido por radiacién, siendo notorio que el
control de la temperatura de almacenamiento es mds importante que la

capacidad del envase para proteger el alimento del calor (Fellows, 2007).

Los parametros fisico-quimicos y bioldgicos que permiten evaluar la calidad de
la miel envasada durante su almacenamiento son: hidroximetilfurfural, color,

pH, acidez, actividad enzimatica, fenoles, flavonoides y actividad antioxidante.

El hidroximetilfurfural (HMF) es un aldehido ciclico que se forma a temperatura
ambiente en las mieles a partir de la deshidratacion de la fructosa en medio
acido (valor medio de pH 3,9). Este proceso se acelera por calentamiento o
almacenamiento a elevadas temperaturas (White & Siciliano, 1980). Su
presencia afecta a la calidad del producto ya que produce oscurecimiento por
interrelaciones con compuestos aminados y azucares, sufriendo polimerizacion

tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

El oscurecimiento de la miel es un fendmeno que se halla relacionado con su
composicién y con la temperatura de almacenamiento. Los componentes que
posiblemente influyen en los cambios de color son la relacidn glucosa fructosa,
el contenido de nitrégeno, de aminoacidos libres y de humedad (Pereyra, Burin

& Buera, 1999).

El pH es un pardmetro importante a tener en cuenta durante el
almacenamiento por su influencia sobre el desarrollo de microorganismos, la
actividad enzimatica, las propiedades fisicas del producto como la textura y la
estabilidad (Estupifian, Sanjuan, Millan & Gonzalez-Cortes, 1998a). Su origen

radica en las reacciones enzimdaticas que tienen lugar durante la maduraciéon y
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almacenamiento del producto, influyendo en las propiedades antibacterianas y

antioxidantes del alimento.

Los principales enzimas presentes en la miel son: diastasa (o.— amilasa),
invertasa (o -glucosidasa) y la glucosa-oxidasa de naturaleza termolabil,
observandose que un manejo inadecuado durante el almacenamiento puede
degradarlas completamente (Crane, 1975). La evaluacion de la actividad

enzimatica permite conocer el grado de frescura de una miel.

Otras sustancias bioactivas presentes son los compuestos fendlicos, flavonoides
en particular, que participan en el flavor, color y textura. Actualmente
despiertan interés por sus potenciales beneficios para la salud por ser destacada
su actividad antioxidante (Blasa, Candiracci, Accorsi, Maria Piera Piacentini,

Albertini & Piatti, 2006) y accién antimicrobiana (Fenema, 2000).

En la presente tesis doctoral nos hemos planteado realizar un estudio de
evaluacién de la calidad de la miel mediante la determinaciéon de pardmetros
fisico-quimicos y bioldgicos, sometiendo muestras de miel a diferentes
condiciones de almacenamiento (temperatura, con vy sin iluminacién),
envasadas en distintos materiales de envase: vidrio, cerdmica, tereftalato de
polietileno (PET) y polipropileno (PP) a diferentes intervalos de tiempo. El
analisis estadistico realizado sobre los resultados obtenidos en el laboratorio,
nos ha permitido obtener las conclusiones que se muestran en el presente

estudio.
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2. OBIETIVOS

Con la presente tesis se persiguen los siguientes objetivos:

Objetivo General
Evaluar la influencia de las condiciones de almacenamiento y materiales de
envase sobre la calidad fisico-quimica y biolégica de la miel utilizando un disefio

experimental y estadistico.

Objetivos Especificos

Determinar los parametros fisico-quimicos y bioldgicos que estan relacionados

con la calidad de una miel almacenada.

Disefiar un experimento que permita evaluar simultaneamente la influencia de
los materiales de envase y las condiciones de almacenamiento (temperatura, con

y sin iluminacion) sobre los pardmetros de calidad en la miel.

Analizar las muestras de miel en las diferentes etapas y condiciones de

almacenamiento.

Realizar un analisis estadistico de los datos obtenidos en el laboratorio.

Identificar los factores experimentales que influyen en las variaciones de los

parametros fisico — quimicos y biolédgicos estudiados durante el almacenamiento

de la miel.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. La miel como alimento

El Real Decreto 1049 de 2003 por el que se aprueba la norma relativa a la
calidad de la miel, la define como “la sustancia natural dulce producida por la
abeja Apis mellifera a partir del néctar de plantas o de secreciones de partes
vivas de plantas o de excreciones de insectos chupadores presentes en las
partes vivas de plantas, que las abejas recolectan, transforman
combindndolas con sustancias especificas propias, depositan, deshidratan,

almacenan y dejan en colmenas para que madure”.

La miel es un alimento con importantes cualidades nutricionales, posee
accion bactericida y puede utilizarse como agente terapéutico frente a
infecciones y algunos desequilibrios nutricionales del organismo. Bajo el
punto de vista de la seguridad alimentaria, es considerado un alimento
seguro dada su baja actividad de agua, bajo pH y presencia de sustancias

antimicrobianas (Fattori, 2004).

Se trata de un producto bioldgico que se modifica con el tiempo, cuya
composicidon quimica varia, dentro de ciertos limites, en funcion de su origen
floral, de factores edaficos y climaticos, del material libado, asi como del
procedimiento utilizado en su extraccién y comercializacidon (Sdinz & Gémez,
2000). Sus propiedades biolégicas le confieren atributos adicionales desde el
punto de vista nutritivo, mas alld de su uso como edulcorante natural dentro
de la alimentacidon; bromatoldgicamente es una solucion sobresaturada de
azucares con predominio de fructosa y glucosa y, en menor proporcion, una

mezcla de otros hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos, &acidos
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organicos, minerales, sustancias aromaticas, compuestos fendlicos,
pigmentos, cera y granos de polen (Estupifian, Sanjuan, Millan & Gonzalez-
Cortes, 1998b). Bajo el punto de vista normativo, existen unos parametros
fisico-quimicos de calidad relacionados con la madurez, la limpieza en el

proceso y el deterioro.

3.2. Obtencion de la miel

En el proceso de extraccion de la miel es necesario tener un control detallado
de las medidas higiénicas de manejo para obtener un
producto exento de impurezas asi como de olores y
de sabores extrafios. Ademds hay que tener en
cuenta que este alimento tiende a absorber la
humedad, olores, polvo y otros materiales del

ambiente con el que esta en contacto, es por ello

que los apicultores deben mantener buenas practicas
de manejo (Piana, Ricciardelli-D’albore & Isola,

1989).

El cumplimiento de Buenas Practicas de Fabricacidon en todas y cada una de
las etapas del proceso permite la obtencion de un producto natural sano y de
calidad. La obtencidon de la miel comprende las siguientes etapas: seleccién
de los cuadros con miel adecuadamente operculada, desoperculado,
extraccion, filtracidon o depuracién, maduracién, envasado y almacenamiento.

Algunas mieles pueden sufrir un proceso de pasteurizacion.

e Seleccion de cuadros
Al seleccionar los cuadros de las colmenas es importante evitar recoger miel

no madura porque puede causar problemas de fermentacion o separacion de
8
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fases. La eleccién de los panales para la cosecha se hara de acuerdo a la
madurez de la miel, que deberda tener un porcentaje de humedad
suficientemente bajo (inferior a 18,5 %) como para garantizar su
conservacion sin riesgo de fermentacidon (Gémez, 2004). Para ello se deben
seleccionar aquellos cuadros que tengan mas de 2/3 partes de su superficie

perfectamente operculada.

e Desoperculado
Consiste en eliminar la capa de cera con la que las abejas han cubierto las
celdas del panal una vez que la miel estda madura. Puede hacerse

manualmente o mediante el empleo de maquinas especificas.

o Desoperculado manual: las herramientas que se utilizan para esta
operacion son diferentes tipos de cuchillos, cardas o peines. El equipo se
completa con un banco desoperculador de fondo inclinado, que sirve de
apoyo al cuadro y recoge la cera junto con la miel que resultan del corte.
Una vez posicionado el panal, se procede a cortar cuidadosamente la
superficie del mismo con un cuchillo caliente, por ambas caras, tratando
de obtener hojuelas de cera lo mas finas posible. A continuacién los
cuadros desoperculados pueden pasar directamente al extractor

(Salvachua, Marchamalo & Robles, 2005).

o Desoperculado mecanico: en el mercado existen muchos modelos de
maquinaria para realizar este trabajo clasificados en tres grupos: de corte,
de percusion y de espirales. En las maquinas de corte los cuadros pasan
frente a una cuchilla sometida a vibracion y temperatura (hay problema
de adaptacidon a la superficie del cuadro dada la heterogeneidad de los

panales). Aunque pueden actuar por una sola cara o por ambas a la vez,
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los diferentes disefios pueden actuar de manera horizontal o vertical,
tratando siempre de eludir el obstaculo. Las maquinas de percusion estan
constituidas por uno o varios ejes verticales u horizontales donde se
disponen series de cadenas, laminas o fibras elasticas que tienen la mision
de remover los opérculos. Finalmente, las maquinas de espirales moviles
estan disefladas para desopercular los cuadros sin tener que sacarlos de
las alzas y disponen de molinetes de nylon con aspecto de cepillo para

introducirse directamente en los cuadros.

Actualmente la mecanizacion aporta eficacia en la operacién de
desoperculado, sin embargo todavia los cuadros de las colmenas son de
un material y estructura con alta probabilidad de presentar diferencias
notables en sus medidas, peso y textura, por lo que la tecnologia de
desoperculado con maquinas no siempre responde satisfactoriamente a

las expectativas que de ella se espera (Salvachua et al., 2005).

. Extraccién

Es la operacion mediante la cual se desaloja la
miel de los panales. En la actualidad esta tarea se
realiza con la ayuda de equipos que se sirven de la
fuerza centrifuga para la extraccion. El extractor
es un equipo de cuerpo cilindrico en cuyo interior
se aloja un bastidor, adaptado o no, al tipo de

cuadros con que trabaja. Cuenta con uno o mas

grifos en la parte inferior para dar salida a la miel.
Al girar, la fuerza centrifuga expulsa la miel de las celdillas proporcionalmente
a la velocidad de giro y al radio del aparato. Segun la posicién en la que se

acomodan los cuadros existen extractores radiales o tangenciales. Los

10
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extractores radiales disponen los cuadros a modo de radios con el cabecero
en la posicion mds alejada del centro para aprovechar la inclinaciéon natural
de las celdillas. La fuerza centrifuga no es uniforme en toda la superficie,
siendo mayor en la medida en que se aleja del eje del extractor, haciendo
que la miel fluya por ambas caras a la vez. Este tipo de equipos tienen mayor
capacidad a igual diametro que otras maquinas semejantes de disefio
tangencial. La posicidon radial de los panales disminuye la eficacia de la
maquina, ya que la fuerza centrifuga que se genera al girar presenta una

direccién perpendicular a las paredes de las celdillas.

En los extractores tangenciales, las caras de los cuadros presentan una
posicidon perpendicular con respecto al eje de la jaula. La fuerza centrifuga
afecta al lado exterior de los cuadros, por esta razén se somete a velocidad
moderada y durante poco tiempo con el objeto que la miel del lado opuesto

no reviente el panal (Salvachua et al., 2005).

e Filtracion o depuracion

Segun el método de desoperculado que se utilice, del extractor sale un
producto que contiene en suspension una cantidad muy variable de cera e
impurezas: fragmentos de abejas, polen, burbujas de aire, restos de cera,

madera y otros cuerpos extrafios (Piana et al., 1989; Salvachua et al., 2005).

La filtracidn o depuracion es el proceso mediante el cual se libera la miel de
todas las particulas extrafias que la acompanan. Mediante esta operacion se
hace pasar la miel a través de una |lamina perforada, malla o material poroso
guedando retenidas las particulas sdlidas que contenia. El filtrado puede

hacerse a presion y/o por gravedad.

11
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Para que el proceso de filtracion sea eficiente es necesario que la miel esté
fluida. Si la viscosidad es muy alta debera reducirse un poco por accién del
calor, teniendo presente que cuanta mayor sea la superficie del filtro mas
rapido serd el proceso. En los filtros con forma de embudo, la miel filtrada
resbala por el plano inclinado de los bordes en vez de caer perpendicular,
evitando de este modo la incorporacion de burbujas al producto (Jean-Prost,

1981).

Cuando es necesario filtrar volimenes importantes de miel se utiliza el
filtrado a presién, donde la miel se hace pasar por un circuito, empujada por
una bomba hasta que llega a un cartucho filtrante donde quedan retenidas
las impurezas. Para trabajar en continuo se instalan dos o mdas tubos en
paralelo, de manera que siempre haya uno activo mientras se procede a la

limpieza del que se va obstruyendo.

e Maduracion

Es el proceso fisico llevado a cabo por un proceso simple de decantacién, por
el que dos o mas sustancias no miscibles, al menos una de ellas liquida, se
separan por diferencia de densidades. Las particulas de cera y las burbujas de
aire tienen la tendencia a llegar rapidamente a la superficie. La rapidez del
proceso de ascension depende de las caracteristicas fisicas de estas cargas:
peso, tamafio y forma, principalmente, asi como viscosidad de la miel,
temperatura de la sala de extraccion y de la forma y altura de los recipientes

en los que se almacena (Piana et al., 1989).

En los clasicos bidones en los que se almacena la miel puede producirse este
proceso de forma espontanea, pero al ser contenedores muy estrechos o

altos, la decantacion puede interrumpirse por una pérdida de fluidez o por la

12
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cristalizaciéon que puede iniciarse en el producto. En salas de extraccién
mecanizadas se utilizan bancos de decantacién que tienen paredes
atemperadas mediante resistencias eléctricas o sistemas analogos, que
permiten que el proceso se haga en continuo solventando los problemas

reseflados anteriormente (Salvachua et al., 2005).

Los maduradores suelen ser recipientes de acero inoxidable o bien suelen
estar estafiados o cubiertos interiormente por una pintura alimentaria.
Durante su estancia en el madurador, la miel que es
muy higroscopica no debe absorber la humedad del
aire. El madurador estarda tapado y la miel no
permanecerda mas del tiempo necesario para permitir
su decantacién (2 a 8 dias en general) y en el caso de
mieles muy viscosas (espliego) resulta indicado un

calentamiento a 40 °C antes de una decantaciéon de

48 horas en un madurador con calentador (Jean-
Prost, 1981). Hay que sefialar que en la fase de maduracion la miel pierde
humedad y tienen lugar cambios fisico-quimicos y bioldgicos que afectan a su

composicion.

¢ Almacenamiento y envasado

La miel limpia y decantada se suele guardar en bidones de diferente
capacidad, normalmente entre 35 y 300 kg, hasta el momento del envasado o
venta a un envasador. Lo habitual son depdsitos industriales de acero
inoxidable o bidones recubiertos con pinturas alimentarias de resinas epoxi.
También es importante disponer de un entorno apropiado, fresco, seco y con
buenas condiciones higiénicas tanto del local como de las instalaciones

(Gémez, 2004). Es importante tener especial cuidado con los materiales de
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envasado, ya que deben tener calidad alimentaria. Posteriormente se hablara

de los materiales de envase habitualmente utilizados para miel.

e Pasteurizacion

La pasteurizacidon es un tratamiento térmico leve que permite controlar la
cristalizacion, ademas destruye las levaduras presentes en el producto. Es
importante mantener un control en las buenas practicas de fabricaciéon vy
evitar la contaminacidn posterior para evitar la fermentaciéon en la miel. La
temperatura de pasteurizacién recomendada (White, 1980) es de 62,8 °C
durante 30 minutos. El calentamiento debe realizarse lo mas rapidamente
posible y una vez alcanzado el tiempo de proceso debe enfriarse
inmediatamente. Disminuir la temperatura de la miel no es tarea facil, el
tiempo requerido para alcanzar la temperatura ambiente por si sola seria
demasiado largo y como consecuencia el dafio irreparable en sus
propiedades bioldgicas y nutricionales, por ello es necesario utilizar
tecnologia especialmente disefada para realizar la pasteurizacion de miel, sin

ocasionar mayores al producto (Crane, 1975).

3.3. Principales componentes de la miel

La composicién quimica de la miel depende del origen floral, de factores
edaficos y climaticos, de la raza de la abeja, del estado de la colonia y de los
métodos de recoleccion (Sainz et al.,, 2000). En la Tabla 1 se indican los
valores promedio de composicién quimica de una miel multifloral, segin el
Laboratorio de Nutricion del Departamento de Agricultura de los Estados

Unidos, revisidon 21 de 2008 (USDA, 2008).
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Tabla 1. Composicidon quimica promedio de la miel

Nutriente Unidad Valor en 100 gramos
Agua g 17,10
Energia Kcal 304
Energia Kj 1272
Proteina g 0,30
Cenizas g 0,20
Carbohidratos g 82,40
Fibra g 0.2
AzUcares g 82,12
Sacarosa g 0,89
Glucosa g 35,75
Fructosa g 40,94
Maltosa g 1,44
Galactosa g 3,10
Minerales
Calcio mg 6
Hierro mg 0,42
Magnesio mg 2
Fosforo mg 4
Potasio mg 52
Sodio mg 4
Zinc mg 0,22
Cobre mg 0,036
Manganeso mg 0,080
Fluor ug 7,0
Selenio ug 0,8
Vitaminas
Vitamina C mg 0,5
Riboflavina mg 0,038
Niacina mg 0,121
Vitamina B-6 mg 0,024
Aminoacidos
Leucina g 0,010
Fenilanalina g 0,011
Acido Aspartico g 0,027
Acido Glutdmico g 0.018
Prolina g 0,090

3.3.1. Azucares

La miel es un alimento complejo y rico en azlcares ya que constituyen mas

del 95% de la materia seca, y son los responsables de muchas de sus
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propiedades y caracteristicas como poder edulcorante, higroscopicidad,
granulacién y valor energético. Algunos azucares proceden del néctar o del
mielato y otros derivan de la accidon de los enzimas segregados por las abejas.
Con el envejecimiento el perfil de azucares sufre modificaciones, en general
los polisacaridos se incrementan y los monosacdridos disminuyen. Se cree
gue esta condensacion de monosacaridos ocurre tanto por una accién
enzimatica como por la accion de acidos debido al pH de la miel y el proceso
podria conducir a azUcares que no se encuentran normalmente en la

naturaleza (Crane, 1975; Juan, 1991; Ortiz, Fernandez & Mufioz, 1996).

Monosacaridos: los azUcares reductores mayoritarios en la miel son fructosa
y glucosa y representan aproximadamente el 90% de todos los presentes en
la miel. La proporciéon entre ambos varia seglin el origen floral, pero la
fructosa predomina practicamente en todos los tipos de miel excepto en la
miel de Brassica napus (nabo), Taraxacum officinale (diente de leén) vy
Trichostema lanceolatum (vinagre de malezas). El contenido medio de
fructosa en distintos tipos de miel esta alrededor de 33,69% para mieles de
sauce y de 36,85% para mieles de frutales (Cavia, 2002; Juan, Conchello,

Tello, Pérez & Herrera, 1992).

La glucosa que sigue en importancia a la fructosa, esta en mayor proporcion
en mieles de romero (30,48%), siendo las mieles de frutales las que tienen un
menor contenido (29,08%) (Juan et al., 1992). A partir de estos azlcares
simples, y principalmente la glucosa, se pueden formar azlcares superiores
por complejos fendmenos de transglucosidacion, bajo la accién de la
secrecion enzimatica de las glandulas hipofaringeas de las abejas (Ortiz et al.,

1996).

16




Revision Bibliogrdfica

Actualmente, la legislacion establece un contenido de fructosa y glucosa para
mieles de flores no menos de 60 g / 100 g de miel y para las mieles de
mielada y mezclas de miel no menos de 45 g / 100 g de miel (Real Decreto

1049/2003).

Disacaridos: la maltosa es el disacarido mdas abundante seguido por la
sacarosa, azUcar cuyo valor estd contemplado en la legislacion como
indicador de una buena maduracion de la miel. También estan presentes
isomaltosa, maltulosa, turanosa, o y 3 trehalosa (principal carbohidrato de la
linfa de algunos insectos), laminaribiosa, gentiobiosa y nigerosa (Fattori,

2004).

La sacarosa es un disacarido que cuando aparece en cantidades elevadas,
evidencia la inmadurez de la miel o bien la adulteracion de la misma con
melazas. Las mieles de espliego, acacia y mielada presentan mayor contenido
de este azucar que otros tipos de miel (Juan et al., 1992). En la norma relativa
a la calidad de la miel, en general el contenido de sacarosa no debe ser mas

de 5 g/ 100 g de miel (Real Decreto 1049/2003).

La maltosa es el disacarido mas importante con valores medios
comprendidos entre 6,92% para mieles de milflores y 7,86% para las de
frutales. La melibiosa, otro disacarido de interés, se presenta en un bajo
porcentaje oscilando entre 0,45% para mieles de zadorija y 0,61% para las

mieles de milflores (Juan et al., 1992).

Trisacaridos y polisacaridos: son grupos complejos de azucares que se
encuentran en proporciones muy pequefias. En la miel se han identificado:

erlosa y melezitosa (formadas por un mecanismo de transglucosidacion entre
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glucosa y sacarosa), rafinosa, |-kestosa, 3-a-isomaltosiglucosa, maltotriosa,
isomaltotriosa, panosa, isopanosa, 1- kestoda, teanderosa y ventosa. Un
tetrasacarido: isomal-totetraosa, un pentasacarido: isomaltopentaosa y

polisacaridos como dextrinas y pentosanos (Fattori, 2004).

La rafinosa se considera excelente caracterizador de las mieles de bosque, se
destaca su presencia en mieles de pino. El contenido medio mas bajo de este
azucar se detect6 en mieles de frutales (0,07%), mientras que el mas elevado

corresponde a miel de romero (0,21%) (Juan et al., 1992).

La importancia del azucar erlosa en mieles de romero es destacada en su
caracterizacion. La medida mas elevada se ha encontrado en mieles de
zadorija (0,66%) y el mas bajo porcentaje se ha encontrado en mieles de

frutales (0,23%).

La melezitosa ha sido identificada en mieles de mielada en las que aparece en

porcentajes importantes (Juan et al., 1992).

3.3.2. Agua

El contenido de agua de una miel esta relacionado con factores como el
clima, la humedad ambiental y eddfica, la flora, la zona geografica vy
abundancia de la fuente de néctar, asi como las practicas apicolas utilizadas
para su obtenciéon y comercializacion (Sdinz et al.,, 2000). Es un factor
destacable ya que influye en el peso especifico, en la viscosidad, en el sabor,
y condiciona por ello su conservacion, palatabilidad, solubilidad y valor

comercial (Piana et al., 1989).
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La legislacion en Espafia permite que el contenido hidrico de una miel
madura sea hasta el 20%, con excepcién de la miel de brezo “Calluna” y miel
para uso industrial en general que puede alcanzar el 23% (Real Decreto
1049/2003). Si se superan estos valores, la miel es susceptible de
fermentacion y puede influir negativamente en la estabilidad provocando un

proceso de separacion de fases y afectando igualmente a su granulacion.

3.3.3. Acidos

Los acidos contribuyen a la proteccion del producto frente a la accidn
microbiana e influyen en el sabor de la miel. El acido predominante es el
acido glucénico que se forma por oxidacion enzimdatica de la glucosa,
hallandose en equilibrio dindmico con la &-gluconolactona en base a la
pérdida o ganancia de una molécula de agua. La cantidad relativa del acido
glucdnico y de la &-gluconolactona depende del pH de la miel que se halla
regulado por cationes inorganicos de accion buffer (Cavia, Fernandez-Muino,

Alonso-Torre, Huidobro & Sancho, 2007; Tosi, Ortega & Martinet, 2000).

Glucosa oxidasa

D —Glucosa + Oxigeno+H,0 Acido glucénico+H,0,

Acido glucénico«———— 8 Gluconolactona +H,O

También se encuentran otros acidos como: férmico, acético, malico, citrico,
oxalico, tartarico, pirdvico y succinico. Se hallan como acidos libres y también
como lactonas constituyendo estas ultimas una reserva de acidez para la
miel, ya que pueden liberarse en caso de alcalinizacion (Sdinz et al., 2000). Se
han hallado valores entre 17 y 290 mg/kg de acido formico y de 11 a 119
mg/kg de acido oxalico (Bogdanov, Charriere, Imdorf, Kilchenmann & Fluir,
2002). Se ha demostrado que el contenido de estos acidos varia de acuerdo

con el origen de la miel, los valores promedio observados en mieles de
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mielada fueron de 22,7 a 46,8 mg/kg (Wehling, Vonder Ohe & Von der Ohe,
2003).

Ademads del acido férmico se han encontrado acidos volatiles (butirico,
valérico, caprico, malico, lactico y fosférico). La miel también contiene acidos
fendlicos entre los que se encuentran el caféico, cindmico y ferulico, que le
confieren propiedades antioxidantes (Fattori, 2004). Todos estos acidos
tienen en comun la capacidad de disociarse en soluciéon acuosa cediendo al
medio iones de hidrogeno, cuya concentracidon se determina mediante la
medida del pH y nos da informacidn sobre la acidez de la miel. Los valores de

pH oscilan entre 3,4 y 6,4 aproximadamente (Cavia, 2002).

3.3.4. Proteinas y aminoacidos

El contenido proteico de la miel (inferior al 1%) procede del néctar o del
mielato, del polen y de las propias abejas. Incluye albuminas, globulinas,
proteasas y también nucleoproteidos. Las proteinas influyen en la tension
superficial y son responsables de la capacidad de formacién de espuma de
ciertas mieles, como la miel de Fagopyrum esculenta (alforfén) (Cavia, 2002).
En cuanto a los aminoacidos se han detectado: prolina, lisina, metionina,
histidina, arginina, acido aspartico, triptéfano, serina, acido glutamico,
fenilalanina, valina, metionina, isoleucina, tirosina, tripsina, treonina,
variando las cantidades en funcién del origen floral (Crane, 1975; Fattori,
2004). La prolina es el aminoacido libre mdas importante, procede del néctar o

del mielato libado por la abeja. (Sdinz et al., 2000).

3.3.5. Minerales

Su contenido es bajo, del 0,1 al 0,2%, variando notablemente segun el origen

botanico, las condiciones edafico-climaticas y las técnicas de extraccion. El
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elemento dominante es el potasio seguido por el cloro, azufre, sodio, calcio,
fésforo, magnesio, manganeso, silicio, hierro y cobre (Crane, 1975; Fattori,
2004; USDA, 2008). El tipo de suelo sobre el que se asienta la planta asi como
su origen botanico, influyen sobre las proporciones minerales. Las mieles de
mielato tienen mayor contenido de cenizas que las de origen floral (Piana et

al., 1989; Sdinz et al., 2000).

3.3.6. Enzimas

Las abejas desarrollaron |la capacidad de elaborar miel a partir del néctar y
mielada de las plantas, mediante la accion de las enzimas que secretan las
abejas (Crane, 1990). La presencia de enzimas es una caracteristica que
diferencia la miel de otros edulcorantes. Las enzimas son moléculas proteicas
gue hacen parte de la composicion de la miel, son segregados por las
glandulas hipofaringeas de las abejas obreras y por los nectarios de las
plantas, son de caracter termoldbil y su actividad decrece con el paso del
tiempo, por lo que su presencia es indicadora de calidad de la miel. Entre las
principales cabe destacar la diastasa (oo — amilasa), que es la encargada de
hidrolizar el almidén y procede tanto de la abeja como del néctar. La
invertasa (o - glucosidasa), que es la responsable de la hidrdlisis de la
sacarosa en glucosa y fructosa, y la glucosa-oxidasa, que actua sobre la
glucosa produciendo acido glucdnico, principal responsable de la acidez de la
miel, son los principales. Catalasa, fosfatasa acida y B-glucosidasa también
estdn presentes y son las menos estudiadas (Huidobro, Santana, Sanchez,
Sancho & Simal-Lozano, 1995; Sanchez, 1999; Sancho, Muniategui, Huidobro
& Lozano, 1992; White & White, 1979 a).

Las concentraciones iniciales de enzimas son muy variadas, dependen

principalmente del espectro polinico y disminuyen por pérdida de frescura,
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ya sea de forma natural (envejecimiento) o por tratamientos térmicos
provocados (calentamiento, pasteurizacién) que destruyen cualidades

biolégicas y nutricionales de la miel (White & White, 1975).

3.3.7. Pigmentos

Son los responsables del color de las mieles. Han podido separarse dos
fracciones: hidrosoluble y liposoluble. En las mieles claras domina la fraccién
liposoluble y en las oscuras la hidrosoluble (Sdinz et al., 2000). En la fraccion
liposoluble se han aislado carotenoides, mientras que en la hidrosoluble
aparecen compuestos polifendlicos cuya oxidacién da lugar a compuestos

responsables de los tonos oscuros (Sainz et al., 2000).

El oscurecimiento de una miel almacenada durante cierto tiempo podria
deberse a varios factores: a la presencia de tanatos, a compuestos
procedentes de los materiales empleados en la conservacion, a la reaccion de
azucares reductores con sustancias que contienen nitrégeno (aminodcidos,
polipéptidos y proteinas), y finalmente también intervendria la inestabilidad
de la fructosa en solucidon acida y posterior proceso de caramelizacidon
(reaccion de Maillard en ambos casos) (Antony, Han, Rieck & Dawson, 2000).
Por otro lado existen diferencias entre mieles claras y oscuras observandose
en las primeras ausencia de tirosina y triptéfano, que por el contrario
aparecen en las segundas (Sdinz et al.,, 2000). También se han detectado
flavonoides como rutina y quercetina en las oscuras (Juan, 2001; Tomas-

Barberan, Ferreres, Ortiz & Ferndndez, 1994).
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3.3.8. Compuestos carbonilicos, alcoholes y ésteres

Estos compuestos volatiles contribuyen al aroma y sabor de la miel (Crane,
1975; De la Fuente, Sanz, Martinez-Castro, Sanz & Ruiz-Matute, 2007; Sdinz
et al., 2000; Sepulveda, 1986), junto con los azucares y acidos, asi como con
los alcaloides procedentes de la planta originaria. Pueden ser herramienta de
tipificacion, asi las mieles de azahar y lavanda contienen de forma destacada
antranilato de metilo y las de brezo poseen pequefias cantidades de diacetil
alcano. Dentro de los compuestos carbonilicos estan: formaldehido,
acetaldehido, propionaldehido, isobutirialdehido, isovalerialdehido,
metacroleina y acetona. Los alcoholes mds importantes son: isopropanol,
etanol, 2-butanol, n-propanol, 3-pentanol, isobutanol, alcohol bencilicoy 2 —
metil 1 — butanol. Y de los ésteres destacamos el metilformiato y el

etilformiato (Sainz et al., 2000).

3.3.9. Vitaminas

Las vitaminas de la miel proceden del néctar y del polen de la planta de
origen pero a unos niveles tan bajos que infieren poco valor nutricional. En
general las mieles contienen una cantidad apreciable de acido ascérbico
(vitamina C) y bajos porcentajes de vitamina del grupo B: tiamina (B),
riboflavina (B,), acido nicotinico, piridoxina (Bg), cianocobalamina (Bi;) vy

acido pantoténico (Crane, 1975; Horn, 1996; Piana et al., 1989).

3.3.10. Lipidos

Los lipidos presentes en la miel provienen principalmente de las plantas y de
restos de cera, siendo su contenido muy bajo (aproximadamente 0,04%). El
residuo graso de las mieles contiene glicéridos, esteroles y posiblemente

fosfolipidos. Entre los acidos grasos analizados por cromatografia gaseosa se
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destacan: acidos con menos de 12 carbonos, acido laurico (12:0), acido
miristico (14:0), acido pentadecanoico (15:0), dcido pentadecenoico (15:1),
acido palmitico (16:0), acido palmitoleico (16:1), acido estedrico (18:0), acido
oleico (18:1), acido linoleico (18:2), acido linolénico (18:3), acido n-
decanodioico, acido decanodioico monoetilénico en C10). La determinacién
del perfil de acidos grasos puede realizarse como un indice de genuinidad del
producto, en especial la deteccién de los &cidos n-decanodioico y
decanodioico monoetilénico en C,o, también se encontré éste ultimo en jalea

real (Instituto Nacional de Farmacologia y Bromatologia, 1978).

3.3.11. Hidroximetilfurfural (HMF)

HO El hidroximetilfurfural (HMF) es un aldehido ciclico
72 que se forma a temperatura ambiente en las mieles
/ a partir de la deshidratacion de la fructosa en medio

O

—0 acido (valor medio de pH 3,9). Este proceso se
acelera por calentamiento o almacenamiento a elevadas temperaturas
(White et al.,, 1980). Su presencia produce oscurecimiento en la miel por
interrelaciones con compuestos aminados y azuUcares, sufriendo
polimerizacién, tanto en presencia como en ausencia de oxigeno (Cavia,
Alvarez, Huidobro, Fernandez-Muino & Sancho, 2008; Fallico, Zappala, Arena
& Verzera, 2004; Horn & Hammes, 2002; Kahoun, Rezkova, Veskrnova,
Kralovsky & Holcapek, 2008; Kalabova, Vorlova, Borkovcova, Smutna &

Vecerek, 2003; Kaur Bath & Singh, 2001; Luz-Sanz, Dolores del Castillo, Corzo
& Orlano, 2003; Sahinler, 2007; Thrasyvoulou, 1986; White, 1992).
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3.3.12. Sustancias bioactivas con actividad bioldgica

Las propiedades bactericidas de la miel se conocian desde principios del siglo
XX, la naturaleza quimica del compuesto responsable de esta propiedad se
ignoraba e inicialmente se denomind “inhibina”. Con el tiempo se demostré
gue el efecto inhibitorio se debia a la presencia de agua oxigenada que queda
libre durante la reaccién de la glucosa oxidasa sobre la glucosa (Tosi et al.,
2000; White & Subers, 1963). Esta accidon bactericida de las mieles no
calentadas es tanto para bacterias gram positivas como para gram negativas
y segun algunos autores es independiente de la acidez natural, alto contenido
de azucares, enzimas u otros compuestos nitrogenados (Fattori, 2004). La
miel no contiene sustancias antifungicas especificas, pero previene el

desarrollo de hongos por su alta concentracidn de azucar (Sainz et al., 2000).

Los compuestos fendlicos son un grupo de sustancias de origen vegetal que
también estan presentes en la miel (Bogdanov, 1989), con un amplio
espectro de actividades bioldgicas y funcionales. Tradicionalmente, los
flavonoides son compuestos destacados dentro de los compuestos fendlicos
que influyen en las cualidades organolépticas de la miel y han sido
considerados como marcadores de su origen floral y geografico (Fenema,
2000; Ferreres, Juan, Pérez-Arquillué, Herrera, Garcia-Vigera & Tomas-
Barberan, 1998; Juan, 2001) pero actualmente despiertan interés por sus
potenciales beneficios para la salud en el caso de algunas patologias, por su
actividad antioxidante (Blasa et al., 2006) y accion antimicrobiana (Ortiz et al.,

1996; Tomas-Barberan et al., 1994).

En términos quimicos, los compuestos fendlicos estan formados por un anillo
aromatico hidroxilado (fenol, p-cresol y 3 etilfenol) y se clasifican en cuatro

grupos: los acidos fendlicos, los flavonoides, los taninos y las ligninas, que son
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compuestos altamente polimerizados. Son productos resultantes del
metabolismo secundario de las plantas y entre sus funciones en el mundo
vegetal destacan: favorecer el transporte de electrones, tener un papel activo
en los procesos de polinizacién y dispersidon de semillas (influyen en el color
de las flores y frutos), reproduccién y crecimiento (cofactores de hormonas
del crecimiento o como hormonas mismas) y participar en los mecanismos de

defensa frente a fitopatdgenos.

3.4. Propiedades fisicas de la miel

3.4.1. Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica es la propiedad de un cuerpo de permitir el paso
de corriente eléctrica. Depende de la concentracidon de sales minerales, de
acidos organicos e iones inorganicos, macromoléculas de proteinas, granos
de polen, esporas y en algunos casos mohos, mostrando un valor con rango
amplio segun su origen floral. La conductividad es un dato util para
diferenciar mieles, observandose que las mieles florales tienen valores entre
0,1 y 0,7 mS/cm y las mieles de mielada muestran valores superiores a 1
mS/cm (Sdinz et al., 2000). En la legislacién la conductividad eléctrica es
considerada como un parametro de calidad, siendo el valor exigido no mas de
0,8 mS/cm para mieles en general y para la miel de mielada, miel de castafio
y mezcla de estas mieles, la conductividad eléctrica debe ser no menos de 0,8
mS/cm. Sin embargo existen unas excepciones como lo son la miel de

madrofio, de eucalipto, tilo, brezo y arbol de té (Real Decreto 1049/2003).

3.4.2. indice de refraccion

El indice de refraccién n se define como el cociente entre el seno del angulo
de incidencia (sen i;) y el seno del angulo de refraccién (sen i,) de la luz
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monocromatica al pasar del aire a un medio dpticamente mds denso (n = sen
i1/ sen iy). La refractometria resulta adecuada para identificar y diferenciar
alimentos como por ejemplo grasas y aceites, para comprobar la pureza de
distintos alimentos, para la determinacion cuantitativa del contenido de agua
en el caso de la miel, o para determinar la concentracion de azucar (sacarosa)
en alimentos (Matissek, Schnepel & Steiner, 1998). Se ha observado que el
indice de refraccion de la miel aumenta al incrementarse su contenido en
sélidos (Sainz et al., 2000). Cuando se hace la medida del contenido de
humedad mediante métodos oficiales de analisis para miel, se utiliza el indice
de refraccién como un parametro de célculo. Este varia entre 1,504 y 1,4815

(Orden de 12 de Junio de 1986, ; White, 1969).

3.4.3. Densidad

La densidad de una sustancia es la relacién entre su masa y su unidad de
volumen. En la miel puede medirse pesando un volumen conocido de
muestra contenido en un picnédmetro o utilizando un hidrometro calibrado.
Debe tenerse en cuenta que el valor de la densidad depende del contenido
de agua de la muestra y de la temperatura a la cual se lleva a cabo la
medicidn. La densidad de la miel a 20 °C varia entre 1,39y 1,44 dependiendo
del tipo de miel (Crane, 1975; Dadant, 1975; Sdinz et al., 2000; Sepulveda,
1986).

3.4.4. Viscosidad

Es la propiedad de un fluido por la que tiende a oponerse a su flujo cuando se
le aplica una fuerza. La viscosidad es una caracteristica de todas las mieles,
variable segun el origen floral. En esta propiedad influye el porcentaje de

agua y la relacién fructosa / glucosa, teniendo en cuenta que a mayor

27




Revision Bibliogrdfica

cantidad de fructosa las mieles son menos viscosas y a mayor cantidad de
azucares superiores mayor es la viscosidad. La viscosidad, Unico atributo de
textura de los alimentos liquidos, es altamente dependiente de la

temperatura y su valor disminuye al aumentar ésta (Fattori, 2004).

Algunas mieles se comportan como alimentos liquidos con flujos
newtonianos, presentando valores de viscosidad hasta 110 poise, medidos a
20 °C. Existen otras mieles con alto contenido de dextranos, como por
ejemplo la de eucaliptus, que se comporta como un alimento liquido con flujo
no newtoniano y cuya viscosidad aumenta notablemente al ser agitada, hasta
tal punto que puede llegar a presentar el fendmeno de filatancia. Esta miel
también presenta el efecto Weissenberg, propio de los alimentos
viscoelasticos, cuando son agitados se genera una fuerza hacia arriba que
hace que el producto ascienda. Otras mieles presentan flujos pseudoplasticos
y tixotrépicos, al ser agitadas su viscosidad disminuye para luego alcanzar su
valor inicial. Este fendbmeno se debe a ciertas proteinas cuya presencia
depende del origen floral de la misma. La miel de brezo (Calluna) presenta

este fendmeno (Fattori, 2004).

3.4.5. Higroscopicidad

Es un concepto que hace referencia a la capacidad de ciertas sustancias para
retener y liberar agua en funcién de la humedad relativa del ambiente. La
miel al ser una soluciéon concentrada de azucares posee la capacidad de
absorber agua del ambiente. Por este motivo es importante que sea
almacenada correctamente ya que, de acuerdo con su contenido inicial de
agua, podra absorber o perder ésta dependiendo de la humedad relativa

ambiental de su almacenamiento (Fattori, 2004).
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3.4.6. Cristalizacion

La cristalizacién de las mieles es un fendmeno fisico complejo. La glucosa,

gue es un azucar menos soluble que la fructosa, forma cristales primarios

conformando una trama cristalina constituida por cristales enlazados entre si.

Si la cristalizacion sucede rapidamente, se formaran estructuras compactas

formadas por cristales muy finos, mientras que si es lenta, se formaran

estructuras no compactas, formadas por cristales gruesos (Fattori, 2004).

Segun Cavia (2002), la velocidad de cristalizacién de una miel, depende de los

siguientes factores:

Cuando la relacion glucosa/agua es de 1,7 o inferior, la miel cristaliza muy
lentamente y si esta relacion es de 2,1 o superior, la cristalizacion es
rapida.

Porcentaje de glucosa y relacion fructosa/glucosa: si la concentracion de
glucosa es superior a 32-35%, la cristalizacion serd rapida (miel de diente
de ledn); si la relacidon fructosa/glucosa es superior a 2, la miel no
cristaliza (miel de acacia, miel de nisa, miel de algodoncillo).

La presencia de proteinas u otros coloides pueden actuar como nucleos
de cristalizacion. Si éstos se eliminan por filtracion es posible retardar el
proceso (Fattori, 2004).

Temperatura de almacenamiento: la temperatura éptima de cristalizacién
es de 14 °C (intervalo 6ptimo: 12 - 16 °C), produciéndose la cristalizacion
rapidamente. Por el contrario, a temperaturas por encima de 25 °C los
cristales se redisuelven y si se halla por debajo de 10 °C la cristalizacion se
retrasa aunque no se evita.

Existen efectos cataliticos: la presencia de granos de polen, particulas en
suspension, cristales primarios de glucosa, burbujas de aire, etc., hacen

que la cristalizaciéon se acelere. La técnica de depuracién de la miel
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mediante decantacidn, filtrado o centrifugado, es eficaz para eliminar las
impurezas de la miel y con ello se frena la cristalizacién. También la
pasterizacion, al eliminar las levaduras y los nucleos de glucosa, inhibe la
cristalizacion.

e Finalmente hay que considerar la combinacion de varios factores:
viscosidad - contenido de agua - temperatura. Una miel con alta
viscosidad, bajo contenido de agua y baja temperatura de
almacenamiento, presenta unas condiciones no idéneas para la

proliferacion de los cristales de glucosa, y con ello, la granulacion.

3.4.7. Presion osmotica

Presidn osmética es la minima presidén necesaria para impedir el paso de las
moléculas del disolvente puro hacia una disolucion a través de una
membrana semipermeable. Si una disolucidn se pone en contacto con su
disolvente, o con una disolucién mas diluida, a través de una membrana
semipermeable que sélo deje pasar las moléculas del disolvente, Ia
homogeneizacion del sistema no se puede realizar y tiene lugar un flujo neto
de disolvente hacia la disolucion mas concentrada. Este fendmeno se conoce
como dsmosis directa y la presion minima necesaria para detener el flujo de
disolvente puro a través de la membrana semipermeable es la presién
osmoética, Q. La presion osmodtica es una magnitud que depende
fundamentalmente de la concentracién molar de la disolucién y, en menor
extension, de la temperatura, siendo independiente de la naturaleza del
disolvente y del soluto, es decir, es una propiedad coligativa. Para un
disoluciéon de n moles en un volumen V a temperatura absoluta T, la presion

osmotica Q viene dada por la expresion:

Q= nRT/V
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Donde, R es la constante de los gases. Las medidas de presién osmdtica se
emplean para hallar las masas moleculares relativas de los compuestos,

especialmente macromoléculas.

La composicidén quimica y principalmente los hidratos de carbono, convierten
a la miel en un alimento con alta presion osmoética. Esta propiedad
conjuntamente con el pH acido contribuye al poder antimicrobiano de la
miel. La elevada osmolaridad del producto unido a la presencia de acidos
organicos e inhibina (factor antibiético), hacen de la miel un medio
desfavorable para el desarrollo microbiano y, como consecuencia, lo

convierten en un alimento de alta conservabilidad (Fattori, 2004).

3.4.8. Rotacion optica especifica

Es la propiedad o6ptica de desviar el plano de polarizacidon de la luz. La
presencia de hidratos de carbono en la miel le confiere a ésta la propiedad de
desviar el plano de polarizacién de la luz. Dentro de los glucidos, la fructosa
es la que estd en mayor proporcion en la mayoria de las mieles, lo que
convierte a este alimento en una solucidon de azucares levégira (desvio del
plano de polarizacién hacia la izquierda). Existen mieles que poseen
naturalmente un contenido mayor de glucosa o bien que estan adulteradas
con cantidades elevadas de jarabe de glucosa, y como consecuencia desvian
el plano de polarizacion de la luz hacia la derecha (dextrégiras). La medicién
de la rotacidon especifica se realiza mediante un polarimetro y permite
conocer el origen botanico de la miel, ya que las que son monoflorales

presentan valores caracteristicos de esta propiedad (Fattori, 2004).

La mayoria de las mieles son levdgiras con excepcion de la miel de mielada,
presentando valores maximos de rotacién, las mieles que presentan una
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mayor relacion fructosa / glucosa, como en el caso de la miel de falsa acacia o
castano. En un estudio sobre mieles espafiolas, la rotacién especifica de los
azUcares mas comunes a 20 °C fue la siguiente: sacarosa (+66,5), azucar
invertido (-20,0), glucosa (+52,7), fructosa (-92,7), maltosa (+138,4). La
rotacion especifica para mieles espanolas es: miel de romero (-2,25), miel de
sauce (-1,26), miel milflores (-3,72), miel de zadorija (-1,11), miel de frutales

(-5,74) (Juan et al., 1992).

3.5. Calidad de la miel

En un mercado cada vez mas globalizado ante la competencia de productos
apicolas con bajos costes procedentes de paises emergentes, el arma mas
poderosa es la calidad. La propia Comisién Europea a través del LIBRO VERDE
(COM, 2008) abrié a finales de 2008 un proceso de reflexién sobre cémo
elaborar el marco politico y regulador mas adecuado para preservar y

promover la calidad de los productos agricolas sin crear costes adicionales.

Se trata de un concepto abstracto, con multiples implicaciones y que ha
sufrido un proceso de evolucidn en su contenido con el paso del tiempo. En el
campo de la ciencia alimentaria, su significado es contemplado con 6pticas
heterogéneas segun se trate de productores, industriales, consumidores o
legisladores y viene determinada por la conjuncién de distintos factores
relacionados con la satisfaccién de las expectativas de los consumidores. De
este modo, en un alimento se destaca la calidad desde los siguientes puntos
de vista: higiénico, nutricional, comercial, sensorial, de uso, psicosocial, de
coste y ambiental (Pérez, 2002). A continuacién pasamos a describir cada uno

de estos aspectos referidos a la miel.

32




Revision Bibliogrdfica

3.5.1. Calidad higiénica

La miel es un alimento seguro en términos de calidad higiénica, pero puede
sufrir manipulaciones y tratamientos sanitarios inadecuados asi como
presencia de contaminantes ambientales que pueden influir negativamente
sobre su calidad. El principal peligro biolégico de la miel es la presencia de
esporas de C. botulinum. La principal contaminaciéon quimica esta relacionada
con la presencia de residuos de pesticidas, antibidticos, metales pesados,
dioxinas, bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos vy

radionuclidos.

En relacion a la contaminacion bidtica, la miel es un producto de origen
animal que presenta una flora bacteriana propia representada por bacterias y
hongos (mohos y levaduras) provenientes de las propias abejas y de su
entorno, existiendo una posible contaminacidon proveniente del proceso de
extraccion 'y manipulaciéon. Los microorganismos que se hallan
mayoritariamente en la miel pertenecen al género Bacillus, generalmente en
forma esporulada, si bien en mieles frescas se pueden encontrar formas
vegetativas inertes, no alterantes y no toxigénicas. La presencia de levaduras
puede tener un significado alterante ya que pueden producir fermentacion
cuando se hallan en la miel a niveles superiores a 100 levaduras / g unido a
un contenido en humedad superior al 20% vy temperatura de

almacenamiento del producto en torno a 25 °C.

Para lograr un producto de buena calidad, que satisfaga las expectativas de
los consumidores y que no genere ningun riesgo sanitario para los mismos, se
estudian los puntos criticos del proceso de extraccion, tratamiento vy
envasado de la miel y se toman las medidas necesarias para prevenir y

asegurar la calidad del producto final.
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El analisis de los puntos criticos en las diferentes etapas del proceso
tecnoldgico, permite identificar sus principales riesgos asociados. Las fuentes
de la contaminacién mas frecuentes en la miel provienen de una
manipulacidon incorrecta, el uso de material no desinfectado, locales no
apropiados y sucios, factores climaticos (viento, insolacién, temperaturas
elevadas) y ambientales (contaminacién agricola y/o industrial, agua y suelos

contaminados, presencia de insectos y otras plagas, etc.).

Durante la extraccion, almacenamiento y venta se deben evitar procesos no
deseados como el de fermentacion que conlleva la pérdida de la calidad del
producto y lo hace no apto para el consumo humano. Ademas es importante
tener control sobre las condiciones de almacenamiento y los tratamientos
térmicos utilizados en estos procesos, ya que la temperatura (pasterizacion y
almacenamiento) es un factor que afecta negativamente al producto al
incrementar el contenido de HMF y modificar las propiedades fisicas,
organolépticas, actividad enzimatica y propiedades antibiéticas del alimento

(Pérez, 2002).

3.5.2. Calidad nutricional

La calidad nutricional esta determinada por la composicidn en macro y
micronutrientes y la podemos definir como la mayor o menor capacidad que

tiene un alimento de satisfacer las necesidades nutricionales del consumidor.

Debido a sus componentes, la miel esta clasificada en el grupo de los
alimentos hidrocarbonados por ser los azlUcares sus componentes
mayoritarios, tal como se ha sefialado en la composicion y es considerada un

alimento energético por excelencia.
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Ademas de los azucares, contiene minerales como el potasio (especialmente
las oscuras, provenientes de bosques) y el fésforo, este ultimo elemento
importante para la metabolizacién de los hidratos de carbono;
oligoelementos, como aluminio, cadmio, silicio, boro, titanio, plomo, niquel,
zing, litio, estafio, cromo y radio; pequefas cantidades de vitaminas del grupo
B, vitamina C y acido pantoténico; enzimas, tanto vegetales como animales
(provenientes del polen de las flores y de las mismas abejas), que son las
encargadas de transformar los azucares y facilitar que el organismo los
asimile facilmente sin causar problemas digestivos; inhibinas que aportan su
accion antibidtica y la acetilcolina que favorece la irrigacidn sanguinea

(Anénimo, 2007).

También es de interés el poder antioxidante de la miel ya que contiene una
gran variedad de flavonoides y compuestos fendlicos que actuan frente a
radicales libres. Generalmente, las mieles oscuras tienen mayor actividad

antioxidante que las mieles claras (The National Honey Board, 2002).

3.5.3. Calidad comercial

La calidad comercial se basa en que la informacidn aportada por el
etiquetado (sellos, precintos, marcas, etiquetado del envasado y embalaje)
sea correcta y se cumpla asi mismo la normativa legal existente (Requisitos
comunitarios de produccion, Normas de Comercializacién, Denominaciones
de Calidad Especificas Comunitarias) evitando la existencia de falsificaciones y
fraudes, es decir, se alcance la autenticidad del producto (Pérez, 2002). Los
productores deben ajustarse a una serie de condiciones de produccion vy
obtener los alimentos con arreglo a esas normas cuyo objetivo es asegurar

que los alimentos puestos a la venta cumplen los requisitos de higiene y
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seguridad y que los procesos de fabricacidon correspondientes satisfacen las

exigencias medioambientales, éticas, sociales, etc., de la sociedad.

3.5.4. Calidad sensorial u organoléptica

Es la calidad mas subjetiva de las referenciadas hasta el momento. Alude
fundamentalmente a las sensaciones que experimenta el consumidor al
observar (sensaciones visuales: color, brillo, forma, defectos, alteraciones,
tamafo), tocar (sensaciones tactiles: dureza, textura, granulosidad, etc.), oler
(sensaciones olfativas: aroma, presencia de olores andmalas) y consumir
(sensaciones gustativas: dulzor, acidez, amargor, textura, sabor) cualquier

alimento.

La calidad sensorial determina la decisién de consumo de un alimento, define
la decision de volver a comprarlo y establece una diferenciacion entre
marcas, por lo que tiene que ser muy tenida en cuenta por los productores y

envasadores.

El alimento debe responder a unos caracteres sensoriales minimos sui
géneris que lo define y diferencia segun lo establecido en las Normas de
Calidad, en las Denominaciones de Origen, en las Indicaciones Geograficas
Protegidas en las Marcas de Calidad y en otros documentos normativos. Sin
embargo a partir de esos niveles minimos se establece una graduacién
sensorial que distingue unas marcas de otras y cuyo éxito radicara en

satisfacer al mayor numero posible de clientes o consumidores.
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3.5.5. Calidad de uso o servicio

Depende de la comodidad de empleo o preparacion y de la vida util del
producto o de la aptitud para la conservacion. En el caso de la miel, un
ejemplo de calidad de uso lo aportaria el envase antigoteo que permite una
mejor dosificacidon, o la miel cremosa que en un estado semiliquido es mas

untuosa y aporta una facilidad de uso.

3.5.6. Calidad determinada por componentes psicosociales

Se refiere a la valoracién del alimento por parte de las personas, a partir de la
interiorizacion individual del conjunto de caracteristicas, habitos vy
costumbres que forman su cultura alimentaria y determina su propia
apreciacion. Es decir, existe una interaccién entre cada individuo y las
determinantes sociales, que finalmente, se manifiestan en la valoracion de
cada alimento en el contexto general del modelo de consumo. De esa manera

se establecen categorias y prioridades.

3.5.7. Calidad de coste

Un elevado coste del producto determina en muchas ocasiones su rechazo.
Por otra parte se tiene muy en cuenta una buena relacidn precio/calidad, que

determina la decision de compra y aceptacion por parte del consumidor.

3.5.8. Calidad ambiental

En los paises desarrollados y a partir de la segunda mitad del siglo XIX, el uso
en gran escala de nuevas tecnologias ha determinado un gran impacto
ambiental. Ello se ha debido en gran medida a las altas tasas de extraccion y

procesamiento de recursos naturales, acompanados de un elevado nivel de
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residuos sin reciclar y el desarrollo de materiales sintéticos de dificil

asimilacion por el ambiente.

El sistema de produccion de alimentos es uno de los pilares en los que se
apoya la estructura evolutiva de la humanidad, pero hay que tener presente
que el desarrollo vertiginoso sufrido en el ultimo siglo ha hecho cambiar
radicalmente toda Ila estructura productiva en detrimento de las
generaciones futuras. Hay que recurrir a mejores métodos para aprovechar al
maximo los recursos naturales buscando la forma de evitar su depredacion y
degradacion, siendo necesario implementar la optimizacién de los procesos
productivos por parte de la industria. Corresponde al sector consumidor una
eficiente utilizaciéon de los productos y servicios haciendo posible una

minimizacion de los residuos y aprovechar al maximo su reciclado.

En el ambito apicola cuando instalamos colmenas se debera estudiar el lugar,
preferentemente distante de industrias con emisiones que puedan
contaminar tanto la vegetacion como a las mismas abejas. Es importante
evaluar el impacto del sistema agricola para el trabajo del colmenar, tanto los
sistemas convencionales, de produccion integrada o agricultura ecoldgica.
Estos factores tendran que ser considerados por el apicultor en su
implementacién y asi evaluar los efectos en la produccién de miel. Por otra
parte, la propia actividad apicola deberd ser respetuosa con el medio
ambiente evitando malas actuaciones como tirar al medio ambiente
productos sanitarios ya utilizados, realizar procesos de combustiéon con
material inadecuado, eliminar de forma no conveniente colmenas enfermas,

entre otras actuaciones no adecuadas.
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3.6. Aspectos legislativos y disposiciones de calidad para las
denominaciones de origen e indicaciones geograficas protegidas de

miel en Espaina

Hoy en dia existe una tendencia creciente a comercializar productos
agroalimentarios amparados por sistemas de protecciéon de calidad. La
potenciacidon de los productos autdctonos cobra un elevado interés, puesto
gue una zona geografica determinada puede llegar a satisfacer el mercado y
ser competitiva en circunstancias tales como diferenciacién, calidad vy
territorio. Cada dia, los requisitos que deben cumplir los alimentos son mas
estrictos, aunque ciertos principios de calidad dependan de los gustos vy
exigencias del consumidor. Para la apicultura, estos sistemas conforman un
reconocimiento de calidad que manifiesta las caracteristicas propias vy
diferenciales de sus productos, estando determinadas por el medio

geografico, las materias primas y los sistemas de produccién utilizados.

El sector apicola, y en particular las explotaciones apicolas que buscan una
diferenciacion de calidad deben acogerse a los requisitos exigidos por el
Reglamento (CE) n2510/2006 sobre la proteccién de las indicaciones
geograficas y de las denominaciones de origen de los productos agricolas y
alimenticios (Reglamento (CE) n2 510/2006 de 20 de marzo de 2006). En este
sector, las denominaciones de origen y las indicaciones geograficas van
dirigidas a los productores que estan instalados en una localidad fija o a
apicultores que practican una trashumancia restringida en una regién

determinada (Lépez, 2005).
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3.6.1. Norma de calidad relativa a la miel

La Unién Europea publicé en el afio 2001 la Directiva 2001/100/CE, que fue
transpuesta al ordenamiento juridico espafiol mediante el Real Decreto
1049/2003, por el cual se aprueba la norma relativa a la calidad de la miel.
Esta norma supone el nuevo marco normativo comunitario en esta materia,
dentro del proceso de simplificacion y adaptacion de las disposiciones
comunitarias de caracter general aplicables a los productos alimenticios,
especialmente las relativas al etiquetado, la higiene, los contaminantes y los
métodos de analisis. Tiene por objeto definir lo que se entiende por miel y
fijar condiciones y caracteristicas que debe cumplir dicho producto para su
presentacion, comercializacion y consumo en el mercado interior. La Tabla 2
muestra los requisitos fisico-quimicos de la miel presentes en la legislacidon

actual.

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas de la miel — Real Decreto 1049/2003

Contenido de fructosa y glucosa (Suma de ambas)
Miel de flores
Miel de mielada, mezclas de miel de mielada con miel
de flores
Contenido de sacarosa
En general
Falsa acacia “Robina  pseudoacasia”, Alfalfa
“Medicago sativa”, Banksia de Menzies “Banksia
menziesii”, Sulla  “Hedysarum”, Eucalipto rojo
“Eucalyptus  camaldulensis”,  Eucryphia lucida,
Eucryphia milliganii, Citrus spp
Espliego “Lavandula spp”, borraja “Borago officinalis”
Contenido de agua

No menos de 60 g/100g
No menos de 45 g/100g

No mas de 5 g/100g
No mas de 10 g/100g

No mas de 15 g/100g

En general No mas del 20 %
Miel de brezo “Calluna” y miel para uso industrial en No mas del 23 %
general

Miel de brezo “Calluna vulgaris” para uso industrial No mas del 25 %

Contenido de sélidos insolubles en agua

En general

Miel prensada

Conductividad eléctrica

Miel no incluida en la enumeracién de los dos
parrafos mas abajo indicados, y mezclas de estas
mieles.
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Miel de mielada y miel de castafio, y mezclas de éstas, No menos de 0,8 mS/cm
excepto con las mieles que se enumeran a

continuacion

Excepciones: Madrofio “Arbutus unedo”, Argafia

“Erica”, Eucalipto, Tilo “Tilia spp”, brezo “Calluna

vulgaris”, Manuka o Jelly bush “Leptospermum”,

Arbol de té “Melaleuca spp”

Acidos libres

En general No mas de 50 miliequivalentes de
acidos por 1000 g

Miel para uso industrial No mds de 80 miliequivalentes de

acidos por 1000 g
indice Diastasico (Unidades Schade)
En general, excepto miel para uso industrial No menos de 8
Mieles con bajo contenido natural de enzimas (por No menos de 3
ejemplo mieles de citricos) y contenido de HMF no
superior a 15 mg/kg

HMF
En general, excepto miel para uso industrial No mas de 40 mg/kg
Miel de origen declarado procedente de regiones de No mas de 80 mg/kg

clima tropical y mezclas de estas mieles.

Esta normativa define la miel de uso industrial como la miel apropiada para
usos industriales o uso como ingrediente de otros productos alimenticios que
se elaboran ulteriormente, que puede presentar un sabor o un olor extranos,
haber comenzado a fermentar o haber fermentado y haberse

sobrecalentado.

Este Real Decreto ha modificado el valor de algunos parametros de calidad,
entre ellos, el hidroximetilfurfural (HMF) que indica grado de frescura y/o de
sobrecalentamiento de la miel, ahora contemplando valores de hasta 80
mg/kg para mieles procedentes de regiones de clima tropical y mezcla de

mieles.

Otro aspecto de interés incluido en este Real Decreto son las normas para el
etiquetado de la miel que hacen énfasis en el origen floral o vegetal del

producto, el origen territorial y los criterios de calidad especificos,
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pardmetros obligatorios que informan al consumidor y le permiten tener

claridad en el momento de la decisidon de compra.

Espafia cuenta con tres denominaciones sobre calidad de miel: dos
Denominaciones de Origen Protegidas y una Indicacién Geografica Protegida.
Por otra parte existen las marcas de calidad otorgadas por las Comunidades
Auténomas, entre las que se encuentran Aragdén, Asturias, Cantabria,

Cataluia, Extremadura, Madrid, Murcia, Pais Vasco y Valencia.

La Comision Europea tiene registradas 16 mieles comunitarias con el
distintivo de Denominaciones de Origen Protegidas. 2 Espafiolas (Miel de
Granada, Miel de La Alcarria, 2 Francesas (Miel de Corse, Miel de sapin des
Vosges), 1 Griega (Meli Elatis Menalou Vanilia), 1 Italiana (Miele della
Lunigiana), 1 de Luxemburgo (Miel - Marque nationale du Grand-Duché) y 9
de Portugal (Mel da Serra da Lousd, Mel do Parque de Montezinho, Mel do
Ribatejo Norte, Mel das Terras Altas do Minho, Mel da Terra Quente, Mel da
Serra de Monchique, Mel do Alentejo, Mel dos Acores, Mel de Barroso). Con
el distintivo de Indicacion Geogrdfica Protegida se encuentran registradas 1
Espanola (Miel de Galicia) y 2 Francesas (Miel d'Alsace, Miel de Provence)

(Portal de Europa, 2008).

3.6.2. Denominaciones de Origen Protegidas de Miel

3.6.2.1. Miel de La Alcarria

La miel de La Alcarria estd protegida con Denominacién

™MIEL de Origen desde el 11 de noviembre de 1992 (Orden de

SE LA
ALCARIRLA

SIapIatiaXE 11 de Noviembre de 1992 y Orden de 21 de septiembre

n o

de 1993) y registrada de conformidad con el Reglamento
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de la Comunidad Europea desde el 12 de junio de 1996 (Reglamento (CE) n°
1107/96 de la Comision de 12 de junio de 1996).

La Alcarria tiene una extensidn de 4245 Km?® que se extiende entre los
macizos secundarios de la Meseta de Siglienza y la serrania conquense al
norte; Sierra de Altomira al este; los rios Tajo y Guadiela al sur y la campifa
del Henares al oeste. Atendiendo a su origen floral la Miel de La Alcarria se
clasifica en tres tipos: miel monofloral de romero (Rosmarinus officinalis L.),

Miel monofloral de espliego (Lavandula latifolia medicus) y miel multifloral.

e Caracteristicas
o Organolépticas: el aroma y color varian, pero derivan de su origen
botdnico. La consistencia puede ser fluida, viscosa o hallarse parcial a
enteramente cristalizada.
o Fisico-quimicas: las caracteristicas fisicoquimicas de la miel de La
Alcarria se observan en la Tabla 3. Los valores de la colorimetria en

esta normativa es segiin método CIELAB.

Tabla 3. Condiciones y caracteristicas de la DO Miel de La Alcarria

Caracteristica Observaciones
Humedad Menos del 17.5%
Hidroximetilfurfural Menos de 10 mg/kg
Acidez Menos de 35 meq/kg
Conductividad eléctrica Menos de 4,5 1x10 S cm™x 10*

Lo mds de 65, a;p mas de -2 y menos de 15

Colorimetria ,
¥ mas de 80

o Melisopalinolégicas: las plantas originarias de la miel de La Alcarria
son las pertenecientes a la familia de las labiadas, especialmente el
romero, el espliego y el tomillo (Tabla 4). Como puede observarse,

para todas las mieles hay restricciones en cuanto a la presencia en el
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espectro de taxones pertenecientes a la familia Ericaceae, Cistaceae,

Lavandula stoechas L. y plantas de cultivo.

Tabla 4. Tipos y caracteristicas melisopalinologicas de la DO Miel de La
Alcarria

Tipo de Miel Caracteristicas
El porcentaje minimo de polen de la miel de romero o
espliego serd del 15%
El porcentaje minimo de al menos una de las formas de polen
de tomillo (Tymus sp), romero, espliego, sera del 5%
e El porcentaje de formas de polen de la familia ericaceas
(Ericaceae) exceptuando gayuba (Arctostphylos uva-ursi,
L. Sprengel) serd 0%
Todas las mieles e El porcentaje de polen de las plantas de cultivo presentes
en la zona de produccion, serd menor del 10%.
e El porcentaje de polen de jara (Cistus ladanifer L.) y
cantueso (Lavandula stoechas L.) sera menos del 3%.

Mieles monoflorales

Mieles multiflorales

3.6.2.2. Miel de Granada

Esta provincia espafiola cuenta con Denominacién de
Origen Protegida desde 2003 y el Reglamento de la
Denominacion de Origen de Miel de Granada fue aprobado

en la Orden 5 de Octubre de 2002, BOJA 129 (Orden de 5

de octubre de 2002) y BOE 301 de 17 de Diciembre de 2002
(Orden APA 3209/2002). En el Reglamento (CE) n2 886/2005 se encuentra el
registro de la Denominacién de Origen Protegida en la Unién Europea

(Reglamento (CE) n2 886/2005 de la Comisidén de 10 de junio de 2005).
La zona de produccion protegida abarca todos los municipios de la provincia

de Granada, aunque la mayoria de los apicultores y de colmenas se concentra

en Huéscar, Granada, Motril, Lanjardn y Otivar.
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Los tipos de miel de la Denominacion de Origen Protegida de Miel de
Granada son: miel monofloral de castafio (Castanea sativa Miller), miel
monofloral de romero (Rosmarinus officinalis L.), miel monofloral de tomillo
(Thymus sp.), miel monofloral de aguacate (Persea americana Mill.), miel
monofloral de naranjo o azahar (Citrus sp.), miel monofloral de cantueso

(Lavandula stoechas L.), miel de la sierra y miel multifloral.

e Caracteristicas

Todas las mieles deberan tener como maximo un 17,5% de humedad, un
contenido de HMF no superior a 10 mg/kg y Erica spp debera tener un valor
inferior al 1% en el espectro polinico.

o Organolépticas: Las mieles deberan presentar cualidades
organolépticas propias del origen floral correspondiente,
especialmente en cuanto a aromay sabor.

o Fisico-quimicas: las caracteristicas fisicoquimicas particulares para
cada tipo de miel de la Denominacién de Origen Protegida se
muestran en la Tabla 5, donde puede observarse la inclusién en esta
normativa del enzima a — glucosidasa como indicador del grado de
frescura de una miel. Ademas del color medido en escala Pfund,
también se contempla la conductividad eléctrica, parametro fisico

diferencial entre mieles claras y oscuras.

Tabla 5. Caracteristicas fisico-quimicas de la DO “Miel de Granada”

Miel
MF*
Castafio Romero Tomillo Aguacate Azahar Cantueso Sierra -

Caracteristica

o — glucosidasa

(US) > 100 > 40 > 100 > 100 >30 >50 - -

Conductl\gdad >8 <25 >3 >8 <3 <5 = =
(S/em™)

Color (Pfund) >80 <35 >55 > 100 <30 >50 - -

MF*: Miel multifloral
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o Melisopalinoldgicas: las caracteristicas melisopalinolégicas de las
mieles con Denominaciéon de Origen Protegida “Miel de Granada”
aparecen en la Tabla 6. La miel de sierra viene tipificada por la
presencia de polen de castafio en un porcentaje superior al 75%,
mientras que para la miel multifloral es el polen de la familia
Lamiaceae el que debe estar presente superando el 5% su presencia

en el espectro.

Tabla 6. Caracteristicas melisopalinolagicas de la DO “Miel de Granada”

Miel Caracteristicas melisopalinoldgicas
El polen de «Castanea sativa» superara el 75 por 100 del
Castaio espectro polinico y el polen del género «Erica sp.» sera del 0 por
100.

El polen de «Rosmarinus officinalis» superara el 15 por 100 del
espectro polinico o bien superard el 10 por 100 siempre vy

Romero ~ .
cuando venga acompafiado de un 5 por 100 de formas polinicas
de la familia «Lamiaceae».

Tomillo El pfo.len de «Thymus sp.» superara el 15 por 100 del espectro
polinico.

El polen de «Persea americana» superara el 25 por 100 del
Aguacate ,
espectro polinico.

Azahar El F'Jo'len de «Citrus sp.» superara el 15 por 100 del espectro
polinico.

El polen de «Lavandula stoechas» superard el 15 por 100 del
Cantueso

espectro polinico.

3.6.3. Indicacion Geografica Protegida de Miel

3.6.3.1. Miel de Galicia

La Indicacion Geografica Protegida (IGP) de Miel de
Galicia fue reconocida en la Orden de 1 de Octubre de

1997 (Orden de 1 de octubre de 1997) y su Reglamento

fue aprobado por la Orden de 19 de febrero de 2003
(Orden de 19 de febrero de 2003) y ultima modificacién estd en la Orden de

10 de febrero de 2004 (Orden de 10 de febrero de 2004), también publicado
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en Orden APA/2186/2004, de 18 de junio, por la que se ratifica el

Reglamento de la Indicaciéon Geografica Protegida «Miel de Galicia» y de su

Consejo Regulador.(Orden APA/2186/2004). La publicacion de registro de la

Indicacién Geografica Protegida se realizé en julio de 2007 (Reglamento (CE)

n° 868/2007 de la Comisidn de 23 de julio de 2007).

La zona de produccién, procesado y envasado de las mieles amparadas por la

Indicacion Geografica Protegida Miel de Galicia abarca todo el territorio de la

Comunidad Auténoma de Galicia (Pérez, 2005). La gran mayoria de la miel de

esta IGP es de milflores, en la que no predomina un taxén concreto, pero

también se producen mieles monoflorales de eucalipto, castaiio, zarzamora y

brezo.

Caracteristicas

o Organolépticas: las mieles deberan presentar, con caracter general,

las cualidades sensoriales propias del origen floral correspondiente en

cuanto a color, aroma y sabor (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas organolépticas de la IGP “Miel de Galicia”

Tipo de Miel
Miel multifloral

Monoflorales de eucalipto
Monoflorales de castafio

Monoflorales de zarzamora

Monoflorales de brezo

Caracteristicas Organolépticas
Su color podra variar entre el dmbar y el dmbar
oscuro. El sabor y el aroma serdn acordes a la flora
predominante en la miel.
Color ambar, sabor suave y aromas céreos.
Miel oscura, de sabor intenso y fuertes aromas a flor.
Color ambar oscuro, sabor fuerte afrutado,
marcadamente dulce y aromas frutales.
Su color es ambar oscuro u oscuro con tonos rojizos,
sabor ligeramente amargo y persistente, aromas
florales persistentes.

o Fisico-quimicas: la Indicacion Geografica Protegida “Miel de Galicia”

seflala como caracteristicas fisicoquimicas para sus mieles, un
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contenido en humedad inferior al 18,5%, la actividad diastasica

superior a 9 2Gothe y contenido en HMF inferior a 18 mg/kg de miel.

o Melisopalinologicas: el espectro polinico considerado en su totalidad

debera corresponder al propio de las mieles de Galicia. En cualquier

caso la combinacién polinica Helianthus annuus - Olea europaea -

Cistus ladanifer no superard el 5% del espectro polinico total. Ademas,

segun el origen floral de los distintos tipos de mieles citados, los

espectros polinicos deberan cumplir los requisitos que aparecen en la

Tabla 8. La miel multifloral queda descrita con los principales taxones

de interés.

Tabla 8. Caracteristicas melisopalinoldgicas de la IGP “Miel de

Tipo de Miel

Miel multifloral

Monofloral de
eucalipto

Monofloral de castaio

Monofloral de
zarzamora
Monofloral de brezo

Galicia”

Caracteristicas Organolépticas
El polen mayoritariamente pertenecerd a: Castanea sativa,
Eucalyptus sp., Ericaceae, Rubus sp., Rosaceae, Cytisus sp-Ulex
sp., Trifolium sp., Lotus sp., Campanula sp, Centaurea sp,
Quercus sp., Echium sp., Taraxacum sp. y Brassica sp.
El porcentaje minimo de polen de eucalipto (Eucaliptus sp.) sera
del 70%.
El porcentaje minimo de polen de castaio (Castanea sp.) sera del
70%.
El porcentaje minimo de polen de zarzamora (Rubus sp.) serd del
45%.
El porcentaje minimo de polen de brezo (Erica sp.) sera del 45%.

3.7. Sector apicola y produccion de miel en Espaiia

Las caracteristicas fisicas, climaticas y edafolégicas de Espafia y las buenas

condiciones pecoreadoras, permiten que la producciéon y el consumo de miel

sean una constante en la actividad agraria y en la importante cultura

gastrondmica del pais.
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La evolucién de los sistemas de produccién durante los ultimas décadas ha
sido espectacular, pasando de sistemas estantes que suponian un
complemento a las actividades agricolas o ganaderas tradicionales y cuyo
consumo iba destinado fundamentalmente al hogar, hasta los ultimos afios
donde la profesionalidad es cada vez mas alta en el sector y los sistemas de
produccién estantes han ido paulatinamente variando hacia los
trashumantes. Sin embargo ambos sistemas siguen presentes en el pais,
destacando la produccion clasica, de tipo estante en el Norte mientras que la
trashumante se extiende por el resto de la geografia nacional (Ministerio de

Agricultura Pescay Alimentacién, 2007).

Aunque todavia se conservan practicas ancestrales de obtencidn de la miel, el
sector ha sufrido una constante evolucién y ha incorporado nuevas
tecnologias que nos situan a la cabeza de la innovacién y con un nivel

superior al de los principales productores a nivel mundial.

A pesar de este desarrollo, la aportacion econdmica de la apicultura en el
total de la produccién ganadera es inferior a la contribucion de otros
sectores. Indicadores como los precios, el numero de colmenas vy
producciones, permiten valorar el conjunto de la actividad apicola (sobre
todo miel, polen y cera aunque se esta experimentando un importante auge
de otros productos) en 61,52 millones de euros. Asi pues, el valor de
facturacién del sector apicola, alcanzaria en su conjunto el 0,44% sobre la
Produccién Final Ganadera y el 0,17% de la Produccién Final Agraria

(Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién, 2007).

Si la importancia econdmica de la produccidon apicola es destacada, no se

puede olvidar el papel ejercido por las abejas en el medio ambiente, sobre
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todo por su funcién polinizadora, mas efectiva que cualquier otro, asi como
su repercusion en el contexto del desarrollo rural, y la contribucién al
equilibrio ecoldgico, ya que su presencia es fundamental para la preservacion
de una gran diversidad de plantas ademas de elevar la productividad de gran
parte de los cultivos, aprovechando recursos que no podrian ser utilizados

directamente por ninguna otra actividad agraria ni por el hombre.

Por tanto la produccidon apicola se configura como uno de los mejores
modelos de produccion sostenible, donde confluyen intereses econdmicos y
sociales al contribuir a la fijacion de la poblacién en el medio rural, en zonas
donde el desempefio de otras actividades es complicado asi como
medioambientales ya que se trata de una produccidn totalmente respetuosa
con el medio a la vez que facilita la polinizacidon (Ministerio de Agricultura

Pesca y Alimentacién, 2007).

Un problema importante, especialmente desde la primavera de 2005, ha sido
el denominado “sindrome de despoblamiento de las colmenas”, llegando a
estimarse la mortalidad en un 25% (con picos del 40%). Ante una etiologia
compleja considerada como multicausal pero en la que juega un papel
decisivo el estado sanitario de las colmenas y el manejo de las mismas, se ha
centrado la atencidon en la convocatoria de subvenciones a proyectos de
investigacion aplicada en la apicultura, con el objeto de establecer sus
posibles causas y la busqueda de soluciones. A esto hay que afadir las
repercusiones de los incendios, o la situacién de sequia y cambio climatico

por la que viene atravesando Espafia durante las ultimas campanas.
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El censo de colmenas basado en el Registro de explotaciones apicolas en
Espafia, en el mes de marzo del afio 2007 asciende a 2.320.949, lo que

supone un descenso de un 6% respecto al comunicado en el afio 2004.

El nivel de profesionalizacién del sector en Espafia sigue aumentando, segun
lo demuestra el hecho de que de los 23.265 apicultores totales, el 24,66%
sean apicultores profesionales (denominaciéon que corresponde a aquellos
apicultores con mas de 150 colmenas). Mdas del 80% de las colmenas
censadas se encuentra en poder de estos apicultores profesionales. Sigue
bajando el numero de apicultores totales a favor de los apicultores
profesionales, asistiendo asi a un proceso de concentracién que continua la
tendencia observada en el periodo anterior. Comunidades auténomas como
Extremadura y Valencia siguen manteniendo las mayores tasas de
profesionalizacidon. Los datos indican una media de 99 colmenas por
apicultor. La media de colmenas por apicultor profesional asciende a 325,
mientras que en los apicultores no profesionales cuentan con una media de

26 (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién, 2007).

La apicultura es una actividad ganadera ligada a la trashumancia y muy
determinada por las condiciones climatoldgicas, ya que las abejas necesitan
de los recursos naturales a través del polen y el néctar para satisfacer sus

necesidades nutricionales.

Por tanto su alimentacidon depende de las floraciones, muy castigadas por
una climatologia adversa, como son las temperaturas elevadas y la sequia
persistente que ha azotado el pais en los ultimos afos, lo cual ha sido

determinante para la disminucidon de la produccion de miel, a la vez que
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contribuye a un debilitamiento de las colmenas que las hace mas vulnerables

a condiciones extremas.

Las inclemencias climatoldgicas que conducen a un debilitamiento de la
colmena por falta de alimento dan lugar a una mayor incidencia de
problemas sanitarios de consecuencias muy serias en algunas ocasiones. A
todo ello se unen los incendios que han arrasado numerosas regiones y que
en este caso han tenido repercusiones importantes en Castilla y Ledn,
Andalucia, Extremadura y Valencia, comunidades con un censo apicola
importante, ya que lleva a la desaparicion de asentamientos para los
colmenares y en otros casos la busqueda de nuevos asentamientos y una
alimentacion extra que debe aportarse. Esta situaciéon puede explicar el
descenso de mas de 100.000 colmenas desde el ano 2004, asi como la
retirada de mas de 1.000 apicultores, sobre todo de aquellos no

profesionales donde la apicultura supone una fuente extra de ingresos.

3.7.1. Estructura del sector

La produccion total de miel se situd en Espaina en el afio 2006 en 28.998
toneladas lo que supone un descenso respecto a los datos del 2004 de un
11,2%. Los descensos registrados en la produccion derivan de la disminucion
del numero de colmenas en comunidades auténomas donde la climatologia
vivida en el ultimo ejercicio con fuertes periodos de sequia junto con los
intensos incendios registrados en gran parte de la peninsula en el afio 2006
ha jugado un papel fundamental. A esto hay que afiadir diversas etiologias
como el sindrome del despoblamiento de las colmenas o la influencia de

agentes infecciosos o parasitarios.
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Esta situacién de disminucién, se traslada a escala regional, donde es obvio
que las pérdidas son mas cuantiosas en aquellas comunidades auténomas de
mayor producciéon. Asi, Andalucia, Valencia, Extremadura y Castilla y Ledn
fueron las comunidades auténomas que mayores danos han sufrido desde el
verano pasado. Estas pérdidas se han cifrado en algunas de ellas en mas del
40% de la produccion. El grado de autoabastecimiento en Espafia se situa en
torno al 82%, tras la ligera bajada producida en los Ultimos afios de acuerdo a

la reduccion de la produccidn observada.

La miel que predomina dentro de las producidas en Espafa es la llamada
“milflores”, que ha supuesto en el 2006 el 61,14% de la produccién total, lo
gue supone un incremento respecto al afio 2005 donde alcanzaba el 55% de
la produccién total de miel. Sin embargo son importantes las cantidades de
otros tipos de miel como la de azahar en las regiones mediterraneas de la
peninsula, o la de mielada y bosque que es la principal produccién de Castilla
y Ledn, la cuarta comunidad con mayor produccidon dentro del pais. Hay que
destacar que precisamente son estas mieles mas minoritarias las que
alcanzan unos niveles mas altos de cotizacién (Ministerio de Agricultura

Pesca y Alimentacién, 2007).

En cuanto al comercio de miel en el ambito nacional en relaciéon a las
distintas posiciones de compra 6 venta, se observa como la venta a la
industria o mayoristas ocupa el primer lugar entre las posiciones de venta
con el 51,1%. Le sigue en importancia la comercializacién por cooperativas,
consolidando de esta manera el comercio organizado, la venta directa al
consumidor con el 17,1% y finalmente la venta envasada al minorista que

supone el 9,6% del volumen de producto comercializado.
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En lo que se refiere al comercio exterior, a lo largo del afio 2006 las
importaciones totales ascendieron a 17.566 toneladas, un 16% mas que a lo
largo del afio 2005, mientras que las exportaciones experimentaron un
aumento del 12% respecto al afio anterior y se situaron en 11.157 toneladas.
Estos datos confirman el incremento continuado de las importaciones (en
casi 3000 toneladas respecto al aiio 2004 y en unas 5000 respecto al 2003) y
una recuperacién de las exportaciones tras el descenso experimentado

durante el aino 2005 respecto a campaias anteriores.

La mayor parte de las importaciones espafiolas (79,2%) tienen origen extra-
comunitario, alcanzando las 13.917 toneladas frente a las 3.649 toneladas
con origen en la Unién Europea. En lo que se refiere a las exportaciones, el
principal mercado para las mieles espafiolas continia siendo el mercado
intracomunitario al que se enviaron 9.614 toneladas siendo destinadas a
terceros paises 1.543 toneladas lo que supone un incremento frente a las

1.116 toneladas del afio 2005.

En cuanto al comercio intracomunitario, las exportaciones van dirigidas
fundamentalmente a Francia, seguida de Alemania, Portugal y Grecia,
mientras que las importaciones provienen de Alemania, Francia y Portugal
fundamentalmente. EI comercio extracomunitario registra las principales
importaciones de Argentina, que arrebata de esta manera la primera posicion

a China, seguidas de Uruguay y Cuba.

Las exportaciones espafiolas a terceros paises van dirigidas a Marruecos,
Argelia, Tunez e lIsrael fundamentalmente, paises que ya ocuparon las
primeras posiciones en el afio 2005. Las importaciones procedentes de Brasil,

que habian superado las 1000 toneladas a lo largo del afio 2004, han
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guedado prohibidas desde el 17 de marzo de 2006 en todo el territorio
comunitario, tras la entrada en vigor de la Decision de la Comisién
2006/208/CE, lo que ha obligado a buscar mercados alternativos para la
compra de este producto, favoreciéndose de esta manera las importaciones

desde Argentina, China u otros paises al alza como Uruguay, Cuba o Rumania.

El consumo per cdpita de miel en Espafia durante el afio 2007 fue de 440
gramos/habitantes afio (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion,

2007).

3.7.2. Comercializacion

En Espaia desde el afio 2000 esta la llamada “Mesa para la Miel”, a partir de
la creacidon de una comisidn paritaria de constatacion de precios como reflejo
de las necesidades de un comercio organizado y para dar respuesta a la
solicitud del sector. Se han definido los siguientes factores: productos tipo
(miel y polen), la fase de comercializacion, las condiciones de
comercializacién, los mercados representativos, la frecuencia de constatacién

y el tratamiento estadistico de los datos.

Las Comunidades Auténomas con mayor importancia en la produccién de
miel han definido sus comarcas geograficas, mercados mas representativos y
unidades elementales de cada una de ellas. Las posiciones comerciales
establecidas son las siguientes: venta directa al consumidor, comercializacién

cooperativa, venta envasada al minorista, venta a la industria o mayoristas.

De esta manera, Espafia cuenta con una mesa de precios para la miel al igual
qgue las existentes en otras producciones ganaderas. En 2002 y 2003 los

precios medios percibidos por los productores nacionales para la miel
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multifloral (la principal en produccion), se situaron entre los 2,30 y 2,60€/kg,
mientras que en 2004 la cotizacion descendié a niveles de 1,60 €/kg, y en
2005 los precios se mantuvieron en torno a 1,69 €/kg. Las cotizaciones se
encuentran por tanto en niveles muy bajos, sobre todo tras el levantamiento
de la prohibicidén de la importacién de miel china, asi como por la entrada de
miel de terceros paises a precios sensiblemente menores a los comunitarios

(inferiores a 1 €/kg).

El precio de la miel multifloral a granel ha caido un 33,08%, la variacién de la
miel de mielada a granel se situa en el -28,84%, la de la miel multifloral
envasada en el -13,91% y la de la miel de mielada envasada en el -3,84%. Por
tanto son precisamente las mieles envasadas las que mejor han podido
soportar la tendencia a la baja, lo que supone una clara ventaja comparativa

con el resto y por tanto un punto a tener en cuenta para el futuro.

El descenso de los precios puede tener su explicacion en la entrada de mieles
procedentes de otros paises a precios muy inferiores a los espafoles. De aqui
qgue la comercializacion de mieles con distintivos de calidad que aportan un
valor afiadido, sea una de las alternativas para paliar, por lo menos en parte

esta situacion (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion, 2007).

Aunque la diversidad de formas de produccién de las distintas Comunidades
Auténomas no permite que podamos hablar de una uUnica “explotacién tipo”
en Espafa, el rendimiento neto en el caso de las explotaciones con venta de
miel al por mayor ha descendido en un 26% respecto a lo calculado en el afio
2003 debido a la disminucion de los ingresos procedentes de la miel milflores

fundamentalmente, ya que ha pasado de considerar un precio medio de 2,4
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€/kg a solo 1,8 €/kg. Los gastos permanecen estables asi como los ingresos

derivados de la venta de cera.

En el caso de las explotaciones con venta de miel y polen, la bajada de los
precios de la miel ha sido compensada con el incremento de los precios
percibidos por la venta de polen que ha incrementado ligeramente su valor a
pesar del incremento de los costes de producciéon del polen. El rendimiento
neto de este tipo de explotaciones se ha incrementado en un 6% respecto al

ano 2003.

Las comunidades autdnomas han desarrollado una importante normativa en
materia de calidad, destacando la existencia de diferentes tipos de miel con
denominaciones de calidad u otras formas que permiten diferenciar su valor
gastrondmico, con el consiguiente valor afiadido que eso supone (Ministerio

de Agricultura Pesca y Alimentacion, 2007).

3.8. Envasado de los alimentos

3.8.1. Aspectos generales

El envasado es una parte importante en el proceso de comercializacion de un
alimento, y en particular de la miel. El envasado puede definirse en términos
de su papel protector, como “el medio para conseguir un suministro seguro
de los productos en buenas condiciones hasta el consumidor final a un coste

minimo” (Fellows, 2007).

Las principales funciones del envasado sefaladas por Fellows (2007) son las

siguientes:
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e Contencion: mantiene el contenido de forma segura hasta llegar al
consumidor final. Dependiendo del producto los envases tendran formas
y tamanos diferentes.

e Proteccidn: protege el producto y evita que sufra agresiones mecanicas y
ambientales durante su almacenamiento y distribucién.

e Conservacion: evita los cambios quimicos, bioquimicos o microbiolégicos
del alimento almacenado.

e Conveniencia y comodidad: ayuda a mejorar el producto durante el
almacenamiento y la distribucidn, incluyendo una apertura y un
dispensado facil, asi como un manejo sencillo para los consumidores
después de su uso.

e Comunicacion: en muchas ocasiones permite la identificacion del
contenido asi como ayuda a la venta del producto y es un medio de
interlocucién con el consumidor final. Los contenedores en los que se
transporta también deben informar al transportista el destino y las
instrucciones de manejo y de almacenamiento. Los envases disponen de
un etiquetado que deben informar al consumidor acerca del modo de

apertura y/o del uso y conservacién del contenido.

El envasado es una parte esencial del marketing de un alimento. Cuando en
el marcado existen varias ofertas, el envase puede ser la diferencia clave para
hacer la eleccién de compra (Coles, Dowell & Kirwan, 2004). Para seleccionar
un determinado proceso de envasado, es importante tener presentes
algunos aspectos y actividades involucrados en la recepcién del producto

envasado por el consumidor.

Dentro de los factores que deben considerarse en este proceso estan los

requisitos técnicos de almacenamiento del alimento y de su envase, de forma
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gue su presentacion sea funcional, que el producto este protegido durante su
vida util y tenga facilidad de uso por el consumidor. En el caso de la miel, se
han venido desarrollando envases de Tereftalato de Polietileno (PET) con

valvula anti goteo que tienen aceptabilidad por parte del consumidor.

El consumidor valora la apariencia agradable y estética, la conservacion del

aroma, la facilidad en el manejo, funcionalidad y respeto al medio ambiente.

Envase es todo producto fabricado con materiales de cualquier naturaleza y
que se utiliza para contener, proteger, manipular, distribuir y presentar
productos, desde materias primas hasta productos terminados, en cualquier

fase de la cadena de fabricacidn, distribucion y consumo (Coles et al., 2004).

La aceptabilidad de un envase es mayor cuando es estético, posee un tamafo

y una forma funcionales, contiene el alimento de forma adecuada sin

pérdidas, con posibilidad de actuar como dispensador, facil apertura y de facil

eliminacion, reutilizacion o reciclado. Los factores influyentes en la decisién

de compra de un envase, son las siguientes:

e Calidad: sistemas de procesado y envasado que preserven el sabor,
aspectos nutritivos, textura, color y frescura.

e Seguridad: que el envase proteja al producto de una posible
contaminacion.

e Flexible: en cuanto a cambio de tamafio y de diseiho

e Compatible con sistemas de manejo y distribucion.

e Disponibilidad: que el producto pueda encontrarse en cualquier épocay

lugar.

59




Revision Bibliogrdfica

3.8.2. Materiales de envase

El material utilizado para envasar un alimento determina su calidad. Los
factores técnicos que deben tenerse en cuenta cuando se selecciona el
material de envase son fundamentalmente:

e Vida util del producto

e Propiedades organolépticas, fisicoquimicas y microbioldgicas del alimento

e Efecto barrera del envase

Los materiales de envasado se pueden agrupar en dos grupos principales:

e Contenedores de transporte: contienen y protegen el alimento durante el
transporte y la distribucidon, pero no tienen ninguna funcién en el
marketing del producto. El contenedor de transporte mas utilizado es el
de cajas de cartdn corrugado, por cargas de 5 a 20 kg dependiendo del
producto envasado. Las cualidades de los contenedores de transporte
son:

e Eficiencia durante el transporte y distribucion

e Proteccion frente a las condiciones climaticas y al medio externo
e Compatibilidad con el producto

e Facil manejo

e Cierre seguro durante el transporte y distribucion

e Comodidad de uso para transportistas y distribuidores.

e Buena eliminacion o reutilizacion

e Contenedores de venta al por menor o unidades para consumidores: su
funcidén es proteger y presentar el alimento en cantidades adecuadas para

la venta, distribucidon y almacenamiento.
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3.8.2.1. Vidrio

El vidrio es un material duro, fragil y transparente que ordinariamente se
obtiene por fusion a unos 1.500 °C de arena de silice (SiO,), carbonato sddico
(Na,COs3) y caliza (CaCO3). Quimicamente se hace mediante el enfriamiento
de una mezcla caliente y fundida de silicatos, cal y sosa hasta alcanzar el

punto de fusién (Coles et al., 2004).

Ventajas del envasado de alimentos en contenedores de vidrio

El envase de vidrio posee una serie de cualidades que le convierten en
soporte ideal para envasar todo tipo de alimentos, ya que favorece la
presentacion y disefio del producto ante el consumidor y es posible observar
el cambio de color, es inerte, quimicamente resistente a todos los alimentos
(liquidos y sdlidos) y no transmite ningun olor, a pesar que el vidrio es un
material fragil, los envases tienen una gran capacidad para resistir peso, lo
que facilita los sistemas de llenado y distribucién, aséptico, transparente,
versatil, hermético, higiénico, indeformable, impermeable al paso de gases,
conserva aroma y sabor sin ceder nada al producto que contiene, afiade
prestigio e imagen de calidad del producto, es reutilizable y reciclable (Coles

et al., 2004).

3.8.2.2. Ceramica

La ceramica es un material utilizado desde la antigliedad para el envase de
alimentos, siendo un material atractivo para el consumidor porque relaciona
el producto con alimentos autdéctonos de tradicidén artesanal. Es un material
poroso, resistente a los acidos, las sales, los detergentes y los cambios en

temperatura.

61




Revision Bibliogrdfica

El Real Decreto 891 de 2006 transpone al ordenamiento juridico espanol la
Directiva 2005/31/CE por el que se aprueban las normas técnico-sanitarias
aplicables a los objetos de ceramica destinados para su uso como menaje o

envase de alimentos.

Algunas de las principales novedades incluyen la obligacién de que en las
fases de comercializacion, incluida la venta al por menor, los objetos de
ceramica que aun no estén en contacto con productos alimenticios, vayan
acompafiados de una declaracidn por escrito que certifique su conformidad

con las normas que les sean aplicables.

Ademas, el fabricante o importador debera conservar y poner a disposicidon
de las autoridades competentes nacionales, cuando se lo soliciten, la
documentaciéon que demuestre que los objetos de ceramica cumplen los
limites de emigracion de plomo y de cadmio establecidos. Otro punto de
renovacion es la actualizaciéon de los métodos de andlisis para la
determinacion de plomo y cadmio, teniendo en cuenta los ultimos avances

tecnoldgicos y los parametros de calidad que deben cumplir estos métodos.

Los limites maximos admitidos de plomo estan entre 0,8 mg/dm’y 4,0 mg/l y

los de cadmio estan entre 0,07 mg/dm?”y 0,3 mg/| (Real Decreto 891/2006).

3.8.2.3. Materiales plasticos

Los plasticos son compuestos organicos macromoleculares obtenidos por
polimerizacién, policondensacién, poliadicidn o procesos similares, a partir de
moléculas de un menor peso molecular, o por alteracidn quimica de

compuestos macromoleculares naturales.
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Los plasticos son utilizados en la fabricaciéon de envases debido a ventajas

como:

e Fluyen y se moldean bien bajo determinadas condiciones, para poder
conseguir todo tipo de formas y tamanos.

e En la mayoria de los casos son quimicamente inertes, aunque no
necesariamente impermeables.

e Su coste es competitivo en el mercado.

e Son ligeros de peso.

e Ofrecen muchas posibilidades en cuanto a transparencia, color, sellado

por calor, efecto barrera y resistencia al calor.

Tereftalato de polietileno (PET)

Es un film transparente, brillante y muy resistente. Tiene buenas propiedades
como barrera a la humedad y a los gases. Es flexible a temperaturas entre -70
°C y 135 °C y se contrae muy poco con las variaciones de temperatura y

humedad.

Los poliésteres o polimeros de condensacién son los formados a partir de
ésteres mondmeros resultantes de la reaccidon de un acido carboxilico con un
alcohol. Dependiendo de los mondmeros utilizados, en la reaccién vy
polimerizacion del acido tereftalico con el etilengliol, el producto que resulta

es el PET.

El PET se puede hacer en peliculas por soplado o fundido. Los espesores de
las peliculas deben ser de 12 um para las mas finas y 200 um para los
compuestos laminados. No se suelen agregar aditivos en la fabricacién de

peliculas de PET.
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e Polipropileno (PP)

Es una pelicula parcialmente cristalina con buenas propiedades dpticas y muy
resistentes a la tension y puncidn. Es bastante impermeable al vapor de agua,

los gases y los olores y no le afectan los cambios en la humedad ambiental.

El PP es un polimero lineal con grupos salientes CH,. Se trata de una resina
mas dura y densa que el polietileno. El PP se utiliza desde 1950, tiene la
densidad mads baja y el punto de fusion mas alto de todos los termoplasticos
de alto volumen. Es un plastico muy versatil que se puede procesar de
muchas formas y que tiene muchas aplicaciones en el campo de la
alimentacion, tanto en su forma flexible como rigida. Su punto de fusién es
de 160 °C. Las superficies de las peliculas de PP son suaves y funden bien,
siendo también duras. Al fundir la pelicula es clara como el vidrio y se puede

sellar por calor (Coles et al., 2004).

El PP es quimicamente inerte y resistente a la mayor parte de compuestos
guimicos organicos e inorganicos. Tiene propiedades de barrera con respecto

al vapor de agua y presenta resistencia en cuanto a las grasas y aceites.

3.8.3. Factores externos que influyen sobre la calidad de un alimento
envasado
La calidad de un alimento envasado durante su almacenamiento puede verse
afectada negativamente por los siguientes factores:
e Contaminacién por riesgos bioldgicos, quimicos o fisicos.
e Fuerzas mecanicas (dafios por impacto, vibracién, compresion o
abrasion).

e Adulteracion de forma fraudulenta.
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e Manipulacién inadecuada.

El envase no debe reaccionar con el alimento y debe permitir un manejo
sencillo durante los procesos de llenado, sellado, transporte,
almacenamiento y venta. El material de un envase alimentario proporciona
una barrera entre el mismo y el medio ambiente circundante preservando
con ello su calidad. Permite un control en la transmision de la luz, en la
velocidad de transmisién del calor, asi como de la humedad, de gases y actua

como barrera de microorganismos e insectos.

Los factores externos que influyen en la calidad del alimento envasado

fueron estudiados por Fellows (2007) y se describen a continuacién:

3.8.3.1. Luz

La cantidad de luz absorbida o transmitida varia de acuerdo con el material
de envase y con la longitud de onda de la luz incidente sobre el producto.
Algunos materiales transmiten tanto la luz visible como la ultravioleta;
aquellos envases donde se muestra el contenido deberan permitir el paso de
la luz, pero aquellos alimentos susceptibles de alteracidon deben impedirla y
para evitar que la luz transmitida deteriore los productos fotosensibles, los

envases incorporan pigmentos que impiden esta incidencia.

3.8.3.2. Calor

La capacidad aislante de un envase depende de su conductividad térmica,
algunos materiales se aislan del calor transmitido por conduccion y los
materiales reflectantes del transmitido por radiacion. Sin embargo, el control
de la temperatura de almacenamiento es mas importante que la capacidad
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del envase para proteger el alimento del calor. En las aplicaciones donde se
calienta el envase, el material de envase debe resistir las condiciones de

almacenamiento sin que se produzcan dafios ni interaccidn con el producto.

3.8.3.3. Humedad y gases

La pérdida o absorcidn de agua es uno de los factores que mas influyen sobre
la vida util de los alimentos. En el interior de un envase se produce un
microclima que viene determinado por la presién de vapor de agua en el
alimento a la temperatura de almacenamiento y la permeabilidad del envase.
El control del intercambio de agua es imprescindible para evitar el deterioro

por microorganismos o enzimas.

La influencia de los cambios del contenido de agua se puede observar
mediante la isoterma de sorcidon de agua del alimento, que depende de la

velocidad de transmision de vapor de agua del envase.

3.8.3.4. Microorganismos, insectos, animales y suciedad

Los envases fabricados con vidrio y polimeros son barreras para
microorganismos, pero las tapas o cierres son una fuente potencial de
contaminacion.

e El aire o agua contaminados se introducen a través de los poros en
contenedores herméticamente sellados conforme se va formando el vacio
en el espacio de cabeza.

e En el caso de polimeros, la causa de contaminacién es el mal sellado.

e Dafios como roturas o fisuras en el material de envasado pueden ser

causa de contaminacion.
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Todos los tipos de envase deben proteger los alimentos del polvo y de otros
contaminantes sélidos. La proliferacion de insectos disminuye con una

adecuada manipulacion e higiene en el proceso de envasado.

3.8.3.5. Resistencia mecanica

La capacidad de un envase para proteger los alimentos de dafos mecanicos
depende de su resistencia a la fractura que puede sufrir durante el transporte
y/o almacenamiento. La resistencia de los materiales de envasado puede
evaluarse mediante la medida de la deformacidén que resulta al aplicar una
fuerza y posterior evaluacién de los siguientes factores: fuerza de tension, el
modulo de Young, la elongacidn por traccién, la traccion limite de fluencia y
la fuerza de impacto. Cada uno de estos factores se halla influenciado por la
temperatura y el tiempo en el cual se aplica la fuerza. La estructura molecular
de las peliculas de polimero se ordena de forma distinta dependiendo del

tipo de pelicula y método de fabricacion.

3.9. Parametros fisico-quimicos y bioldgicos indicadores de la calidad de la

miel almacenada

3.9.1. Hidroximetilfurfural (HMF)

Uno de los problemas a los que se enfrentan los envasadores de miel es la
demanda por parte del consumidor de un producto fluido, que esté sin
cristalizar. Algunas empresas someten la miel a un proceso térmico de
pasterizacion para conseguir la licuefaccidon, eliminar levaduras para
minimizar el riesgo de fermentacién y eliminar formas vegetativas

bacterianas (Visquert, Escriche, Andres & Fito, 2004).
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En la legislacion espanola el contenido de HMF esta considerado como un
pardmetro que marca el grado de frescura de una miel, con el fin de
proporcionar a los consumidores un alimento que haya sido sometido a la
menor temperatura posible durante su tratamiento y con un periodo de
tiempo controlado. En general, excepto la miel de uso industrial no debe
tener un contenido de HMF mayor de 40 mg/kg, las mieles procedentes de
regiones de clima tropical y mezclas de estas mieles no deben tener un

contenido de HMF mayor de 80 mg/kg (Real Decreto 1049/2003).

La concentracion de HMF aumenta con el tiempo y/o calentamiento y tiene
una relacion inversa con la actividad enzimatica existente en la miel, de modo
gue aquellas mieles con un indice de diastasa bajo, posiblemente poseeran
alto contenido de HMF, lo que seria indicativo de una conservacién
inadecuada. De igual modo, el contenido de HMF va aumentando con el
transcurso del tiempo y se observa una notable diferencia del incremento
seguln procedan de zonas calidas o frias (Huidobro & Simal, 1984), razén por
la cual se hace imprescindible un control exhaustivo de las condiciones de los

tratamientos industriales y del almacenamiento posterior.

Se ha evidenciado que durante el almacenamiento se da un menor
incremento en mieles naturales sin calentar que en mieles comerciales
pasteurizadas, circunstancia que se atribuye a un pH alto (Huidobro & Simal,
1985). La presencia de altos contenidos del HMF también puede ser
indicativo de la adicidon a la miel de azucar invertido obtenido por hidrdlisis

guimica (Serra & Gémez, 1986).
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El HMF es un parametro significativo, que unido a la actividad de los enzimas
diastasa e invertasa, representa un indicador de frescura y calidad de la miel,

permitiendo juzgar condiciones de procesado y almacenamiento.

e Reaccion de Maillard

La reaccidon de Maillard comprende un complejo sistema de reacciones que
dan lugar a polimeros de color pardo denominados melanoidinas (Fayle &
Gerrard, 2005). Ha sido estudiada con soluciones modelo y en ella participan
azucares con grupos carbonilos libres, aminoacidos, péptidos y proteinas

(Primo, 1997).

Los compuestos resultantes de esta reaccién pueden ser responsables del
aroma, gusto y apariencia en algunos alimentos. También puede ser la causa
de su deterioro durante el almacenamiento y procesado, resultando una
disminucion de su calidad nutricional por la formacion de compuestos
antinutricionales y toxicos, la destruccion de aminoacidos y la reduccién de la

digestibilidad de las proteinas de los alimentos (Fayle et al., 2005).

El HMF es el producto mas importante de la degradacion por calor en la miel
(Turhan, Tetlk, Karhan, Gurel & Tavukcuoglu, 2008). Este proceso ocurre
dentro de un conjunto de reacciones muy complejas que conducen a la
formacion de pigmentos, modificacion de olor y sabor, por la llamada
reaccién de Maillard o de pardeamiento no enzimatico (Cheftel & Cheftel,

1980).

Segun Primo (1997), en la reaccion de Maillard se pueden distinguir varias

etapas:
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Inicialmente, se produce una condensaciéon de los azlcares con los
compuestos aminados formando aldosiaminas.

En la etapa intermedia y por vias diferentes, se forman a partir de las
cetosaiminas, compuestos dicarbonilicos, o reductonas. Las reductonas
tienen un grupo enodiol andlogo al del acido ascdérbico y fuerte poder
reductor; interfieren en la valoracion de la vitamina C con 2,4 diclorofenol
— indofenol con iodo, dando valores muy altos en alimentos envejecidos.
Para evitarlo se han desarrollado métodos analiticos que separan la
vitamina C de otros compuestos.

A partir de los compuestos carbonilicos formados, en los tratamientos
térmicos de los productos acidos, se forma el 5, hidroximetilfurfural, este
compuesto en la miel es un indicador de frescura y sobrecalentamiento.
Con anterioridad a la formacion de las reductonas se pueden producir a
partir de los productos intermedios, compuestos ciclicos como maltol y 2,
acetil furano. Por su parte estos compuestos pueden reaccionar con
aminas para formar compuestos ciclicos o amino reductonas, a partir de
los cuales se forman polimeros.

En esta fase comienza a modificarse el color de los productos, pues
algunos compuestos formados tienen coloracién amarilla. Los productos
dicarbonilicos de la reaccién de Maillard se condensan también con
aminodcidos, dando aldehidos, aminocetonas y oxicetonas por la reaccion
de Strecker con descarboxilacidn.

Las aminocetonas se condensan para dar pirazinas sustituidas que tienen
aromas acusados. Las reacciones de Maillard y Strecker se producen mas
intensamente cuando hay cambios de temperatura, durante tiempos

largos y en el almacenamiento, siendo favorecidas por pH menos acidos.
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3.9.2. Color

El color de las mieles es una propiedad fisica que puede variar del blanco
(algunas son incoloras) al pardo oscuro casi negro, pasando por tonalidades
amarillo, ambar, rojizo, verdoso y marrdn. Algunas mieles tienen la propiedad
de emitir fluorescencia al ser iluminadas por la luz ultravioleta. Por otro lado
existen diferencias entre mieles claras y oscuras, observandose en las
primeras ausencia de tirosina y triptéfano, que por el contrario aparecen en

las segundas (Juan, 2001; Sdinz et al., 2000; Tomas-Barberdan et al., 1994).

El color de las mieles puede ser debido a la presencia de pigmentos como
carotenos, xantofilas y a compuestos fendlicos, como flavonoides, que se
encuentran en el néctar de las flores (Huidobro et al., 1984), de ahi que el
color se relacione con el origen botanico de la miel e incluso con su
composicién, como es el caso de las mieles de mielada que son mas oscuras
debido a los compuestos pardos que se forman por reaccién entre sus sales

minerales y la materia organica que contienen.

El oscurecimiento de la miel esta relacionado con la composicion de la misma
y con la temperatura de almacenamiento. Los componentes que
posiblemente influyen en los cambios de color son la relacién glucosa
fructosa, el contenido de nitrégeno, de aminodcidos libres y humedad
(Pereyra et al., 1999). También existen otras causas del oscurecimiento de la
miel:

e Se observan diferencias estacionales, las mieles de primavera son mas
claras que las de otofio, observandose ademds una diferenciacion entre
ellas a causa de sus distintos origenes botdnicos (Gomez, 2004).

e La presencia de oxigeno y la actividad de la polifenol-oxidasa, un enzima

gue contiene cobre y cataliza la reaccién entre un grupo fenol y el oxigeno
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para dar agua y quinona, compuesto responsable de los pigmentos
amarillos y marrones (Martinez-Valverde, Maria Jesus & Ros, 2000;
Pereyra et al., 1999).

e Inestabilidad de la fructosa en solucidon acida y posterior proceso de
caramelizacidn (Antony et al., 2000).

e Combinacion de taninos con polifenol-oxidasa y sales de hierro (Pereyra

et al., 1999).

3.9.3. pH

La miel presenta una reaccidn acida caracteristica condicionada por el
contenido de acidos organicos y sales minerales (en especial potasio, sodio y
calcio). Sin embargo su apreciacién queda en segundo plano, enmascarada
por el dulzor de sus componentes mayoritarios, los carbohidratos (Piana et
al., 1989). La medida del pH nos permite conocer la acidez actual de la miel,
lo que contribuye a dar estabilidad a este alimento frente a ataques

microbianos (Sancho, Muniategui, Huidobro & Simal, 1991 a).

La evaluacion del pH resulta de maximo interés durante los procesos de
extraccién y almacenamiento, no solo por su influencia sobre el desarrollo
microbiano y el contenido enzimatico, sino por su capacidad para alterar las
propiedades fisicas y reoldgicas de la miel, su textura, la viscosidad o su
resistencia a las agresiones externas (Cavia et al., 2007; Instituto Madrilefo

de Investigacion Agraria y Alimentaria, 2002).

El valor del pH de una miel en disolucién se sitia normalmente entre 3,5y 4,5
con una media de 3,9 (Jéanne, 1993; Louveaux, 1985). Esta variacién

depende del origen botanico, siendo inferior a 4 para las mieles de néctar y
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superiores a esta cifra para los mielatos (Frias & Hardisson, 1992). Una miel
de alta reactividad (pH = 3,5) suele ser mas fragil que aquellas con pH cercano
a 5. En condiciones ideales de almacenamiento, el pH se comporta como un
parametro muy estable, apreciandose una ligera tendencia al descenso con el

tiempo (Estupifan et al., 1998a; Fattori, 2004).

El pH es un pardmetro importante a tener en cuenta durante el
almacenamiento por su influencia sobre el desarrollo de microorganismos vy
su incidencia en la actividad enzimatica, ademas porque afecta a las
propiedades fisicas del producto como la textura, estabilidad y resistencia

(Estupinan et al., 1998a).

3.9.4. Acidez libre, lactdnica y total

La acidez se debe principalmente los acidos organicos presentes en la miel
que se encuentran en equilibrio con sus lactonas y con algunos iones
inorganicos (fosfatos, sulfatos, cloruros y nitratos). El origen de estos acidos
esta principalmente en las reacciones enzimdaticas que tienen lugar durante la
maduraciéon y almacenamiento del producto. La acidez es una caracteristica
importante de la miel, ya que la protege frente al ataque microbiano y
contribuye a darle aroma y sabor asi, como le confiere propiedades

antibacterianas y antioxidantes.

En la miel pueden distinguirse tres tipos de acidez: libre, lactdnica y total,
todas ellas influidas por su origen botanico. La acidez libre de la miel proviene
de todos los acidos en estado libre, por lo cual puede variar mucho. Muchos
autores describen en sus estudios que la acidez tiene un incremento con el

tiempo de almacenamiento. En la fermentacion, la acidez aumenta porque

73




Revision Bibliogrdfica

los azucares de la miel se transforman en alcoholes y acidos por accién de

levaduras (Cavia et al., 2007).

La acidez lactdnica puede considerarse como una reserva potencial de acidez
ya la reserva en lactonas origina acidos cuando la miel se alcaliniza. Las
lactonas estan constituidas basicamente por las glucolactonas, que estan en
equilibrio con el acido glucénico formado por accion de la glucosa oxidasa
(Estupinan et al., 1998a). En un estudio realizado con mieles del Pais Vasco,
se observo que aquellas con menor acidez lactdnica, presentaban un pH mas
elevado (Sancho et al., 1991 a). Un estudio sobre mieles libanesas concluye
que la acidez libre no esta relacionada directamente con el pH (Mostaf3,
Ahmed & Mahmoud, 1982). Mediante accidn microbiana, el alcohol
procedente de la fermentacion de los azlcares se transforma en 4cido
(Crane, 1975), de ahi la justificacion legal de su determinacidn. La acidez
puede variar en un amplio rango permitiéndose un maximo de 50 meqg/kg

(Real Decreto 1049/2003).

Ambos tipos de acidez aumentan durante el almacenamiento, siendo mayor
el incremento de las lactonas que de los acidos libres. El contenido de
lactonas en miel fresca no esta correlacionado con el contenido en las mieles
almacenadas, pero si existe una correlaciéon entre los acidos libres antes y
después del almacenamiento (Estupifian et al., 1998a; Krauze & Krauze,
1991). Durante el envejecimiento de la miel se da un aumento de la acidez
debido a la accion de la glucosa oxidasa, que transforma los azucares en
acidos, pero no hay correlacion entre este aumento de la acidez y el modo de
conservacion de la miel (Cherchi, Porcu, Spanedda & Tuberoso, 1997;
Estupifan et al., 1998a). La suma de la acidez libre y la acidez lactdnica se

denomina acidez total.

74




Revision Bibliogrdfica

Tanto la acidez libre como lacténica aumentan durante el envejecimiento,
aspecto que no estd relacionado con el pH, pudiéndose originar por la
formacion natural de disoluciones tampdén que amortiguan el valor de la

acidez (Instituto Madrilefio de Investigacion Agraria y Alimentaria, 2002).

3.9.5. Actividad enzimatica

La actividad y concentracién inicial de enzimas en una miel, en general, es
muy variable y depende de su origen botanico y de la abeja, disminuyen por
la pérdida de frescura, bien de forma natural (envejecimiento) o por
tratamientos térmicos provocados (calentamiento, pasteurizacion) que
destruyen cualidades bioldgicas o nutricionales de la miel provocando
pérdida de valor nutricional y organoléptico. Por esta razéon la evaluacion

enzimatica es empleada como criterio de calidad (Sdnchez, 1999).

En general, cuando la miel proviene de un flujo de néctar rapido y abundante
contiene menos enzimas que las de flujos menos ricos, ya que en el primer
caso las abejas tienen mucho néctar que procesar. De igual forma las mieles
gue proceden de néctar con elevado contenido de azucares, tiene menos
enzimas (sobre todo diastasa e invertasa) que las que proceden de néctares
mas diluidos puesto que aquella ha necesitado menos manipulacidon para

elaborarse (Sanchez, 1999).

3.9.5.1. Actividad diastasa

El enzima diastasa fue identificado por Auzinger en 1910 y en 1914 Gothe

propone el uso de este enzima como criterio de calidad (White, 1992).
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La actividad diastasa es un pardmetro analitico que contempla la legislacion
vigente para medir el grado de frescura de la miel. Se mide en la escala
Gothe, que compara el tiempo requerido para que el enzima reduzca su

actividad a la mitad del valor inicial al aumentar la temperatura.

La actividad diastasa junto con la del enzima invertasa y el contenido de
hidroximetilfurfural son parametros de control de calidad de la miel y son
indicadores de frescura y de las condiciones de almacenamiento y
calentamiento para las mieles. Cuando el valor de actividad es bajo, es
importante para el mercado de la miel por ser indicativo de envejecimiento,
malas condiciones de manejo en la extraccion y/o almacenamiento (Crane,

1990).

La diastasa es el uUnico enzima cuyos niveles de actividad se encuentran
legislados a nivel comunitario. Debido a su importancia como indicador de la
calidad de la miel, sus niveles estan incluidos en el Real Decreto 1049/2003
Norma de calidad relativa a la miel, estableciéndose un valor minimo de 8
para el indice de diastasico en la escala Schade. Las mieles con baja actividad
diastasa deberan tener un valor minimo de 3 unidades Gothe siempre que el

contenido de HMF sea menor de 15 mg/kg.

3.9.5.2. Actividad invertasa

La invertasa es el enzima mas importante de la miel (Sepulveda, 1986) ya que
cataliza la principal reaccion que convierte el néctar en miel al transformar la
sacarosa en glucosa y fructosa. El enzima puede continuar la inversion de la
sacarosa después de extraer la miel del panal y durante el almacenamiento,

reduciendo finalmente el contenido de sacarosa a niveles aceptables. La
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accioén de la invertasa termina cuando la miel ha madurado, su pH éptimo de

accioén es 6 (White, 1992).

La invertasa permite que las abejas produzcan una solucién de azucares muy
concentrada. Esto hace que la miel resista la fermentacién y constituya un
alimento de elevado valor energético ocupando un espacio minimo en la

colmena (Sanchez, 1999).

La actividad de la invertasa deberia ser el mejor indicador de la calidad de la
miel, debido a que los azlcares fructosa y glucosa resultantes de la
maduracion tienen menor tendencia a cristalizar que la glucosa. El enzima
invertasa es mads sensible al calor que la diastasa y las abejas lo incorporan a
la miel a niveles mas elevados que éste (Sanchez, Huidobro, Mato,

Muniategui & Sancho, 2001).

Esta actividad enzimatica varia considerablemente segun su origen, el grado
de transformacion del néctar y la raza de las abejas. El elevado contenido de
sacarosa de algunas mieles (citricos, algunos tréboles) resulta normalmente
de flujos de néctar espesos o con alta concentracion de azUcares que
necesitan poca manipulacion por la abejas para conseguir la densidad, por
los que sus niveles de invertasa son considerablemente inferiores a los de la

mayoria de las mieles (White, 1992).

3.9.6. Fenoles totales

El descubrimiento de los compuestos fendlicos en la miel (Bogdanov, 1989)
fue de notable importancia al reconocérseles su papel de marcadores
objetivos del origen floral/geografico sin menospreciar su importancia

nutricional, ademas de contribuir a exaltar las calidades sensoriales tales
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como su amargor (Tomas-Barberan, Martos, Ferreres, Branka S. & Anklam,

2001).

OH Quimicamente, los compuestos fendlicos estan constituidos por
un anillo aromatico y al menos un grupo hidroxilo (OH) en
cualquier posicion (fenoles sencillos). Normalmente tienen
también en el anillo un grupo funcional (alcohol, acido, aldehido)

gue le da unas caracteristicas determinadas y uno o varios sustituyentes en

cualquier posicion libre (Uthurry, Bartolomé & Cordovés, 2007)

Las tres familias principales presentes en la miel son: acidos benzoicos, acidos
cinamicos y flavonoides (flavonas, flavonoles y flavonoides) (Juan, 2001). Los
polifenoles como flavonoides, pigmentos como la clorofila, carotenoides y
derivados de los taninos son compuestos que afectan al color de la miel

(Juszczak, Soch, Roznowski, Fortuna & Nalepka, 2009).

La tipificacion de los compuestos fendlicos y de otros componentes en la
miel, es de especial significado para aumentar el conocimiento
bromatoldgico de este alimento. Por otra parte, la identificacion de su perfil
de flavonoides y el contenido de compuestos fendlicos en mieles de diversos
zonas geograficas y climaticas, podria permitir no solo la identificacion del
origen floral y/o geografico sino también ser indicador potencial de su calidad

bioldgica (Blasa et al., 2006).

Tradicionalmente estos compuestos han sido considerados como anti
nutrientes, debido al efecto adverso de uno de sus componentes
mayoritarios, los taninos, sobre la digestibilidad de la proteina. Los taninos

tienen propiedades astringentes y afectan la digestibilidad de los nutrientes,
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particularmente al nitrégeno alimentario, por su unién a proteinas exdgenas
y enddégenas. Ademas pueden reducir la actividad de ciertas enzimas
digestivas como la tripsina, la amilasa y la lipasa (Vazquez, DeCos & Ldpez,

2005).

Sin embargo, en la actualidad se ha despertado un reciente interés por ellos
dadas sus propiedades antioxidantes (Gheldof & Engeseth, 2002) y sus
posibles implicaciones beneficiosas para la salud humana, como son en el
tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares y otras

patologias de caracter inflamatorio (Martinez-Valverde et al., 2000).

El contenido de fenoles totales varia mucho de acuerdo con el origen
botanico y geografico de la miel, teniendo una media de 74 mg &cido
galico/100 g de miel para mieles de néctar (Meda, Lamien, Romito, Millogo &
Nacoulma, 2005), y de 94 mg 4acido galico/100 g para mieles de mielada
oscuras (Meda et al., 2005).

En la miel de fresa se ha encontrado valores de 79 mg de acido galico/100 g
de miel (Beretta, Grabata, Ferrero, Orioli & Meffei, 2005). En mieles de
California los estudios reportan contenidos de fenoles totales entre 4,6 £ 0,2
mg de acido gdlico/100 g de miel hasta 45,6 + 55,6 mg de acido gélico/100 g
de miel (Gheldof, Xiao-Hong & Engeseth, 2002).

En otros estudios han determinado el contenido de fenoles totales para
mieles multiflorales expresados como mg de acido caféico/100 g de miel
obteniendo un contenido de 12.5 a 17.5 mg de 4cido caféico/100 g de miel

(Blasa et al., 2006).
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3.9.7. Flavonoides totales

Los flavonoides constituyen el grupo mas

3
3 1 2' 4" importante dentro de los compuestos
7 0 4 . 5" fendlicos, dividiéndose en varias subclases con
6 3 6 mas de 5000 compuestos, siendo los mas
o 4 abundantes en las plantas. Son sustancias

polifendlicas de bajo peso molecular que comparten el esqueleto comun de
difenilpiranos: dos anillos benceno unidos a través de un anillo pirona o piran

heterociclico (Juan, 2001).

Esta estructura basica permite una multitud de sustituciones y variaciones en
el anillo pirona dando lugar a: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes,
isoflavonoides, catequinas, calconas, dihidrocalconas, antocianidinas,
leucoantocianidinas o flavandiol y proantocianidinas o taninos condensados
(taninos no hidrolizables). Dentro de todos estos grupos las flavonas (p.e.
apigenina, luteolina y diosmetina), los flavonoles (p.e. quercitina, mirecitina y
kampferol) y sus glicésidos son los compuestos mds abundantes en vegetales

(Juan, 2001; Martinez-Valverde et al., 2000).

Los flavonoides, ocasionalmente, pueden estar presentes en las plantas como
agliconas, aunque lo mas frecuente es encontrarlos como derivados
glicosidicos. Pueden subdividirse en 13 clases: calconas, dihidrocalconas,
auronas, flavonas, flavonoles, dihidroflavonol, flavanonas, flavanoles,
flavandiol o leucoantocianidinas, antocianidinas, isoflavonoides,

biflavonoides, proantocianidinas o taninos condensados.

Entre los flavonoides, los compuestos mas comunes en la miel son las

flavonas (apigenina, luteolina, diosmetina), los flavonoles (quercetina,
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miricetina, kaempferol), las flavanonas (naringenina, hesperidina), y las
isoflavonas (genisteina, daidzeina). Los flavonoides (catequinia, epicatequina,
galocatequina) son constituyentes monoméricos de los taninos, aunque son

también muy frecuentes como mondmeros libres.

La composicion y naturaleza de los distintos flavonoides se hallan presentes
en muestras de miel de diversas areas geograficas (Europa, Norteamérica,
Regiones ecuatoriales de Sudamérica, China y Australia) (Tomas-Barberan et
al., 2001). Los flavonoides presentes en la miel tienen su origen en el néctar,
el polen y propodleos, material cuya fuente botanica puede variar con la
ubicacion geografica de las colmenas. Los metabolitos procedentes de
flavonoides presentes en el néctar pueden ser los mas valiosos marcadores
bioquimicos del origen botanico, ya que éste es la principal materia prima a

partir de la cual se elaboran mieles florales (Juan, 2001).

Los antioxidantes naturales presentes en la miel, especialmente los
flavonoides, estan relacionados con las caracteristicas biolégicas de la misma:
antibacteriana, antinflamatoria, antialérgica, antitrombdtica y accién
vasodilatadora (Gémez-Caravaca, Gdmez-Romero, Arraez-Roman, Carretero

& Férnandez-Gutierrez, 2006).

El contenido de flavonoides totales en miel ha sido estudiado por varios
autores, un estudio de miel de Burkina Faso reporta que la miel de este pais
tiene flavonoides totales entre 0,17 y 8,35 mg de quercetina/100 g de miel
con un valor medio de 2,57 + 2,09 mg de quercetina/100 g de miel (Meda et
al., 2005). En un estudio de mieles italianas el contenido de flavonoides
totales varia de 1,23 a 2,93 mg de catequina/100 g de miel (Blasa et al.,
2006).
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3.9.8. Actividad antioxidante

El término antioxidante significa que impide la oxidacidén de otras sustancias
quimicas, provenientes de reacciones metabdlicas o producidas por factores
exdgenos. Los antioxidantes actian suministrando el electréon necesario para
completar la capa electrdnica externa del radical libre (Gutiérrez, Rodriguez &

Vit, 2008).

Un radical libre es una molécula organica 6 inorganica extremadamente
inestable y muy reactiva debido a que posee un electron desapareado (e),
muy susceptible de establecer un enlace con otro 4tomo o molécula. Estas
moléculas se pueden sintetizar en un laboratorio, se pueden formar en la
atmdsfera como resultado de la radiacion y también se forman en los
organismos vivos (incluyendo el cuerpo humano) por el contacto con el

oxigeno (Wade, 1993).

Existe un numero creciente de estudios, publicaciones y datos
experimentales que demuestran los efectos beneficiosos de los antioxidantes
frente a enfermedades degenerativas inducidas por el estrés oxidativo y
enfermedades relacionadas con el cancer y el envejecimiento (Pokorny,

Yanishlieva & Gordon, 2005).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos contribuye
significativamente a la salud humana. En varios estudios en miel se ha
demostrado que su perfil fendlico esta constituido por varios acidos y ésteres
organicos aromaticos y por las agliconas de flavonoides (Al-Mamary, Al-Meeri
& Al-Habori, 2002; Bertoncelj, Dobersek, Jamnik & Golob, 2007; Cao, Chen &
Song, 2005; Kenjeric, Mandic, Primorac, Bubalo & Perl, 2007; Meda et al.,

2005; Yao, Jiang, Singanusong, Datta & Raymont, 2004).
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La miel se ha utilizado desde la antigliedad y ha ganado el aprecio como el
Unico alimento natural, usado tradicionalmente como agente edulcorante.
Sin embargo, varios aspectos de su uso indican que también funciona como
un conservante de alimentos (Wang, Gheldof & Engeseth, 2004). Se ha
demostrado que la miel sirve como fuente de antioxidantes naturales, eficaz
en la inhibicién de reacciones de pardeamiento en frutas y vegetales (Chen,
Mehta, Berenbaum & Engeseth, 2000; Oszmianski & Lee, 1990) y frente a la
oxidacion lipidica de productos de origen animal (Antony et al., 2000) vy
pudiéndose observar que la capacidad antioxidante del suero humano fue
incrementada significativamente después del consumo de miel (Gheldof,

Xiao-Hong & Engeseth, 2003).
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4. MATERIAL, CONDICIONES EXPERIMENTALES Y METODOLOGIA
4.1. Material

4.1.1. Miel cruda

30 kg de miel cruda fue adquirida directamente a un apicultor, habiendo
transcurrido un periodo de dos meses desde el momento de su cata hasta la
recepcion de la misma en nuestro laboratorio. A esta partida de miel se le hizo
un analisis melisopalinoldgico (Louveaux, Maurizio & Vohwohl, 1978) y se
tipific6 como miel de “milflores” destacando la presencia de romero

(Rosmarinus officinalis) y almendro (Prunus sp.).

4.1.2. Materiales de envase

Se hicieron inspecciones en diferentes cadenas de supermercados y puntos de
venta de alimentos y productos apicolas con la finalidad de comprobar los
materiales mas utilizados en el envasado de la miel, observando que eran:
vidrio, ceramica, tereftalato de polietileno (PET) y polipropileno (PP). Tras ello,
se adquirieron envases de estos materiales con calidad alimentaria, de

diferentes formatos con capacidad de 250 centimetros cubicos.

4.1.3. Muestras de miel

A partir de la miel de “mil flores” adquirida, un total de 180 muestras de miel
(12 muestras para cada de material de envase, almacenadas en 5 grupos, uno
por cada periodo de tiempo de andlisis y en 3 condiciones de almacenamiento
diferentes) se prepararon con ayuda de espatula y balanza, pesdndose para ello

200 g en cada envase de los anteriormente mencionados.
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4.2. Condiciones experimentales

4.2.1. Condiciones de almacenamiento de las muestras

El ndmero de muestras se distribuyeron en

las tres condiciones de

almacenamiento, haciendo analisis de todas las variables respuesta a los 15, 30,

45y 60 dias:

e Temperatura: 48 muestras se almacenaron en una estufa de incubacion a 45

+1°C.

e Con iluminacion: 48 muestras se almacenaron en estanteria con una luz

incidente con intensidad de 1730 lux medidos con un Digital llluminance

Meter TES — 13342, a temperatura ambiente (20 £ 5 °C).

e Sin iluminacidn: 48 muestras se almacenaron en ausencia de luminosidad, a

temperatura ambiente (20 £ 5 °C).

Para este estudio se determind la configuracion del disefio experimental

definiendo factores, niveles y variables respuesta. Se optimizé la seleccién de

variables para reducir el numero e identificar las que afectan la calidad de la

miel durante el almacenamiento (Tabla 9).

Tabla 9. Elementos del experimento

Factores

Condiciones de

almacenamiento

Materiales de envase

Tiempo de
almacenamiento (Dias)
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Niveles
Estufa de incubacion a 45
+1°C
Con iluminacién
a20+5°C
Sin iluminacién
a20+5°C
Vidrio
Cerdmica
Tereftalato de polietileno
(PET)
Polipropileno (PP)
0, 15, 30,45y 60

Variables Respuesta

Hidroximetilfurfural
Color

pH

Acidez

Actividad Diastasa
Actividad Invertasa
Fenoles Totales
Flavonoides Totales
Actividad Antioxidante
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e Tratamientos: corresponden a la combinacion de las condiciones de

almacenamiento (3), materiales de envase (4) y periodos de tiempo (5), en

este caso fueron 60 tratamientos con tres repeticiones, para un total de 180

observaciones, por cada parametro de calidad analizado.

e Unidad experimental: muestra de miel

e Variables respuesta: cada uno de los parametros fisico-quimicos,

enzimaticos y bioldgicos analizados.

4.3. Repetibilidad y reproducibilidad de los métodos de analisis

En todos los casos se evaluaron los parametros de repetibilidad y

reproducibilidad de los métodos de analisis. Los métodos armonizados de la

Comisién Internacional de la Miel (Bogdanov, 2002), define los conceptos de

repetibilidad y reproducibilidad de la siguiente manera:

Repetibilidad: diferencia entre los resultados de dos determinaciones
obtenidos sucesivamente, mediante el mismo método, los mismos
materiales y mismas condiciones (operador, aparatos, laboratorio), sin
exceder de los valores sefialados en las tablas de precision. Se ha
realizado un total de 10 ensayos para cada uno de los parametros fisico —

qguimicos, enzimaticos y bioldgicos sobre la miel.

Reproducibilidad: diferencia entre los resultados de dos determinaciones
independientes obtenidas por el mismo método, los mismos materiales y
diferentes condiciones (operador, aparatos, laboratorio), sin exceder de
los valores sefalados en las tablas de precision. Para el estudio de
reproducibilidad, los analisis se han realizado 3 dias distintos, en dos

semanas diferentes.
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4.4. Metodologia — Parametros fisico-quimicos
4.4.1. Hidroximetilfurfural (HMF)

4.4.1.1. Principio

Tras clarificacion de la muestra, el contenido de hidroximetilfurfural se
determina espectrofotométricamente calculandose la diferencia de absorcién
frente a un blanco de referencia, en el que la absorbancia debida al croméforo
de HMF ha sido eliminada por adicion de bisulfito sddico (Frias et al., 1992). Se
aplicé el método propuesto por White en 1979, que es el oficial descrito en la

legislacién espafola (Orden de 12 de Junio de 1986).

4.4.1.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Espatulas

e Vaso de precipitados de 100 ml

e Varillas de vidrio

e Pipetasde1,5y25ml

e Matraces aforados de 50 ml

e Erlemeyers de 100 ml

e Embudos de vidrio de 7 cm de diametro
e Filtros Whatman n? 40 de 15 cm de diametro
e Tubos de ensayo de 18 X 150 mm

e Cubetas de cuarzo de 1 cm paso luz

e Pipetas Pasteur con chupete
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Reactivos y soluciones

Solucion de Carrez I: disolver 15 g de ferrocianuro de potasio trihidratado
(K4Fe(ON)g 3H,0), en agua destilada, enrasando hasta 100 ml en matraz
aforado.

Solucion de Carrez IlI: disolver 30 g de acetato de zinc dihidratado
(Zn(Ac0),.2H,0) en agua destilada, enrasando hasta 100 ml en matraz
aforado.

Solucidn de sulfito acido de sodio al 0.20 por 100: disolver 0.20 g de sulfito
acido de sodio (NaHSOs;) en agua destilada, enrasando hasta 100 ml en
matraz aforado.

Etanol 96% v/v Panreac Quimica S.A. grado HPLC (Espaia)

Agua destilada

Equipos

Espectrofotdmetro Thermo Electron Corporation HeAios A doble haz UV-VIS
Balanza analitica monoplato Sartorius A200 S (Alemania), con precisidon de
0,00001g

Rotatubos IKA MS2 Minisharker

4.4.1.3. Descripcion del método

Pesar con precision de 1mg, 5 g de miel que no haya sido calentada y
disolverla con 25 ml de agua destilada en vaso de precipitados de 100 ml.
Transferir la solucion a un matraz aforado de 50 ml.

Anadir 0.5 ml de solucion de Carrez |, agitar y anadir 0.5 ml de Solucion de
Carrez Il (adicionar una gota de etanol para eliminar la espuma).

Mezclar y diluir hasta enrase con agua destilada.
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e En un erlenmeyer de 100 ml poner un embudo con papel de filtro Whatman
n2 40, depositando alli la solucién de miel. Desechar los primeros 10 ml de
filtrado.

e En sendos tubos de ensayo, depositar 5 ml del filtrado (tubo muestra y tubo
referencia).

e Agregar a uno de los tubos, 5 ml de agua (muestra) y al otro 5 ml de Ila
solucién de sulfito acido de sodio 0,2 % (referencia).

e Mezclar bien y determinar mediante espectrofotdmetro la absorbancia de la
solucion muestra frente a la de referencia a 284 nm y a 336 nm, utilizando
cubetas de cuarzo de 1 cm paso luz, en un tiempo inferior a 1 hora. Si la
absorbancia a 284 nm excede de 0.6, diluir la solucidon muestra con agua vy la
solucion referencia con solucion de sulfito acido de sodio 0,2 % y leer
nuevamente la absorbancia. El contenido de HMF se expresa en mg/kg de

miel, para ello se hara el siguiente calculo:
HMF (mg/kg) = A284 — A336 x 149,7 x 5 x D/P

P = peso en gramos de la muestra

D (dilucién) = Volumen final de la muestra / 10

4.4.2. Color AVALIgNT=DHS

- AvaSpec
4.4.2.1. Principio —a g

No existe metodologia oficial de

medida de color para la miel. Se Ll

ha utilizado un método

espectrofotométrico basado en v

1/4"-1/2" flow cell FDP-7UV200-VAR CUV-UV/VIS
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la medida parcial o total del espectro de transmitancia y/o absorbancia que
presenta la miel en el espectro visible. El color se ha determinado en el espacio
CIELAB a partir de la medida del espectro de transmitancia en el visible,
aplicando la metodologia recomendada por la Commission Internationale de

L’Eclairage (CIE) (CIE, 1986; Negueruela & Pérez-Arquillué, 2000).

4.4.2.2. Material, reactivos y equipos

Material
e Espatulas
e Cubetas de cuarzo de 1 cm paso luz

e Parafilmy tijeras

Equipos
e Espectrofotometro Avantes (Holanda) AvaSpec 1024 UV-Vis-Nir. Intervalo de
medida 200 -1100 nm, resolucidon 2 nm.

e Estufa de incubacidon Heraeus (Alemania)

4.4.2.3. Descripcion del método

Las muestras, previamente homogeneizadas, son depositadas mediante
espatula en cubetas de cuarzo de 1 cm paso luz. Aquellas muestras que se
hallaban en estado sdlido, fueron selladas con para film y llevadas a una estufa
de incubacion a 40 °C el tiempo suficiente para alcanzar su licuacidn.
Posteriormente se realizd la medida de los espectros en un espectrofotémetro a
temperatura ambiente. La medida del color estda relacionada con sus
coordenadas (L*, a*, b*, C* y h,,*) del espacio CIELAB (CIE, 1986). L*, a*, b* son
coordenadas rectangulares y L* C* y h,,* son coordenadas cilindricas de dicho

espacio.
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Segun Lomas (1996), las magnitudes relacionadas con la respuesta visual son:

L* denominada claridad, se define como la luminosidad de una superficie
comparada con la de otra que parece blanca o posee una transmitancia
elevada y esta iluminada de idéntico modo, toma valores de 0 a 100.

C* llamada croma, es la cromaticidad de una superficie comparada con la
de otra iluminada del mismo modo, que parece blanca o que tiene una
transmitancia elevada, que varia de 0 a 200.

h,,* denominada tono, es el atributo de una sensacion visual segun el
cual una superficie parece ser semejante a uno de los colores percibidos:
rojo, amarillo, verde o azul, o a una combinacion de dos de ellos
consecutivos, que varia de 0 a 360.

a* representa la oposicién visual rojo — verde.

b* representa la oposicién visual amarillo — azul.

Si consideramos las coordenadas rectangulares L*, a* y b*, |a diferencia de color

entre dos colores se calcula mediante la expresién AE*,,. Esta diferencia se

mide en unidades CIELAB y representa la capacidad que tiene el ojo de

discriminar dos colores contiguos cuando su diferencia de color mayor o igual a

la unidad.

AE* 5= /(AL %)2 + (Aa %)2 + (Ab *)2

Las medidas de color de las muestras se realizaron en el espectrofotémetro,

entre 380 y 780 nm, cada 1 nm, utilizando cubetas de 1 cm de espesor éptico,

con iluminante D65 y el observador patrén CIE64, de 10° en la determinacién

del color segun el método de la CIE.
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44.3. pH

4.4.3.1. Principio

La determinacién de pH se realiza midiendo el potencial eléctrico creado en la
membrana de un electrodo de vidrio usando como referencia un electrodo de
calomelanos. Este potencial es funcién de la actividad de los protones existentes

a ambos lados de la membrana (Orden de 12 de Junio de 1986).

4.4.3.2. Material, reactivos y equipos

Material
e Espatulas
e Varillas de vidrio

e Vasos de precipitados de 250 ml

Equipos
e Balanza analitica monoplato Sartorius (Alemania) A200 S, con precisidon de
0,0001g

e pH metro Jenway (Gran Bretafia) 3305

4.4.3.3. Descripcion del método

e Pesar 10 g de miel en un vaso de precipitados de 100 ml y mediante varilla
de vidrio, disolver la muestra con 75 ml de agua destilada exenta de diéxido
de carbono, para lo cual se ha desgasificado previamente mediante

ebullicidn. Introducir los electrodos del pH metro y realizar la medida.
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4.4.4. Acidez libre, lactonicay total

4.4.4.1. Principio

La acidez libre se determina por valoracién potenciométrica con alcali hasta pH
8,5 y la acidez lactdnica por valoracion de retroceso tras la adicidon de un exceso
conocido de base. La acidez total es la suma de ambas. Método oficial de

analisis para la miel (Orden de 12 de Junio de 1986).

4.4.4.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Espatulas

e Varillas

e Vasos de precipitados de 250 ml
e Pipetas de 10 ml

e Imanes de agitacién

Reactivos y soluciones

e Hidroéxido de sodio 1 N Panreac (Espafia)

e Solucién de hidréxido de sodio 0,05 N preparada a partirde 1 N
e Acido clorhidrico 0,1 N Panreac (Espafia)

e Solucién de acido clorhidrico 0,05 N, preparada a partir de 0,1 N

e Agua destilada desgasificada

Equipos
e pH metro Jenway (Gran Bretafia) 3305
e Buretas digitales Brand (Alemania) de 25 ml

e Agitador Selecta (Espafa) Agimatic-S
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Balanza analitica monoplato Sartorius (Alemania) A200 S, con precisidon de
0,00001g

Bafio ultrasonidos, Selecta (Espaiia)

4.4.4.3. Descripcion del método

Pesar 10 g de miel en un vaso de precipitados de 100 ml y mediante varilla
de vidrio, disolver la muestra con 75 ml de agua destilada exenta de diéxido
de carbono para lo cual se ha desgasificado previamente mediante
ebullicién.

Sumergir en esta disolucion los electrodos del pH metro, agitar con un
agitador magnético y adicionar la solucién de hidréxido de sodio 0,05N con
una bureta automatica a una velocidad de 5 ml/minuto. Detener la adicidn
cuando el valor del pH sea 8,5.

Afadir con una pipeta de 10 ml la misma disolucidon y sin pérdida de tiempo
valorar por retroceso con la solucién de acido clorhidrico 0,05 N mediante
bureta automatica hasta llegar a un pH de 8,30.

Efectuar un ensayo en blanco

Calculos:
Acidez libre (meq/kg) = (V, — V,)N, x 1000)/P
Acidez lactonica (meqg/kg) = (10N, — V, N,) x 1000)/P
Acidez total = Acidez libre + Acidez lactdnica
Siendo:

V, = Volumen en mililitros de base consumidos hasta alcanzar pH 8,5

V, = Volumen en mililitros de base consumidos por 75 mililitros de agua

destilada para alcanzar pH 8,5
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V, = Volumen en mililitros de acido gastado en la valoracién por retroceso para
alcanzar pH 8,3

N, = Normalidad de |a base

N, = Normalidad del acido

P = Peso en gramos de la muestra

4.5. Metodologia - Actividad enzimatica
4.5.1. Actividad diastasa

4.5.1.1. Principio

Se valora la velocidad de hidrélisis de una solucion al 1 por 100 de almiddn, por
accion de las diastasas contenidas en una solucion amortiguada de miel. El
punto final de esta reaccidon se determina tomando muestras de la mezcla a
diferentes intervalos de tiempo, midiendo la absorbancia a 660 nm. Es
necesario primeramente preparar la solucién de almidén y determinar su indice
de azul para comprobar que ese almidén es valido para la técnica (Bogdanov,

2002).

4.5.1.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Vasos de precipitados de 100 y 250 ml|

e Pipetasde1,5,10y 25 ml

e Probetas de 100 ml

e Matraces volumétricos de 50, 100, 500 y 1000 ml

e Tubos de ensayo 20x200 mm

e Tubos con codo (Soplado de vidrio, Universidad de Zaragoza)

e Cubetas de cuarzo de 1cm de paso de luz
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& Frasco de 100 ml con tapdn de rosca

Espatulas

Varillas de vidrio

Reactivos y soluciones

Yodo Panreac (Espaiia)

Yoduro de potasio Panreac (Espaiia)

Acetato de sodio trihidratado (NaOAc.3H20) Panreac (Espafia)

Acido acético glacial (HOAC) Panreac (Espafia)

Almidén de patata soluble Panreac (Espaiia)

Almidén solucion 2% Panreac (Espafia)

Acido clorhidrico 1N Panreac (Espafia)

Cloruro de Sodio 1M Panreac (Espana)

Yodo crudo QP Panreac (Espaia)

Yoduro de potasio PA-ACS-ISO Panreac (Espafia)

Solucidn patron de yodo (a): disolver 8,80 g de yodo crudo en 30 — 40 ml de
agua destilada que contenga 22 g de yoduro de potasio y diluir hasta 1 litro
en matraz volumétrico.

Solucion de yodo 0,02 N (b): disolver 20 g de yoduro de potasio en 30 — 40
ml de agua destilada. Transvasar la solucién a un matraz volumétrico de 500
ml, agregar 143 ml de la solucién patrén de yodo (a), mezclar y enrasar con
agua destilada (solucidn estable 24 horas).

Soluciéon de yodo 0,0007N (c): disolver 20 g de yoduro de potasio con 30 o
40 ml de agua destilada, afiadir 5 ml de solucidn patréon de yodo (a) y diluir
hasta 500 ml en matraz volumétrico (solucion estable durante 48 horas).
Amortiguador de acetato pH 5.3 (1,59 M): disolver 87 g de acetato de sodio
trihidratado (NaOAc.3H,0) en 400 ml de agua destilada, afiadir 10,5 ml de
acido acético glacial (HOAC) en un poco de agua y completar hasta 500 ml en
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el matraz volumétrico. Ajustar el pH a 5.3 con acetato de sodio o 4acido
acético segun convenga, utilizando el pH-metro.

e Solucién de cloruro de sodio 0,5 M: disolver 14,5 g de cloruro de sodio
(NaCl) en agua destilada hervida y diluir hasta 500 ml en matraz volumétrico.

e Agua destilada

Equipos

e Bafio termostdtico Panreac (Espana) Precisterm, regulado a 40+ 0,2 °C

e Espectrofotometro Thermo Electron Corporation Helios A doble haz UV-VIS

e Balanza analitica monoplato Sartorius A200 S (Alemania), con precision de
0,00001g

e Placa calefactora (Panreac) Selectemp

e Crondmetro

4.5.1.3. Descripcion del método

e Preparacion de la soluciéon de almiddn: en vaso de precipitados de 250 ml
poner una pequeiia cantidad de agua destilada (50 ml aproximadamente) y
someter a ebullicion en placa eléctrica. En el momento de ebullicién del
agua, retirar el vaso de la placa y anadir 2 g de almidén soluble anhidro
(eliminar previamente la humedad por desecacion a 130 °C), agitando
vigorosamente con varilla de vidrio. La soluciéon debe quedar transparente
completamente, lo que indica la buena disolucién del almidén. Dejar enfriar
a unos 4092 C. Trasvasar a un matraz volumétrico de 100 ml y enrasar con

agua destilada. Guardar en un frasco de vidrio con tapon de rosca.

o Determinacion del indice azul: debe utilizarse almidén soluble cuyo indice

de azul se halle comprendido entre 0,50 y 0,55 valores de absorbancia, para

98




Material, condiciones experimentales y metodologia

lo cual su determinacion se realiza de la siguiente manera: disolver 1 g de
almiddén anhidro en unos 50 ml de agua destilada en un vaso de precipitados
de 250 ml sometiendo la mezcla a ebullicion (segun el procedimiento
anterior), enfriar la solucién y afadir 2,5 ml de amortiguador de acetato y

completar hasta 100 ml con agua destilada en matraz volumétrico.

Verter, en un matraz volumétrico de 100 ml: 75 ml de agua, 1 ml de acido
clorhidrico 1N y 1,5 ml de solucion de yodo 0,02 N. Anadir 0,5 ml de solucién
de almidén y completar con agua destilada hasta enrase. Dejar reposar 1
hora en la oscuridad y leer después la absorbancia en espectrofotometro a
600 nm, frente a un testigo que contenga todos los ingredientes anteriores,
excepto la solucién de almiddn. La lectura de la absorbancia es el indice de

azul que deberd estar comprendido entre 0,50y 0,55.

Normalizacion de la solucion de almidén: calentar el frasco con la solucion
de almiddn hasta 40 °C en un bafio de agua. Mediante una pipeta tomar 5 ml
de la solucidon de almiddén calentada a 402 C, y depositarla en un tubo de
ensayo de 20 x 200 mm donde se aifaden 10 ml de agua destilada a 40° C.
Mezclar bien en un rotatubos. En un vaso de precipitados de 100 ml,
depositar mediante una pipeta, 1 ml de la mezcla anterior y mezclar bien con

10 ml de solucion de yodo 0°0007N diluida en 35 ml de agua destilada.

Leer la absorbancia a 660 nm frente a un testigo de agua destilada.

La absorbancia debe ser 0,760 + 0,020. En caso necesario deberd ajustarse el
volumen de agua afiadido a la solucién de yodo hasta obtener la absorbancia
exacta (a mayor valor de absorbancia, menor cantidad de agua a anadir, y

viceversa).
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Preparacion de la soluciéon de miel

Pesar con espatula 10,0 g de miel en un vaso de precipitados de 100 ml y
disolverla con 20 ml de agua destilada.

Anadir 5 ml de amortiguador de acetato y una vez disuelta perfectamente y
amortiguada la muestra, afiadir 3 ml de cloruro de sodio 0.5 M.

Transvasar a un matraz aforado de 50 ml y enrasar con agua destilada.

Determinacion

100

Depositar con pipeta y por duplicado, 10 ml de solucién de miel en el codo
de sendos tubos y colocarlos en bafio maria a 40 °C, junto con el matraz que
contiene la solucién de almidon.

A parte, preparar 4 vasos de precipitados de 100 ml, con 10 ml de solucién
de yodo 0,0007N en cada uno y el volumen de agua obtenido en la
normalizacion del almidén. Introducir una varilla de vidrio

Transcurridos 15 minutos, verter mediante pipeta 5 ml de agua (blanco) y 5
ml de la solucién de almidén (problema), indistintamente, en los tubos de
codo que contienen la solucidon de miel en la otra parte del tubo de codo que
contiene la solucién de miel.

Mezclar bien y poner en marcha un cronédmetro.

Tomar 1ml de la solucién blanco y verterlo en uno de los recipientes que
contiene la solucién de yodo, siendo éste el blanco de lectura.

A intervalos de 5 minutos, sacar porciones de 1ml de la solucidn problema vy
verterlas sucesivamente en los recipientes preparados anteriormente.
Mezclar bien.

Determinar inmediatamente en el espectrofotometro la absorbancia a 660
nm frente al blanco de lectura.

Seguir tomando porciones de 1 ml a intervalos conocidos de tiempo hasta

lograr una absorbancia de 0,235.
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Absorbancia Tiempo
Tras 5 minutos de hidrolisis Aproximado en minutos
0 30 o mas
0,65 25-30
0,60 16 -20
0,55 13-15
0,50 11-12
0,45 9-10
0,40 8-9

Calculos y expresion de resultados
e Representar graficamente la absorbancia en funcién del tiempo (minutos)
e Ajustarlarecta

e Determinar el tiempo (t) en que la mezcla alcanza la absorbancia de 0,235

indice de diastasa (ID) = (300/t)
t = tiempo en minutos transcurrido
ID = indice de diastasa de la escala Schade = Actividad de la diastasa en 1 ml de
solucién de almidén al 1 por 100 hidrolizada por el enzima contenido en 1 g de

miel en una hora a 40° C.

Cuando la muestra indique un ID > 35, sélo es necesaria una lectura a los 5
minutos, si se toma suficientemente pronto otra muestra que dé una
absorbancia de 0,20. Si se desea un resultado mas exacto debe repetirse la
determinacion tomando muestras cada minuto. En muestras con ID bajo, se

pueden espaciar las lecturas teniendo en cuenta la tabla de aproximaciones.

4.5.2. Actividad invertasa

4.5.2.1. Principio

El p-nitrofenil a- D — glucopiranosa (pNPG) como sustrato adicionado a la

muestra de miel, se desdobla en glucosa y p-nitrofenol por accién de la a-
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glucosidasa. Ajustando el pH a 9.5, la reaccién enzimatica se detiene y el
nitrofenolato se transforma en el anién nitrofenol, que representa la cantidad
de substrato convertido, el cual se valora espectrofotométricamente a 400 nm

(Bogdanov, 2006).

4.5.2.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Tubos de ensayo 20 x 200 mm

e Matraces volumétricos de 25, 100 y 500 ml
e Pipetasdely5ml

e Vasos de precipitados de 100 ml

e Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz

e Varillas de vidrio

Reactivos y soluciones

e Fosfato dcido de potasio Panreac (Espafia)

e Fosfato dcido de sodio Panreac (Espaiia)

e p-nitrofenil a- D — glucopiranosa Sigma — Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e tris-hidroximetil aminometano Sigma — Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e Acido clorhidrico 3M Panreac (Espafia)

e Solucidon Buffer 0.1 M pH 6: disolver 5,830 g de fosfato acido de potasio
(KH,PO,) y 1,280 g de fosfato acido de sodio (Na,HPQ,), diluir con agua
destilada y enrazar hasta 500 ml en matraz volumétrico.

e Solucidn de Substrato p-nitrofenil a- D — glucopiranosa (pNPG) - (0,02M):
disolver 0,603 g de pNPG en solucidon buffer hasta completar 100 ml en
matraz volumétrico. EIl pNPG es poco soluble en agua y ademas es poco

estable (almacenamiento en recipiente oscuro y refrigeracién hasta un mes).
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La solucién se prepara calentando a temperatura inferior a 60 °C y debe
enfriarse por completo.

Solucion para detencion de la reaccion 3M pH 9,5: disolver 9,05 g de tris-
hidroximetil aminometano con agua destilada y enrasar hasta 25 ml en

matraz volumétrico. Ajustar el pH a 9,5 con HCI 3M.

Equipos

Espectrofotdmetro Thermo Electron Corporation HeAios A doble haz UV-VIS
Bafio termostatico Panreac (Espafia) Precisterm, regulado a 40 + 0,2 °C
Rotatubos IKA MS2 Minisharker

pH metro Jenway (Gran Bretaia) 3305

4.5.2.3. Descripcion del método

Pesar 5 g de miel en un vaso de precipitados de 100 ml, afiadir unos mililitros
de solucién buffer y homogeneizar con varilla de vidrio.

Llevar a un matraz volumétrico de 25 ml y enrasar con la solucion buffer (se
puede guardar en refrigeracién hasta un dia).

Depositar 5 ml de solucidn substrato mediante pipeta en sendos tubos de
ensayo (muestra y blanco), llevandolos a bafio de agua a 40 °C durante 5
minutos.

Adicionar 0,5 ml de solucién de miel al tubo muestra y 0,5 ml de la solucién
detencion de la reaccion al tubo blanco, homogeneizar con rotatubos vy
mediante crondmetro iniciar el control de tiempo.

En el tiempo 0, al tubo blanco se le adiciona 0,5 ml de la solucion de miel y
se homogeneiza mediante rotatubos.

El tubo muestra se incuba a 40 °C durante 20 minutos en un bafio,

afadiendo seguidamente 0,5 ml de la solucién que detiene la reaccidn.
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Volver a homogeneizar en rotatubos y enfriar rdpidamente (agua de grifo o
hielo) hasta temperatura ambiente.

e Lectura espectrofotométrica a 400 nm en cubetas de cuarzo de 1 cm paso
luz, de la muestra frente al blanco, que debe realizarse entre 15 minutosy 1

hora como maximo.

Calculos y expresion de los resultados

La cantidad de p-nitrofenil a- D — glucopiranosa (pNPG) expresada en uM que se
produce durante la prueba, corresponde exactamente a la cantidad de uM de
sustrato utilizado. Por lo tanto, la actividad invertasa en miel puede calcularse
con la diferencia de medidas de absorbancia a 400 nm e indicarse en

Unidades/kg (U/kg).

1 U/kg = (1 uM p-NPG)/(minutos X kg miel)
Invertasa en U/kg = 6 X 0,05 X 0,05298 X 104X AA400
Invertasa en U/kg = 158,94 X AA400
Donde:
6 = factor para expresar los mililitros de solucién muestra utilizados.
0,05 = factor de conversion del tiempo de reaccién, de 20 minutos a 1 minuto.
104 = factor de conversién de la cantidad de miel en la muestra (0.1 g en 0.5 ml)
alkg
0,05298 = 7.37/139.11; factor de conversidn para llevar de pg hasta uM por ml.
Donde 7,37 = factor para el p-nitrofenol del grafico correspondiente.

139,11 = peso molecular del p-nitrofenol.

La actividad invertasa se puede expresar como Numero de Invertasa (IN) que
representa los gramos de sacarosa hidrolizada en 1 hora por los enzimas

contenidos en 100 gramos de miel bajo las condiciones del test (Bogdanov,
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2006; Hadorn & Zircher., 1966). Si la actividad invertasa se determina
simultdneamente por el método descrito anteriormente y por el método

polarimétrico de Hadorn, la siguiente relacidon entre IN y AA400 resulta:

IN = 21,64 X AA400

21,64 = pendiente de la regresién lineal de IN (eje de las y) y AA400 (eje de las

X).
4.6. Metodologia - Sustancias bioactivas y actividad antioxidante
4.6.1. Fenoles totales

4.6.1.1. Principio

La determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales en miel se ha
realizado mediante el método de Folin-Ciocalteu, método espectrofotométrico
qgue consiste en hacer la curva de calibracion de un compuesto fendlico puro
(acido caféico) y cuantificar el contenido de compuestos fendlicos de la muestra
de miel midiendo la absorbancia de los mismos después de una reaccidn
colorimétrica (Meda et al., 2005; Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos,

1999).

4.6.1.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Espatula

e Vasos de precipitados de 100 ml

e Matraces aforados de 25, 50 y 100 ml
e Embudos de 7 cm de diametro

e Matraces Erlenmeyers de 250 ml
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Tubos de ensayo Pyrex de 20 x 100 mm con tapodn de rosca
Pipetasde 1,5, 10y 25 ml

Cubetas de cuarzo de 1 cm paso luz

Varillas de vidrio

Papel de filtro Whatman No.1

Zapatilla

Reactivos y soluciones

Reactivo Folin-Ciocalteu Panreac (Espana)

Solucién acuosa de Folin-Ciocalteau 0,2 N, preparado a partir del reactivo
Folin-Ciocalteu

Carbonato de sodio (Na,COs3) Panreac (Espaina)

Solucién de carbonato de sodio: pesar 7,5 g de carbonato de sodio, disolver
y enrasar con agua destilada hasta 100 ml en matraz volumétrico.

Acido caféico Sigma — Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Metanol Lab Scan grado HPLC (Irlanda)

Agua destilada

Equipos

4.6.

Balanza analitica monoplato Sartorius A200 S (Alemania), con precisién de
0,00001g

Rotatubos IKA MS2 Minisharker

Espectrofotdmetro Thermo Electron Corporation HeAios A doble haz UV-VIS

Bafio de ultrasonidos Selecta (Espaia)

1.3. Descripcion del método

El método consta de 3 fases:
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12 Fase de preparacion de la muestra, del blanco y de los patrones
22 Fase de reaccion e incubacién en condiciones de oscuridad

32 Fase de lectura en espectrofotémetro.

12 Fase: preparacion de la muestra, del blanco y de los patrones

Preparacion de la muestra

e Se pesan 5 g de miel en un vaso de precipitados de 100 ml, se afaden unos
10 ml de agua destilada y se remueve con una varilla de vidrio hasta disolver
la muestra. Después se transfiere la solucién a un matraz volumétrico de 50
ml y se aflade agua destilada hasta enrasar.

e Se filtra el contenido del matraz aforado a través de un papel Whatman No.1
en un erlenmeyer de 250 ml con la ayuda de un embudo de 7 cm de
diametro.

e En un tubo de ensayo con tapdn de rosca se depositan: 0.5 ml del filtrado y
2.5 ml de la solucién 0,2 N del reactivo Folin-Ciocalteu. Se homogeneiza en

rotatubos.

Preparacion del blanco
e En un tubo de ensayo con tapdn de rosca se depositan: 0.5 ml de metanol y
2.5 ml de la solucién 0,2N del reactivo Folin-Ciocalteu, mezclando bien en el

rotatubos

Preparacion de las Soluciones Patron

Para estimar la concentracidon de compuestos fendlicos presentes en la muestra,
debe realizarse una recta de calibrado con soluciones patrén de concentracién
conocida y luego interpolar los resultados experimentales utilizando la ecuacién
de la recta de calibracidn. El patrén que se utiliza es acido caféico. Por tanto, la

concentracion estimada de compuestos fendlicos en la muestra se expresa
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como mg de acido caféico / 100 g de miel. Primero se prepara la disolucién

madre y a partir de ella, los patrones.

Disolucion madre (200 pg/ml): con ayuda de una zapatilla pesar 0,0270 g de
acido caféico, y diluir con metanol hasta 100 ml en matraz volumétrico. En
matraces volumétricos de 25 ml y enrasando con metanol, preparar las
soluciones patrén con los volumenes que a continuacion se detallan, tomados a
partir de la disolucion madre.

80 pg/ml: tomar 10 ml.

40 pg/ml: tomar 5 ml.

20 pg/ml: tomar 2,5 ml.

10 pg/ml: tomar 1,25 ml.

5 ug/ml: tomar 0,625 ml.

Preparadas las soluciones de patrones, se toman 0,5 ml de cada una de ellas con
una pipeta de 1 ml y se depositan en sendos tubos de ensayo con tapdén de
rosca. A cada tubo se le afladen 2.5 ml de la solucién 0,2N del reactivo Folin-

Ciocalteu y se homogeneiza bien en el rotatubos.

22 Fase: reaccion e incubacion: la muestra, blanco y patrones, se dejan en
reposo durante 5 minutos y seguidamente se aflade 2 ml de la solucion de
carbonato de sodio a cada uno de los tubos, se homogeneiza en rotatubos y se

lleva a incubar durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente.

32 Fase: lectura espectrofotométrica: se procede a la determinacion

colorimétrica de los compuestos fenodlicos mediante el protocolo que a

continuacion se detalla.
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Lectura de la absorbancia con espectrofotometro

e Llenar una cubeta de cuarzo de 1 cm paso luz con la solucidn blanco y hacer
una lectura de la absorbancia a 760 nm, poniendo el espectrofotometro a
cero.

e Realizar una curva de calibracién usando acido caféico como estandar. Para
ello se miden sus valores de absorbancia a 760 nm. Con estos valores se
hace una grafica de absorbancia a 760 nm frente a concentracién del acido
caféico obteniendo la curva de calibraciéon.

e Se deposita la muestra en una cubeta de cuarzo de 1 cm paso luz y se mide
su absorbancia a 760 nm.

e Interpolar en la curva de calibracién el valor de absorbancia de la muestra,
obteniendo asi el contenido en compuestos fenodlicos totales expresados en

mg de equivalentes de acido caféico / 100 g de miel.

4.6.2. Flavonoides totales

4.6.2.1. Principio

La determinacion del contenido de flavonoides totales en miel se ha realizado
mediante el método el tricloruro de aluminio. Este reactivo, reacciona con los
flavonoides formando un color amarillo que varia su intensidad de acuerdo con
el contenido global de flavonoides que tenga la muestra. Para hacer la
cuantificacidon se realiza una medida espectrofotométrica de la muestra y de
unas soluciones patrén para elaborar una curva de calibracidn, utilizando como
sustancia de referencia la quercetina, un flavonol que se encuentra libre o como

glicdsido en las mieles, método aplicado (Meda et al., 2005; Romero, 2006).
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4.6.2.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Espatulas

e Vasos de precipitados de 100 ml

e Matraces volumétricos de 25 ml

e Pipetasde 1 mly5 ml

e Micropipeta LABMATE+ 100-10000 pl

e Tubos de ensayo Pyrex 20x100 mm con tapdn de rosca
e Cubetas de cuarzo de 1 cm paso luz

e Varillas de vidrio

Reactivos y soluciones

e Aluminio Cloruro anhidro, 98% PS Panreac
e Metanol Lab Scan grado HPLC (Irlanda)

e Quercetina dihidrato, Sigma Q0125-25G

e Agua destilada

Equipos

e Balanza analitica monoplato Sartorius A200 S (Alemania), con precision de
0,0001g

e Rotatubos IKA MS2 Minisharker

e Espectrofotémetro Thermo Electron Corporation HeAios A doble haz UV-VIS

4.6.2.3. Descripcion del método

Preparacion de la solucidon de miel
e Preparar una solucién de miel 10% p/v, para ello, en un vaso de precipitados

de 100 ml se pesan 5,0 g de miel, se afaden unos 10 ml de agua destilada y
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se remueve con una varilla de vidrio hasta disolver la muestra. Después se
transfiere a un matraz volumétrico de 50 ml y se afade agua destilada hasta
enrasar.

e Se filtra la solucion a través de un papel Whatman No.1 a un erlenmeyer de

250 ml con la ayuda de un embudo de 7 cm de diametro.

Preparacion de la solucién de AICl; en metanol

En un vaso de precipitados de 100 ml, se pesan 0,1 g de AICI3 se afiaden unos
10 ml de metanol y se remueve con una varilla de vidrio hasta disolver Ia
muestra. Después se transfiere a un matraz volumétrico de 100 ml y se afade

metanol hasta enrasar.

Preparacion del blanco
En un tubo de ensayo se depositan 1 ml de agua destilada y 9 ml de metanol.

Se homogeneiza en un rotatubos.

Preparacion de la solucion madre y de las soluciones patrén

Para estimar la concentracion de flavonoides totales presentes en la muestra,
debe realizarse una recta de calibrado con soluciones patrén de concentracién
conocida y asi poder interpolar los resultados de la muestra en esa recta. El
patréon que se utiliza es la quercetina. Las soluciones patrén en metanol deben

estar en el rango de 0 — 10 mg/I.

Se realizara el promedio de tres lecturas consecutivas de la muestra, expresadas

en mg quercetina (QE)/100 g de miel.

Solucion madre (200 pg/ml): en una zapatilla pesar 0,0204 g de quercetina,

transvasar a un matraz volumétrico de 100 ml y enrasar con metanol.
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Soluciones patréon: en matraces volumétricos de 25 ml y enrasando con

metanol, mediante micropipeta preparar las siguientes soluciones, tomando a

partir de la solucion madre los siguientes volumenes:

12 pg/ml: se toman 1,5 ml

8 pg/ml: se toma 1 ml

6 ug/ml: se toman 750 pl

4 pg/ml: se toman 500 pl

2 ug/ml: se toman 250 pl

Determinacidon colorimétrica de los flavonoides totales: necesitaremos
preparar “tubos patrén”, “tubo muestra” y “tubo blanco”. Para los “tubo
patréon”, en sendos tubos de ensayo: 1 ml de solucidn patréon + 1 ml de AlCl;
+ 8 ml de metanol; para “tubo muestra”: 1 ml de la solucién de miel + 1 ml

|ll

de AICI; + 8 ml de metanol y para el “tubo blanco”: 1 ml de agua destilada +

9 ml de metanol.

Lectura de la absorbancia con espectrofotometro
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Llenar una cubeta de cuarzo de 1 cm paso de luz con la solucién blanco y
hacer una lectura de la absorbancia a 415 nm poniendo el
espectrofotdometro a cero.

Realizar la medida de absorbancia a 415 nm de cada “tubo patron” para asi
elaborar una curva de calibracion.

Medir la absorbancia de la muestra a 415 nm.

Con ayuda de la ecuacién de la recta de calibracién interpolar el valor de
absorbancia obtenido para la muestra, obteniendo asi el contenido de

flavonoides totales expresados en mg de quercetina /100g de miel.
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4.6.3. Actividad antioxidante

4.6.3.1. Principio

La determinacidén de la Actividad Antioxidante se ha realizado utilizando el
método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), técnica que se basa en la
monitorizacién de la peroxidacion inducida por un compuesto azo, generador
de radicales peroxilo (2,2° - azobis (2 — amidinopropano), (Abap)), mediante
medida de la pérdida de fluorescencia de un sustrato proteico fluorescente
(ficoeritrina), a medida que éste se oxida. Metodologia seglin (Beretta et al.,

2005; Cao, HM & Cutler, 1993; Cao, Verdon, Wu, Wang & Prior, 1995).

4.6.3.2. Material, reactivos y equipos

Material

e Cubetas de fluorescencia de plastico de 1 cm y capacidad 3 ml
e Micropipeta LABMATE" 100 -1000 pl

e Tubos Eppendorf de 1,5 ml

e Tubos de ensayo de 16 x 160 mm

e Rotatubos IKA MS2 Minisharker

e Zapatilla

Reactivos

e Fluoresceina sddica Sigma F6377-100G

e Tampon fosfato pH 7.4

e Agua miliQ

e ABAP: 2,2’-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride Wako Pure Chemical
Industries, Ltd

e (R)-Trolox® methyl ether (Sigma)
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Equipos

Balanza analitica monoplato Sartorius A200 S (Alemania), con precisién de
0,0001g
Rotatubos IKA MS2 Minisharker

Espectrofotdmetro de fluorescencia Varian Cary Eclipse

4.6.3.3. Descripcion del método
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Preparacion de la solucion de miel: preparar una soluciéon acuosa de miel
gue tenga una concentracion de 1:10 (p/v), para lo cual se pesa 1 g de miel
en un vaso de precipitados con 5 ml de agua miliQ, se homogeneiza con

varilla de vidrio y se transvasa a un matraz volumétrico de 10 ml.

Preparacion de los reactivos.
e Tampodn fosfato pH 7.4: pesar en un vaso de precipitados de 250 ml,
1.043 g de KH,PO, y 2.686 g de Na,HPO,.12H,0, afadir unos 50 ml de
agua miliQy ajustar a pH 7.4. Enrasar en matraz volumétrico de 100 ml.

e Fluoresceina (concentracién en la cubeta: 6x10°% M)

Disolucion madre: Pesar en vaso de precipitados de 50 ml, 0.039 g de
fluoresceina, disolver con 10 ml de tampédn fosfato de pH 7,4 y luego
enrasar en un matraz volumétrico hasta 25 ml con tampdn fosfato pH
7.4. Esta solucion se puede conservar a 4°C y oscuridad durante varios
meses.

e Disolucion de trabajo
La disolucién de trabajo es la dilucion 1/1000 obtenida de la disolucidn
madre, en tubos Ependorf de 1.5 ml de la siguiente manera:
Dilucién 1/10: 100 pl de la disoluciéon madre + 900 ul tampdn fosfato pH
7.4
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Dilucién 1/100: 100 pl de la disolucién 1/10 + 900 pl tampdn fosfato pH
7.4

Dilucién 1/1000: 100 pl de la disoluciéon 1/100 + 900 ul tampdn fosfato
pH 7.4

e Disolucion ABAP (concentracion en la cubeta: 8.75 mM)
Pesar en un tubo Eppendorf 0,1 g ABAP y agregar con micropipeta 100 pl
de tampdn fosfato pH 7.4, disolver completamente con ayuda del
rotatubos. Esta disolucion se puede conservar en hielo hasta 8 horas

antes de su uso.

e Disolucion de Trolox
Disolucion madre 0.02 M: 0.1256 g de Trolox se pesa en una zapatilla y
con tampon fosfato pH 7.4 se lleva a un matraz volumétrico de 25 ml,
enrasandose. Para obtener la disolucion de trabajo 1/100, se realizan dos
diluciones decimales en tubos Eppendorf de 1.5 ml de la siguiente
manera:
Dilucién 1/10: 100 pl dilucién madre + 900 ul tampon fosfato pH 7.4
Dilucién 1/100: 100 pl 1/10 + 900 pl tampdn fosfato pH 7.4

Preparacion de las cubetas: afiadir a la cubeta (volumen final 3ml), los

siguientes reactivos para realizar una evaluacion de la actividad antioxidante en

miel:

e Cubeta control, no contiene Trolox (antioxidante de referencia).

e Cubeta con Trolox 5,3 uM, utilizado como referencia en la cuantificacion de
la actividad antioxidante en unidades ORAC.

e Cubeta muestra, contiene la solucion de miel.
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Reactivo Control 5,3 uM Muestra
Fluoresceina 50 pl 50 pl 50 pl
Tampon fosfato pH 7.4 2875 ul 2795 pl 2775 pl
Trolox - 80 pl (-2)
Solucién de miel 100 pl
ABAP 75 ul 75 pl 75 pl

Condiciones de programacion del espectrofotometro de fluorescencia:
Las condiciones de lectura:

A excitacion =493 nm

Rendija de excitacién = 10

A emision =511 nm

Rendija de emision =5

Tiempo de reaccidon = 120 minutos

Etapas

e Atemperar las muestras: poner las muestras durante 15 minutos dentro del
espectrofotometro de fluorescencia para que alcancen 37 °C.

e Adicion del ABAP: se aiflade cuando se ha alcanzado la una temperatura de
37 °C. Se homogeniza bien y en este momento se inicia el analisis.

e Monitorizar la pérdida de florescencia en el espectrofotometro de
fluorescencia.

e Cuantificacion de la actividad antioxidante en miel

1 Unidad ORAC es equivalente al area neta de proteccién proporcionada por

una concentracion final de Trolox de 1 pM.

(AreaNetaMuestra)

ORAC(1gmiel) =
(AreaNeta Trolox/5,3uM)

*Factor de dilucidon
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4.7. Tratamiento estadistico de los resultados

Se ha realizado utilizando un disefio factorial, que permite el estudio simultaneo
de los efectos de los factores (envases, almacenamiento y tiempo) sobre la
variacion de los parametros de calidad considerados: HMF, pH, acidez (libre,
lacténica y total), color, actividad diastasa, actividad invertasa, contenido de
compuestos fendlicos totales, contenido de compuestos flavonoides totales y
actividad antioxidante. Dado que cada factor contempla diversos niveles, al
hacer un analisis es mas eficiente analizar todos los niveles de los factores de

forma simultanea que variarlos de forma independiente.

El desarrollo de este experimento va a determinar si los materiales de envase,
las condiciones y tiempo de almacenamiento influyen en la calidad fisico-
quimica y bioldégica de la miel, y para ello nos formulamos las siguientes
cuestiones:

e ¢(Los materiales de envase Vidrio, Ceramica, Tereftalato de polietileno
(PET) y Polipropileno (PP) modifican la calidad fisico-quimica y bioldgica
de las muestras de miel almacenadas en el tiempo?

e (Con qué intensidad varia la calidad fisico-quimica y bioldgica de las
muestras de miel almacenadas segun el material de envase?

e (Llas interacciones de los materiales y las condiciones de almacenamiento
en el tiempo, influyen en la calidad fisico-quimica y biolégica de las

muestras de miel almacenadas?

Diseiio factorial general completo
El disefio experimental corresponde a un experimento factorial completo,
midiéndose las respuestas en todas las combinaciones de niveles de factores

experimentales. Cada condicién experimental es denominada un "tratamiento"
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y la medicién de la respuesta es denominada una "observacion". La totalidad del

conjunto de tratamientos es lo que se denomina el "disefio".

Modelo General Lineal

El Modelo General Lineal (GLM) es un procedimiento de Andlisis de Varianza
(ANOVA) para poder comparar los datos obtenidos en una amplia variedad de
disefios experimentales. En este caso, las variables dependientes (pardametros
fisico-quimicos y bioldgicos) estdn relacionadas linealmente con variables
independientes (envases, almacenamiento y tiempo). Su relaciéon funcional
puede describirse como una generalizacidon de la funcion de regresion muestral

con el siguiente modelo:

Parametro fisico-quimico j = p + Aj+ E; + T + AE;; + AT, + ETj + AETjj + €
Donde:
K = media general de las variables respuestas
A; = efecto del nivel i de cada condicion de almacenamiento (temperatura, luz y
oscuridad)
E; = efecto del nivel j de cada material de envase (Vidrio, Ceramica, PET y PP)
T, = efecto del nivel k de cada tiempo en el que se efectud el analisis (0, 15, 30,
45y 60 dias).
Ejjx = error

i=1:3;j=1:4,k=1:5

Los datos del experimento se trataron conforme al disefio experimental
completamente regido al azar (DCA) (Romagosa, 2005), mediante un disefio
factorial 3 x 4 x 5 (condiciones de almacenamiento, materiales de envase y
tiempo) y con tres repeticiones. Este disefio permite comparar los tratamientos

entre si.
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El analisis estadistico se realizd utilizando el paquete Minitab 15 (© 2007
Minitab Inc.), para realizar comparaciéon de diferencias estadisticas (ANOVA).
Las diferencias entre los tratamientos individuales se estudiaron mediante una

Prueba de Comparaciones Factoriales, (Anexo).

Para hacer un analisis de medias que cumpla con las condiciones de
independencia de los datos, normalidad y homoscedasticidad, se hizo necesario
organizar los datos en tres matrices con arreglo factorial 4 X 5 para asi poder
evaluar la influencia de los materiales de envase y el tiempo en cada una de las

condiciones de almacenamiento.

Grafica de efectos principales: |la grafica indica la media de la respuesta para
cada nivel de la variable analizada, luego conecta los puntos para cada factor.
Para determinar si esta presente un efecto principal o no, observe las lineas que
conectan los niveles de factores, para factores que son significativos segun la
tabla de andlisis de varianza existe un efecto principal cuando el cambio en Ila

respuesta media a través de los niveles de un factor es significativo.

e Cuando la linea es horizontal (paralela al eje x), entonces, no hay efecto
principal presente. Cada nivel del factor afecta la respuesta de la misma
manera y la media de respuesta es la misma para todos los niveles de
factores.

e Cuando la linea no es horizontal (paralela al eje X), entonces estd
presente un efecto principal. Los diferentes niveles del factor afectan la
respuesta de manera diferente. Mientras mayor sea la diferencia en la
posicién vertical de los puntos graficados (menos paralela al eje X esté la

linea), mayor serd la magnitud del efecto principal.
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e Al comparar las pendientes de las lineas, usted puede comparar la

magnitud relativa de los efectos del factor.

Grafica de interaccion: se utiliza generalmente en combinacién con un analisis
de varianza, la grafica muestra la interaccidén entre dos factores y se interpreta

observando las lineas para determinar si hay o no una interaccion:

e Silas lineas son paralelas, no hay ninguna interaccién y mientras mas lejos

estan las lineas de ser paralelas, mayor es el grado de interaccidn entre los

factores analizados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, para los pardmetros fisico-quimicos y enzimaticos se han
utilizado metodologias publicadas en los métodos oficiales de analisis para la
calidad de la miel en Espana (Orden de 12 de Junio de 1986) y en los Métodos
Armonizados de la Comision Internacional de la Miel (Bogdanov, 2002), en
todos los casos los pardmetros de repetibilidad y reproducibilidad de los
métodos se encuentran dentro del limite recomendado en el estudio
interlaboratorio realizado por la Comisién Internacional de la Miel (Bogdanov,

2002).

Los resultados para la repetibilidad del método utilizado en la medida de color
muestra coeficientes de variacion (CV%) entre 0,9 - 1,7 % para L*, entre 1,5 - 2,5
% para a*, entre 1,4 - 1,8 % para b*, entre 1,4 - 1,7 % para C* y entre 0,15 - 0,21
% para h,,*. En la determinacién del contenido de compuestos fendlicos totales
el coeficiente de variacién (CV%) estuvo entre 2,3 - 3,2%, para el contenido de

flavonoides totales estuvo entre 4,1 - 6,9% y para la actividad entre 3,6 - 4,3%.

En el caso de la reproducibilidad del método de medida de color tuvo un
coeficiente de variacidon (CV%) de 2% para L*, 1,75% para a*, 1.47% para b*,
1,51% para C* y 1% para h,,*. En la determinacion de compuestos fendlicos
totales el coeficiente de variacion (CV%) fue 3,64%, en la determinacién de
flavonoides totales fue 7,21% y en la determinacién de la actividad antioxidante

fue 5%.
A continuacidon se analiza la influencia de los materiales de envase, la
temperatura y la iluminacion sobre las muestras de miel, pudiéndose destacar,

gue en lineas generales, las condiciones de almacenamiento influyen de forma
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diferente sobre cada uno de los parametros fisico-quimicos y bioldgicos

contemplados en este estudio.

5.1. Influencia de los materiales de envase

No hay estudios cientificos que realicen una comparacién entre los distintos
tipos de material de envase y su influencia sobre la calidad de la miel,
Unicamente Jiménez et al. (1994) trabajan sobre material de vidrio y Wang et al.
(2004) estudian la influencia del efecto del vidrio y pldstico sobre los

compuestos fendlicos totales, HMF y la actividad antioxidante de la miel.

5.1.1. Contenido de HMF

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos en el analisis de varianza, para
todos los casos indicando si hay o no significancia estadistica con cada uno de

los factores o su interaccion.

Tabla 10. Influencia de los materiales de envase y el tiempo de

almacenamiento en el contenido de HMF

Factor Temperatura Con iluminacion a Sin iluminacidn a
45+1°C 20+5°C 2015°C
Envases NS * NS
Tiempo *% *% -
Envases * Tiempo ** NS NS

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias significativas (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

Las muestras de miel almacenadas a 45 * 1 °C no tienen diferencias
significativas estadisticamente por influencia del material de envase, pero
sufren fuertes cambios en el contenido de HMF a lo largo del almacenamiento,
influenciados principalmente por el factor tiempo y la interacciéon de los

factores Envases*Tiempo (p<0,01).
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Las muestras almacenadas con iluminacion a 20 £+ 5 °C tienen diferencias
significativas por influencia del material de envase (p<0,05) y una alta diferencia
significativa por el tiempo de almacenamiento (p<0,01). Se realizé una grafica
de efectos principales (Figura 1) donde indica la respuesta media para cada nivel
con el fin de discriminar por nivel (materiales de envase: vidrio, ceramica, PET y
PP) y determinar qué muestras almacenadas en los diferentes materiales de
envase presentaban mayor o menor influencia sobre la media del contenido de

HMF.
Las muestras de miel almacenadas en ceramica y el PET son las que menos
variaciones en el contenido de HMF presentaban y el vidrio y PP los materiales

que mayores variaciones presentaban.

Figura 1. Efectos principales para el contenido de HMF con iluminacion
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En la Figura 2, se observa que no hay interaccién Envases*Tiempo para el

contenido de HMF, debido al comportamiento independiente que tiene el
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factor Envases y el factor Tiempo sobre el contenido de HMF durante el

almacenamiento.

Figura 2. Interaccion Envases*Tiempo para el contenido de HMF con

. . .z
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Las muestras de miel almacenadas sin iluminacién a 20 £ 5 °C no tienen
diferencias influenciadas por el material de envase, las variaciones que se
presentan en el contenido de HMF se deben al factor tiempo de

almacenamiento (p<0,01).

5.1.2. Color

Las muestras de miel almacenadas a 45 + 1 °C son las que mayores cambios de
color presentan, donde hay diferencias de color de hasta 11,54 unidades
CIELAB, considerables y apreciables. El material de envase que mas influye
sobre este parametro es el PP y el que menos la cerdmica.

El efecto de la iluminacidn sobre las muestras es menor ya que las diferencias
de color no superaron las 4 unidades CIELAB y los cambios fueron menos

apreciables.
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En el tratamiento estadistico se observaron diferencias con significancia
estadistica para los materiales de envase que se almacenaron a 45 + 1 °C (Tabla
11) en la coordenada de claridad (L*) (p<0,05), las coordenadas a* y b* sufren
variaciones pero influenciadas por el factor tiempo y la interaccion

Envases*Tiempo (p<0,01).

Tabla 11. Influencia de los materiales de envase y el tiempo del

almacenamiento en las coordenadas de color

Con Sin
Coordenada Temperatura . . . . .,
de color Factor 45 + 1 °C iluminacion a iluminacion a
- 20+5°C 20+5°C

Envases & NS NS

L* Tiempo %k Kk k%
Envases * Tiempo R S *k

Envases NS *¥ NS

a* Tiempo S v *E
Envases * Tiempo ** NS *k

Envases NS K NS

b* Tiempo %k k% k%
Envases * Tiempo e NS NS

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias significativas (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

Las Figuras 3 y 4 muestran los cambios de color que se presentan en las
muestras almacenadas en diferentes materiales de envase a 45 + 1 °C. Las
muestras almacenadas en PP y la ceramica son las que presentan cambios
apreciables y las muestras almacenadas en vidrio y PET son las que menores
cambios tienen, se consideran perceptibles las diferencias de color superiores a
3 unidades CIELAB (Martinez, Melgosa, Pérez, Hita & Negueruela, 2001). Los
cambios de color de las muestras fundamentalmente estan afectados al

disminuir la claridad y aumentar la cromaticidad.
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Figura 3. Claridad (L*) en funcién de la Figura 4. Claridad (L*) en funcidn del

cromaticidad (C*)a45+1°C tono (h,p,*)a45+1°C

L*-C*

Vidrio Vidrio
Ceramica Ceramica
PET PET

PP PP

En la Figura 3 se observan los cambios en la claridad de las muestras
almacenadas donde se presentan pérdidas de hasta 11 unidades CIELAB. La
disminucion del tono (h,,*) en las muestras de miel de la Figura 4 indica que su
color va cambiando de amarillos hacia naranjas. Solo las muestras envasadas en
PET tienen una disminucidn continua de la claridad al contrario que los demas
materiales, cuyas muestras estabilizan la medida de claridad en la ultima

medida.

La Unica coordenada de color que presentd diferencias significativas por
influencia de los materiales de envase fue la claridad (L*), en la Figura 5, se
muestra que los efectos principales de la claridad a 45 + 1 °C. Las mayores
variaciones fueron en las muestras de miel almacenadas en PP y ceramica y que

menos variaciones tuvieron fueron las almacenadas en PET y vidrio.
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Figura 5. Efectos principales para la claridad (L*) a45 %+ 1 °C

Grafica de efectos principales para L*
Medias ajustadas
Envases Tiempo

80

79

784

774
8
S
2 76+ /.

75 /

74+

734

72_ T T T T T T T T T

Cerémica  PET PP Vidrio 0 15 30 45 60

En la Figura 6 se observa el comportamiento de los materiales de envase en

cada una de las mediciones de la claridad durante el almacenamiento. La

ceramica y el PP tuvieron los cambios mas fuertes en la coordenada de claridad

en las mediciones a los 45 y 60 dias. El hecho de que el comportamiento no sea

paralelo indica que hay interaccion entre los factores envases y tiempo.

Figura 6. Interaccidon Envases*Tiempo para la claridad (L*) a45 + 1 °C
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5.1.3. pH

Las variaciones en el pH de las muestras de miel almacenadas a 45 £ 1 °C tienen
diferencias significativas para los materiales de envase (p<0,05) (Tabla 12),
estando también afectadas por el factor tiempo y la interaccidon de los factores

Envases*Tiempo (p<0,05).

Tabla 12. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en el contenido de

pH
Factor Temperatura Con iluminacién a Sin iluminacion a
45+1°C 20+5°C 20+5°C
Envases * NS NS
Tiempo *3% % -
Envases * Tiempo *& *k NS

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

La Figura 7 muestra que el material que mas influye en los cambios de pH de las
muestras almacenadas a 45 + 1 °C es el PP, el vidrio y el PET tienen una
influencia menor y la ceramica es el material que menos afecta a las muestras

de miel.

Figura 7. Efectos principales paraelpHa 45+ 1 °C
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La Figura 8 muestra el comportamiento de los envases en cada una de las
medidas en el tiempo y se observa que para este caso los factores Envases *

Tiempo tienen una interaccidon con una alta diferencia significativa.

Figura 8. Interaccion Envases*Tiempo paraelpHa45+1°C
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Las muestras almacenadas con y sin iluminacién a 20 + 5 °C no tienen
diferencias debidas al material de envase, solamente les afecta el tiempo de
almacenamiento (p<0,01). En las muestras con iluminacidn, a diferencia de las
muestras sin iluminacién, sufren influencia de la interacciéon Envases*Tiempo

(p<0,01).

5.1.4. Acidez

La acidez es un parametro fisico-quimico que no tiene diferencias estadisticas
influenciadas por los materiales de envase durante el almacenamiento con
temperatura e iluminacién (Tabla 13, 14 y 15). El andlisis de varianza prueba que
las variaciones de acidez (libre, lactdnica y total) en las muestras almacenadas

se deben al factor tiempo (p<0,01) y a la interaccidon Envases*Tiempo (p<0,01).
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Tabla 13. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en la acidez libre

Factor Temperatura Con iluminacion a Sin iluminacion a
451’1°C 201’5°C Zoi_soc
Envases NS NS .
Tiempo * *% *x
Envases * Tiempo ok *k s

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

Tabla 14. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en la acidez lacténica

Factor Temperatura Con iluminacién a Sin iluminacidén a
45+1°C 20+5°C 20£5°C
Envases NS NS NS
Tiempo *% * %
Envases * Tiempo NS * *

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

Tabla 15. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en el la acidez total

Factor Temperatura Con iluminacion a Sin iluminacion a
451‘1°C 201‘5°C zoi_soc
Envases NS NS NS
Tiempo * * ¥ *%
Envases * Tiempo g *k s

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

Los resultados estadisticos no evidencian diferencias significativas por los
materiales de envase, sin embargo, si se presentaron variaciones en la acidez de
las muestras almacenadas, las envasadas en vidrio tienen una variacion de 1,7,
3,07 y 4,7 meq/kg para la acidez libre, acidez lactdonica y acidez total
respectivamente; las muestras almacenadas en cerdmica tienen una variacion
de 3, 2 y 6 meg/kg para la acidez libre, acidez lacténica y acidez total
respectivamente; las muestras almacenadas en PET tiene una variacion de 5,22,
2,17 y 9 meqg/kg para la acidez libre, acidez lactonica y acidez total
respectivamente y las muestras almacenadas en PP tienen una variacién de
6,47, 1,6 y 8,14 meq/kg para la acidez libre, acidez lacténica y acidez total

respectivamente.
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Muestras de miel cruda, ajustado su contenido en humedad y almacenadas a
temperatura ambiente durante 24 meses en envases de vidrio, no variaron
apreciablemente su contenido de acidez libre en los primeros 6 meses (Jiménez,

1994). Estos autores no estudian otro tipo de material.

5.1.5. Actividad diastasa

Los resultados del analisis estadistico muestran que la actividad diastasa de las
muestras de miel almacenadas (Tabla 16), en todas las condiciones estudiadas
estd influenciada por los materiales de envase, el tiempo de almacenamiento y
la interaccidn Envases*Tiempo para las muestras almacenadas con temperatura

e iluminacion.

Tabla 16. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en la actividad

diastasa
Factor Temperatura Con iluminacién a Sin iluminacion a
451‘1°C 201‘5°C zoisoc
Envases * * *
Tiempo *k *% -
Envases * Tiempo ok * NS

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)

En las Figuras 9, 11y 13 se observa que para las muestras de miel almacenadas
en todas las condiciones de almacenamiento, el material que mas afecta a las
muestras es el PP y el PET y los materiales que menos afectan son la ceramicay

el vidrio.
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Figura 9. Efectos principales para la actividad diastasaa 45+ 1 °C
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En la Figura 10 se observa que las muestras estan influenciadas por Ia

interaccién entre los factores Envases * Tiempo.

Figura 10. Interaccion Envases*Tiempo para la actividad diastasaa 45+ 1 °C
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Figura 11. Efectos principales para la actividad diastasa con iluminacion
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La interaccion de los factores envases y tiempo es significativa (p<0,05), lo que

quiere decir que estos factores en conjunto influyen en los cambios que se

presentan en la muestras de miel almacenadas con iluminacién (Figura 12).

Figura 12. Interaccidon Envases*Tiempo para la actividad diastasa con

iluminacion
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En la Figura 13 se observa que en las muestras de miel almacenadas sin
iluminacion el material que mayor influencia tiene sobre la actividad diastasa es

el PPy el que menor influencia tiene es el vidrio.

Figura 13. Efectos principales para la actividad diastasa sin iluminacién
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Para las muestras almacenadas sin iluminacién no hay significancia en la

interaccion Envases*Tiempo para la actividad diastasa

5.1.6. Actividad invertasa

En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de varianza
para la actividad invertasa, para todos los casos indicando si hay o no

significancia estadistica con cada uno de los factores o su interaccion.

Tabla 17. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en la actividad

invertasa
Factor Temperatura Con iluminacién a Sin iluminacidén a
45+1°C 20+5°C 2045 °C
Envases *% - .
Tiempo *% * *
Envases * Tiempo * ok *k o

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)
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En la Figura 14 se observa que el material de envase que mds afecta la actividad
invertasa de las muestras de miel almacenadas a 45 £ 1 °C es el PP, seguido por

el PET, el vidrio y finalmente la ceramica.

Figura 14. Efectos principales para la actividad invertasaa 45 +1 °C
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La actividad invertasa de muestras envasadas a 45 + 1 °C tiene influencia de la
interaccion (p<0,01), entre los factores Envases*Tiempo, como puede

observarse en la Figura 15, sobre la actividad invertasa.

Figura 15. Interaccion Envases*Tiempo para la actividad invertasaa 45+ 1 °C
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La Figura 16 muestra que la influencia de la iluminacién en la actividad invertasa
tiene alta diferencia significativa estadisticamente (p< 0,01), afecta mads a las
muestras almacenadas en vidrio y PET y menos a las muestras almacenadas en

PPy ceramica.

Figura 16. Efectos principales para la actividad invertasa con iluminacion
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En la Figura 17 se observa que la actividad invertasa de las muestras de miel
almacenadas con iluminacion tienen una alta interaccion entre los factores

Envases * Tiempo.

136




Resultados y discusion

Figura 17. Interaccion Envases*Tiempo para la actividad invertasa con

iluminacién
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En las muestras de miel almacenadas sin influencia de la iluminacién, también
se presentaron cambios en la actividad invertasa influenciados por los
materiales de envase. En este caso, las muestras con mayores variaciones
fueron las almacenadas en PET y PP y las almacenadas en vidrio y ceramica las

menores variaciones presentaron (Figura 18).

Figura 18. Efectos principales para la actividad invertasa sin iluminacion
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La interaccion de los factores Envases*Tiempo en las muestras almacenadas sin
iluminacion es significativa (p< 0,01), para la Actividad Invertasa (Figura 19),
debido a que ambos factores producen un efecto en el cambio durante el

almacenamiento.

Figura 19. Interaccion Envases*Tiempo para la actividad invertasa sin

iluminacion
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5.1.7. Compuestos fendlicos totales

En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de varianza,
para todos los casos indicando si hay o no significancia estadistica con cada uno

de los factores o su interaccion.

Tabla 18. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en el contenido de

fenoles totales

Factor Temperatura Con iluminacién a Sin iluminacion a
451‘1°C 201‘5°C zoi_soc
Envases * * *
Tiempo *k % -
Envases * Tiempo *h ok ok

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)
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Los materiales que mds afectan al contenido de fenoles totales en miel son el

vidrio y el PET. La cerdmica y el PP afectan en menor grado este parametro de

calidad (Figura 20).

Figura 20. Efectos principales para el contenido de fenoles totales a 45 + 1 °C
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En la Figura 21 se muestra que hay interaccién entre los factores envases y

tiempo de las muestras almacenadasa 45+ 1 °C.

Figura 21. Interaccidon Envases*Tiempo para fenoles totalesa 45 + 1 °C
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En la Figura 22 se observa que las muestras almacenadas con influencia de la
iluminacion, el vidrio y la cerdmica son los materiales que menos afectan vy el
PET y PP son los materiales que mas afectan el contenido de fenoles totales en

la miel almacenada.

Figura 22. Efectos principales para el contenido de fenoles totales con

iluminacion
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La Figura 23 muestra una alta interaccion (p< 0,01) entre los factores
Envases*Tiempo que afectan el contenido de fenoles totales en las muestras

almacenadas con influencia de la iluminacion.
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Figura 23. Interaccidon Envases*Tiempo para el contenido de fenoles totales

con iluminacion

Grafica de interaccion para Fenoles Totales

Medias ajustadas

- 45

Envases

451

40

35

30+

—@— Ceramica
—m— PET
40 PP
—& - Vidrio
Envases
r 35
30
L4 A — T _ ° Tiempo
——— ~ —— 0
—a— 15
A 30
P D . —A - 45
- \\ Tiempo 60
\A
T T T T
Cerdmica  PET PP Vidrio

Las muestras almacenadas sin iluminaciéon se ven influenciadas por los

materiales de envase, el que mayor influencia tiene sobre el contenido de

fenoles totales es la cerdmica y el PET y los que menor influencia tienen son el

vidrio y el PP (Figura 24).

Figura 24. Efectos principales para el contenido de fenoles totales sin

iluminacion
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En la Figura 25 se observa el comportamiento del contenido de fenoles totales
y su interaccién de los factores envases y almacenamiento para las muestras

almacenadas sin iluminacion.

Figura 25. Interaccidon Envases*Tiempo para el contenido de fenoles totales sin

iluminacion
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5.1.8. Contenido de flavonoides totales

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos en el analisis de varianza,
para todos las condiciones de almacenamiento indicando si hay o no

significancia estadistica con cada factor o su interaccion.

Tabla 19. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en el contenido de

flavonoides totales

Factor Temperatura Con iluminacion a Sin iluminacion a
45+1°C 20£5°C 20+5°C
Envases * * *
Tiempo *% * %
Envases * Tiempo ** ok NS

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas diferencias significativas (** p <0.01)
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El contenido de flavonoides totales en la miel es sensible al almacenamiento a

45 + 1 °C, el material que mas afecta a las muestras almacenadas es el PP y el

PET y los que menor influencia tienen son el vidrio y la ceramica (Figura 26).

Figura 26. Efectos principales para los flavonoides totalesa 45 + 1 °C
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En la Figura 27 se observa que los factores Envases*Tiempo tienen una alta

interaccion (p< 0,01) y la combinacion afectan el contenido de Flavonoides

Totales durante el almacenamiento.

Figura 27. Interaccion Envases*Tiempo para los flavonoides totalesa 45 + 1 °C
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El contenido de flavonoides totales en la miel es afectada por la iluminacién, el
material que mas afecta a las muestras almacenadas es el vidrio y el PET y los

gue menor influencia tienen son el PP y la ceramica (Figura 28).

Figura 28. Efectos principales para el contenido de flavonoides totales con

iluminacion
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En la Figura 29 se observa que los factores envases y tiempo tienen una alta
interaccion (p< 0,01) y afectan el contenido de flavonoides totales durante el

almacenamiento con iluminacion.
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Figura 29. Interaccidon Envases*Tiempo para el contenido de flavonoides

totales con iluminacion
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El contenido de flavonoides totales para muestras de miel almacenadas sin
iluminacion, el material que mas afecta a las muestras es el PP y los que menor

influencia tienen son la cerdmica, el PET y el vidrio (Figura 30).

Figura 30. Efectos principales para el contenido de flavonoides totales sin

iluminacion
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Los factores Envases*Tiempo no tienen una alta interaccién sobre el contenido

de flavonoides totales durante el almacenamiento sin iluminaciéon a 20 + 5 °C

5.1.9. Actividad antioxidante

En la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos en el analisis de varianza de
los resultados relacionados con la actividad antioxidante de las muestras de
miel almacenadas en todas las condiciones de almacenamiento, indicando si hay

o no significancia estadistica con cada factor o su interaccion.

Tabla 20. Influencia de los materiales de envase y el tiempo en la actividad

antioxidante

Factor Temperatura Con iluminacion a Sin iluminacion a
45+1°C 20+5°C 20+ 5 °C
Envases * ok -
Tiempo *x * % *
Envases * Tiempo & ok *ok

NS No hay significancia ( p>0.05); Diferencias (* p < 0.05); Altas Diferencias significativas (** p <0.01)

La influencia de los materiales de envase sobre la actividad antioxidante a 45 + 1
°C (Figura 31) son menos marcados estadisticamente que en los enzimas, los
fenoles y flavonoides totales, sin embargo es un factor que influye en la
actividad antioxidante de las muestras almacenadas. Los materiales que menos

influyen son la ceramica y el vidrio y los que mas influyen son el PET y PP.
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Figura 31. Efectos principales para la actividad antioxidantea 45 +1 °C
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En la Figura 32 se muestra la interaccion (p< 0,05) entre los factores

Envases*Tiempo sobre la actividad antioxidante para muestras de miel

almacenadasa 45+ 1 °C.

Figura 32. Interaccidon Envases*Tiempo para actividad antioxidantea 45+ 1 °C
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La actividad antioxidante de las muestras almacenadas con iluminacién, tienen

influencia de los materiales de envase con alta significancia estadistica. Los
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materiales que tienen mayores variaciones son el PET y el PP y los que menores

variaciones presentan son el vidrio y la ceramica (Figura 33).

Figura 33. Efectos principales para la actividad antioxidante con iluminacion
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En la Figura 34 se muestra una alta interaccion (p< 0,01) entre los factores
Envases*Tiempo de la actividad antioxidante para muestras de miel

almacenadas con iluminacién a 20 + 5 °C.

Figura 34. Interaccidon Envases*Tiempo para actividad antioxidante con

iluminacion
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La actividad antioxidante de las muestras almacenadas sin iluminacién, tienen

influencia de los materiales de envase con alta significancia estadistica. El

material que mas afectado se ve es el PET, los materiales que tienen menores

variaciones son el PP, el vidrio y la cerdmica (Figura 35).

Figura 35. Efectos principales para actividad antioxidante sin iluminacion
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En la Figura 36 se muestra una alta interaccién (p< 0,01) entre los factores

envases y tiempo de la actividad antioxidante para muestras de miel

almacenadas sin iluminacion a 20 £ 5 °C.
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Figura 36. Interaccidon Envases*Tiempo para actividad antioxidante sin

iluminacion
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El control del tiempo y las condiciones de almacenamiento a la cual esta
sometida la miel, en todas sus etapas, desde el momento de su recoleccidn,
almacenamiento, distribucidon y finalmente consumo, es de gran importancia

para garantizar su calidad.

Para resumir la influencia de los materiales de envase en las diferentes
condiciones de almacenamiento, y en cada uno de los parametros de calidad

analizados, observar la Tabla 21.

Tabla 21. Influencia de los materiales de envase en todas las condiciones de
almacenamiento

Muestrasa 45+ 1 °C

Influencia
del HMF  L* pH Acidez AD Al Fenoles Flavonoides AO
Material
Mayor PP PP PP PP PP PP PP
C V PET V \Y \Y V
NS NS
V PET C PET PET PET PET
Menor PET C Vv C C C C
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Muestras con iluminacion a 20 + 5 °C.

Influencia
del HMF  L* pH Acidez AD Al  Fenoles Flavonoides AO
Material
Mayor PP PP \Y Y \Y v
Vv PET PET C PET C
NS NS NS
PET C C PET PP PP
Menor C \Y PP PP C PET
Muestras sin iluminaciona 20 £ 5 °C.
Influencia
del HMF  L* pH Acidez AD Al  Fenoles Flavonoides AO
Material
Mayor PP PET C PP PP
PET PP PET PET PET
NS NS NS NS
C Vv Y C \Y,
Menor Vv C PP Vv C

V (Vidrio), C (Ceramica), PET (Tereftalato de polietileno) y PP (Polipropileno)
NS (No hay significancia estadistica)

5.2. Influencia de la temperatura

5.2.1. Contenido de HMF

En la Tabla 22 se consolidan las medias con su correspondiente desviacidon
estandar del contenido de HMF en cada uno de los materiales de envase

durante cada uno de los tiempos de analisis a 45 + 1 °C.

Tabla 22. Contenido de HMFa 45 +1 °C

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 4,03 +0,45 10,30+0,17 20,20+ 0,53 50,70+ 0,80 96,30 + 0,90
Ceramica 4,03 £ 0,45 9,10+ 0,20 23,30+ 0,50 52,50+0,70 109,60 0,80
PET 4,03+0,45 10,60+0,20 22,30+0,60 54,00+0,30 118,00+ 0,50
PP 4,03 + 0,45 9,80+0,70 26,50+0,80 65,30+0,30 132,90+0,76

El HMF es el parametro mas importante y fiable para detectar el calentamiento
de la miel cruda, en una miel con periodos cortos de cata sus valores de HMF
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son muy bajos. La variacién del pH y su acidez, asi como la sobre exposicion a

alta temperatura, inciden en el aumento progresivo de este compuesto.

En nuestro estudio se ha observado que el intervalo de 40 a 50 °C de
temperatura es critico para observar un incremento notable de HMF en

almacenamiento (Figura 37).

El almacenamiento a 45 + 1 °C es la condicion que mas influye en el contenido
de HMF de las muestras de miel iniciales y las muestras almacenadas al cabo de
60 dias; los materiales de envase no ofrecen diferencias estadisticas ya que su
comportamiento es similar a lo largo del tiempo, sinembargo, el factor tiempo si

influye en el incremento del HMF con alta significancia estadistica.

El contenido de HMF en miel y su evolucién en el tiempo por accion de la
temperatura ha sido un proceso estudiado por diversos autores, demostrando
qgue este compuesto se forma por deshidratacion de las hexosas (fructosa,
glucosa) en medio acido. (Fallico et al., 2004; Jiménez, Mateo, Huerta & Mateo,

1994; Sancho et al., 1992; Tosi, Ciappini, Ré & Lucero, 2002; Turhan et al., 2008).

La Figura 37 a 'y b muestra la misma informacién para la evolucion de HMF a 45
+ 1 °C durante el almacenamiento, la diferencia esta en la escala del eje que
representa el HMF (mg/kg) y su bondad radica en que la informacion esta

puesta de una manera tal que permite una facil interpretacion.
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Figura 37. Evolucion del contenido de HMFa 45+ 1 °C
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La cinética que se ajusta a la formacidon del HMF durante el almacenamiento fue
determinada por Sancho, M.T., Muniategui, S., Huidobro, J.F., & Lozano, J.S.,
1992. Estos autores observaron como la mayoria de las muestras analizadas
(96.5%) presentaban una relacién lineal entre el logaritmo del contenido de
HMF y el tiempo de almacenamiento, hecho coincidente con nuestros

resultados para los diferentes materiales de envase (Figura 37 b).

El contenido de HMF sobrepasa el limite maximo establecido por la legislacion
(40 mg/kg) a los 42, 36, 35 y 28 dias, en las muestras almacenadas en vidrio,

ceramica, PET y PP, respectivamente.

5.2.2. Color

Se han calculado las diferencias de color (A E*) para cada material de envase en
cada tiempo de analisis (Tabla 23), para observar la evolucién del color en las

muestras almacenadas a 45 + 1 °C.
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Tabla 23. Diferencias de color para muestras almacenadasa 45 +1 °C

Tiempo A E*Vidrio A E*Ceramica A E* PET AE* PP
0 0.00 0.00 0.00 0.00
15 1.19 3.00 1.20 2.03
30 3.71 4.29 2.89 3.25
45 6.78 10.36 4.06 10.82
60 7.52 10.44 6.73 11.54

En la Figura 38 se observa que existen diferencias marcadas entre los envases,
siendo las muestras de miel menos afectadas las envasadas en PET y vidrio, los
cuales tienen una relacién lineal con el tiempo. Las muestras mas afectadas son
las envasadas en PP y ceramica, en donde las diferencias de color aumentan

hasta el dia 45 y luego tienden a estabilizar los 45 y 60 dias.

El tratamiento de calor suave y/o el almacenaje prolongado de la miel conducen
a los cambios de color debido al proceso de caramelizacidon de carbohidratos en
la reaccion del Maillard y a la descomposicién de la fructosa en el medio acido
de la miel (Villamiel, Castillo, Corzo & Olano, 2001). Estas reacciones conducen a
la formacion de HMF y de otros compuestos furfural, de entre otros que se

producen oscurecimiento de la miel.

Figura 38. Diferencias de color (AE)*a45+1°C
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5.2.3. pH

En la Tabla 24 se consolidan las medias con su correspondiente desviacidon

estandar del pH en cada uno de los materiales de envase durante cada uno de

los tiempos de andlisisa 45 + 1 °C.

Material de

envase

Vidrio
Ceramica
PET

PP

0
4,09 + 0,03
4,09 + 0,03
4,09 + 0,03
4,09 + 0,03

15
3,80+ 0,03
3,92 + 0,06
3,90 + 0,03
3,77 + 0,06

Tabla24.pHa45+1°C

Tiempo (Dias)

30
3,92+ 0,03
3,93 + 0,01
3,93+ 0,02
3,86 + 0,01

45
3,89+ 0,01
3,97+ 0,01
3,84+ 0,01
3,84+ 0,01

60
3,86+ 0,02
3,95 + 0,02
3,84+ 0,02
3,77+ 0,01

En el estudio realizado, las muestras almacenadas a temperatura de 45 £ 1 °C

presentaron un descenso del pH en los primeros 15 dias y posteriormente los

valores se estabilizaron en los restantes 45 dias. En general, todos los materiales

de envase se comportan de la misma manera, sin embargo, se observan menos

variaciones en las muestras de miel almacenadas en cerdmica (Figura 39).

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en un estudio realizado en

mieles italianas, donde los autores hallan una ligera disminucién del pH cuando

las muestras son almacenadas durante 12 meses a 25 °C (Cherchi et al., 1997).

Sin embargo otras investigaciones realizadas en 1991 y 1994 consideran que el

pH es un pardmetro muy estable durante el almacenamiento (Jiménez et al.,

1994; Krauze et al., 1991).
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Figura 39. Evolucion delpHa 45+ 1 °C
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Mieles con diferente contenido de agua y almacenadas durante 2 afos a 28°C
presentan unas variaciones de pH insignificante segun (Jiménez et al., 1994).
Para otros autores este pardmetro permanece estable sin influirle las
variaciones de temperatura durante el almacenamiento (Consentino, Tuberoso,

Pisiano, Cherchi, Spanedda & Palmas, 1996; Gonnet, 1965; Jiménez et al., 1994).

5.2.4. Acidez

La acidez de las muestras almacenadas a 45 + 1 °C (Tablas 25, 26, 27 y 28)
presenta ligeras variaciones con tendencia a aumentar en el tiempo. En las
condiciones estudiadas, ninguna muestra superdé el limite maximo establecido
por la legislacion, que corresponde a 50 meq/kg de acidez libre (Real Decreto

1049/2003).
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Valor
Medio

A Libre
A Lactonica
A Total

Valor
Medio

A Libre
A Lactodnica
A Total

Valor
Medio

A Libre
A Lactodnica
A Total

Valor
Medio

A Libre
A Lactonica
A Total

Tabla 25. Acidez a 45 + 1 °C, almacenadas en vidrio

Tiempo (Dias)

0 15 30 45
14,87+0,69  21,80+0,50 19,37+0,75 18,36+0,93
3,33+0,76 3,99 £ 0,50 4,50+ 0,50 5,00+0,51
18,20+ 0,62 25,80+0,03 23,87+0,97 23,36+0,98

Tabla 26. Acidez a 45 + 1 °C, almacenadas en ceramica

Tiempo (Dias)

0 15 30 45
14,87+0,69 17,34+0,38 17,10+0,51 17,17+0,52
3,33+0,76 3,57+0,81 4,99 +1,00 5,49+ 0,50
18,20£0,62 20,90+0,93 22,10+0,95 22,67+0,39

Tabla 27. Acidez a 45 + 1 °C, almacenadas en PET

Tiempo (Dias)

0 15 30 45
14,87+0,69 18,82+0,99 17,52+0,98 18,00%0,84
3,33+0,76 3,32+0,77 5,16 £ 0,96 5,32+0,87
18,20+0,62 22,15+0,94 22,68+0,58 23,34%0,82

Tabla 28. Acidez a 45 + 1 °C, almacenadas en PP

Tiempo (Dias)

0 15 30 45
14,87+0,69 19,53+0,99 18,07+0,87 19,42+0,95
3,33+0,76 3,97+0,51 5,10+0,36 3,66 0,76
18,20+0,62 23,51+0,91 23,17+0,91 23,09%0,22

60

16,57 + 0,68
6,02 +0,93
22,91+0,96

60
17,94 £ 0,85
6,33 +1,00
24,27 + 0,80

60
20,09+ 1,00
5,50+0,87
27,19+0,91

60
21,34 +0,96
5,00+0,93
26,34+ 0,67

En la Figura 40 se muestra la evolucion de la acidez a 45 + 1 °C, que en términos

generales, la acidez total permanece estable con ligeras variaciones entre los 18

y 26 meqg/kg. La acidez libre varia entre 15y 22 meg/kg y la acidez lactdnica es

la mas estable de las tres y solamente varia entre 2 y 4 meq/kg.
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Estudios realizados por Jiménez et al. (1994), en muestras de miel cruda
almacenadas en frascos de vidrio, a lo largo de dos afos a temperaturas en
torno a 5 °Cy a 28 °C, con medidas a 6, 12, 18 y 24 meses, presentan como
resultados que la acidez de la miel cambia significativamente por influencia del
tiempo y el contenido de humedad (variacién de 21,5 a 27,2 meq/kg) y en
cambio con la temperatura no se presentan diferencias significativas, este

ultimo factor coincidente con nuestro estudio.

Figura 40. Evolucion de laacideza 45+ 1 °C
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Muchos autores sefialan que la acidez libre se incrementa ligeramente con el
tiempo por accidon del almacenamiento o por fermentacidon originada por la
transformacion de azucares en alcohol debido a la accion de las levaduras
presentes en la miel (Bath & Singh, 2000; Cavia et al., 2007; Gonnet, 1965;
Jiménez et al., 1994; Sancho et al., 1991 a; White et al., 1975).

Otros estudios que abordan la evolucidn de la acidez de la miel por influencia de
la granulacién inducida estando las muestras almacenadas durante 30 meses a
temperatura entre 15 y 25 °C, encuentran incrementos continuos en la acidez

libre debido a la actividad del enzima glucosa — oxidasa presente en la miel
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(Cavia et al.,, 2007; Montes, 1996). El aumento de la acidez libre se debe
principalmente a compuestos como el acido levulinico y férmico que se forman

en la reacciéon donde se forma el hidroximetilfurfural (Cavia et al., 2007).

La acidez lactdnica varia levemente durante el almacenamiento (Gonnet, 1965;
Krauze et al., 1991) dependiendo del balance quimico que se presente entre los

acidos que se encuentran en la miel.

5.2.5. Actividad diastasa

En la Tabla 29 se consolidan las medias con su correspondiente desviacion
estdndar de la Actividad Diastasa en cada uno de los materiales de envase

durante cada uno de los tiempos de analisis a 45 + 1 °C.

Tabla 29. Actividad diastasaa 45+ 1 °C

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 10,26 £ 0,40 9,85+0,16 9,03+0,28 8,03+0,54 6,01+0,34
Ceramica 10,26 £ 0,40 9,80+0,32 8,69 0,23 6,80 £ 0,35 4,48 + 0,35
PET 10,26 £ 0,40 9,59+0,47 7,97 £0,28 6,39 £ 0,57 3,99+0,16
PP 10,26 £ 0,40 9,29+0,38 8,00+ 0,03 5,68 £0,19 3,19+0,26

La actividad diastasa tiene diferencias con significancia estadistica en las
muestras almacenadas a 45 + 1 °C debido a los materiales de envase. Los
descensos observados son de 7,1, 6,3, 5,8 y 4,3 Unidades Schade a los 29, 31, 36
y 43 dias, para PP, PET, cerdmica y vidrio, respectivamente (Figura 41). Los
valores alcanzados se situan por debajo del limite permitido por la legislacion (8

Unidades Schade) (Real Decreto 1049/2003).
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Las mieles frescas difieren del contenido de actividad diastasa segun su origen
botanico destacando que en nuestro estudio la miel utilizada es de milflores con
predominancia de romero y almendro, la cual presentd una baja actividad
enzimdtica inicial (10.26 Unidades Schade). En investigaciones realizadas, el
indice Diastasico para mieles de romero es 9,7 + 3,2 Unidades Schade (Persano-
Oddo & Piro, 2004). El clima también es un factor que influye en la actividad
diastasa de las mieles, asi la que se produce en climas cdlidos tiene niveles bajos
de actividad diastasa (Persano-Oddo, Piazza, Sabatini & Accorti, 1995; Sanchez,

1999; Singh & Kuar Bath, 1997; White, 1992).

Figura 41. Evolucion de la actividad diastasaa 45+ 1 °C
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El indice de diastasa disminuye durante el procesamiento, calentamiento y

almacenamiento prolongados (Huidobro et al., 1995).

La cinética de la actividad diastasa durante el almacenamiento fue determinada
en un trabajo sobre envejecimiento de la miel (Sancho et al., 1992) en el que la
actividad enzimatica demostréo frente al tiempo tres comportamientos

diferentes: relacion lineal entre el logaritmo de la actividad diastasa y el tiempo
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de almacenamiento (68,7% de las muestras), relacién lineal entre la actividad
diastasa y el tiempo de almacenamiento (21,7% de las muestras) y relacién

asintotica (9,6% de las muestras) (Sancho et al., 1992).

Bogdanov, 1993 seifala que someter la miel a 40°C durante 31 dias puede
destruir la actividad diastasa de ella, resultados coincidentes con nuestro

estudio (Figura 41).

En otro trabajo que aborda la modificacion de la actividad diastasa por accion
del calentamiento se ensayan variaciones de temperaturas entre 60 °Cy 100°Cy
tiempos entre 0 y 20 minutos, encontrandose que la actividad enzimatica
muestra un descenso entre 25,8 a 8,1 unidades (Tosi, Martinet, Ortega, Lucero

& Ré, 2008).

La correlacion entre parametros analiticos demuestra que entre la actividad
diastasa de las muestras almacenadas a 45 £ 1 °C y el contenido de HMF existe
una correlacién inversa (-0.963) y una correlaciéon directa con la actividad

invertasa (0.890).

5.2.6. Actividad invertasa

En la Tabla 30 se observan las medias con su correspondiente desviacion
estandar de la actividad invertasa en cada uno de los materiales de envase

durante cada uno de los tiempos de analisis a 45 + 1 °C.
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Tabla 30. Actividad invertasaa 45 + 1 °C

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 36,80 £ 0,08 27,10+0,20 19,29+0,11 14,31 £ 0,09 10,28 £ 0,06
Ceramica 36,80 £ 0,08 27,30+ 0,12 21,29 £ 0,09 14,90 £ 0,10 11,08 £ 0,10
PET 36,80 £ 0,08 25,29+ 0,27 17,50+0,15 12,31 +£0,09 8,29+0,19
PP 36,80 £ 0,08 23,10+ 0,15 15,79 £ 0,08 9,68 £0,10 6,30+£0,17

La actividad invertasa de las muestras de miel ofrece un descenso considerable
durante el almacenamiento a 45 %+ 1 °C, con diferencias significativas
estadisticamente entre los materiales de envase, siendo el PP y la ceramica los
gue mayores y menores variaciones presentan, respectivamente. La variaciones
de actividad invertasa, de mayor a menor grado, fueron: 30,5 IN, 27,9, 26,52 y

25,7, para el PP, PET, vidrio y cerdamica, respectivamente. (Figura 42)

Un estudio sobre el efecto de la temperatura sobre la calidad de la miel en
almacenamiento, indican que la actividad invertasa es mas sensible al
calentamiento que la actividad diastasa (White, White, Kushnir & Subers, 1964).
En nuestro caso si que hay variaciones mas altas en la actividad invertasa como

puede observarse en la Figura 42 a.

Hardorn & Ziircher, 1962 proponen que el valor minimo de invertasa sea de 29
umoles 4-nitrophenil — o — D — glucopirandsido/kg miel/ min. Suiza y Alemania
fijan actividades minimas de 59 y 74 umoles 4-nitrophenil — o — D -
glucopirandsido/kg miel/ min, respectivamente (Aldcorn, Wandler & Sporns,
1985; Sanchez, 1999). En el Pais Vasco el Label para la calidad de la miel fija una
actividad minima de 59 umoles 4-nitrophenil — a. — D — glucopirandsido/kg miel/

min para miel multifloral (Boletin Oficial del Pais Vasco, 1993)
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Figura 42. Evolucion de la actividad invertasaa 45+ 1 °C
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La evolucién de la actividad invertasa a 45 + 1 °C, presenta comportamientos
diferentes para los materiales de envase, las muestras mas estables son las
almacenadas en ceramica y el vidrio, las mayores variaciones se presentan en el
PET y PP, esta discriminacién se apoya en las pendientes de las rectas que se

muestran en la Figura 42b.

La actividad invertasa en la miel varia considerablemente segun el origen
botanico de, el grado de transformacién del néctar y la raza de las abejas
(lvanov, 1978). Los valores de la invertasa encontrados en mieles espanolas se
hallan entre 1,2 y 36,8 IN (Serrano, Espejo, Villarejo & Jodral, 2007), que en su

mayoria corresponden a mieles milflores.

La cinética del comportamiento de la actividad invertasa en el tiempo se
determind en un estudio realizado en dos afios (Sanchez et al., 2001) y alli se
especifica que el 56% de las muestras tiene un comportamiento exponencial, el
25% de las muestras un comportamiento lineal, un 11% de las muestras

logaritmico, un 5% de las muestras un comportamiento inverso y 3% un
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comportamiento cuadratico. El comportamiento de las muestras almacenadas

en nuestro experimento muestra un ajuste exponencial (Figuras 42 ay b).

Entre la actividad invertasa de las muestras almacenadas a 45 + 1 °C y el
contenido de HMF hay una correlacién inversa (-0.834) y una correlacion directa

con la actividad diastasa (0.890).

En cuanto a la correlacion entre los dos enzimas (Figura 43), la actividad diastasa
y actividad invertasa en las muestras almacenadas a temperatura de 45 £ 1 °C
muestran correlacion altamente significativa, el ajuste lineal tiene un r=0.875y
un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,890, confirmandose la relaciéon
invertasa/diastasa como un buen criterio de evaluacién del grado de frescura de
las mieles. Los valores de r oscilan entre 0,700 y 0,878 (Aldcorn et al., 1985;
Horn & Boehm, 2004; Huidobro et al., 1995; Krauze et al., 1991; Persano-Oddo,
Piazza & Pulcino, 1999; Serrano et al., 2007; Vit & Pulcini, 1996), comparables

con nuestros resultados.

Figura 43. Relacion entre la actividad invertasa y diastasaa 45+ 1 °C
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En el andlisis estadistico, el coeficiente de correlacion de Pearson mide hasta

gué punto dos variables continuas estan linealmente relacionadas. En el caso de

la correlacion de la actividad diastasa e invertasa este valor es de 0,890 para las

muestras almacenadas a 45 + 1 °C.

5.2.7. Contenido de fenoles totales

En la Tabla 31 se consolidan las medias con su correspondiente desviacion

estandar del contenido de fenoles totales en cada uno de los materiales de

envase durante cada uno de los tiempos de analisis a 45 + 1 °C.

Material de
envase

Vidrio
Ceramica
PET

PP

Tabla 31. Contenido de fenoles totales a 45 + 1 °C

0
45,43 +0,43
45,43 +0,43
45,43 +0,43
45,43+ 0,43

15
41,70+ 0,88
44,05+ 0,97
41,09 £ 0,65
42,67 £ 0,92

Tiempo (Dias)

30
35,14 +0,93
40,09 £+ 0,86
37,68 £ 0,85
41,29 + 0,64

45
32,69 £ 0,88
36,30+ 0,71
36,35+0,98
37,79 £0,77

60
27,12 +0,69
34,25 £ 0,90
30,90 £ 0,81
35,00 £ 0,99

La Figura 44 muestra la forma cdmo cambian los fenoles totales en el periodo

de los 60 dias de almacenamiento. Observando un comportamiento lineal

descendente entre 45y 25 mg de acido caféico/100 g de miel. Las muestras mas

estables son las almacenadas en PP y le siguen la ceramica el PET y el vidrio,

siendo este ultimo el que presenta mayores variaciones.
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Figura 44. Evolucion del contenido de fenoles totalesa 45 + 1 °C
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5.2.8. Contenido de flavonoides totales

En la Tabla 32 se consolidan las medias con su correspondiente desviacion
estandar del contenido de flavonoides totales en cada uno de los materiales de

envase durante cada uno de los tiempos de analisis a 45 + 1 °C.

Tabla 32. Contenido de flavonoides totales a 45 + 1 °C

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 4,06+ 0,33 4,04 +0,33 3,45 +0,25 2,66 +£0,24 1,65+0,48
Ceramica 4,06+ 0,33 3,84 £ 0,55 3,66+0,24 3,36 £42 2,93+0,38
PET 4,06 0,33 3,59 £0,15 3,52+0,27 1,97 + 0,46 1,63 +0,57
PP 4,06+ 0,33 3,45 +0,22 3,38 +£0,38 1,45+ 0,28 0,93+0,21

La Figura 45 muestra la forma cdmo cambian los flavonoides totales en el
periodo de los 60 dias de almacenamiento. Observando un comportamiento
lineal descendente entre 4 y 1 mg de quercetina/100 g de miel. Las muestras
mas estables son las almacenadas en ceramica y le siguen el vidrio, el PET y el

PP, siendo este ultimo el que presenta mayores variaciones.
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Figura 45. Evolucion del contenido de flavonoides totales a 45 + 1 °C
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5.2.9. Actividad antioxidante

En la Tabla 33 se consolidan las medias con su correspondiente desviacion
estandar de la actividad antioxidante en cada uno de los materiales de envase

durante cada uno de los tiempos de analisis a 45 + 1 °C.

Tabla 33. Actividad antioxidante a 45 + 1 °C

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 12,49 +0,48 6,42 £ 0,51 5,67 £0,25 5,08 +£0,15 4,54 + 0,06
Ceramica 12,49 £ 0,48 6,88 £0,16 5,38+ 0,63 5,28 £ 0,06 4,86 0,23
PET 12,49+ 0,48 6,08 £0,13 4,70+£0,14 4,53 +0,17 4,38 + 0,07
PP 12,49+ 0,48 5,57+0,14 4,50+ 0,15 4,45+ 0,16 4,30+ 0,07

La Figura 46 a y b muestra la misma informacién para la evolucién de de la
actividad antioxidante a 45 + 1 °C durante el almacenamiento, la diferencia esta
en las escalas de los dos ejes de las gréficas y su bondad radica en que la

informacién estd puesta de una manera tal que permite una facil interpretacion.
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La Figura 46b muestra el comportamiento de la evolucién de la actividad

antioxidante a 45 £ 1 °C en el periodo de experimentacion.

La evoluciéon de la actividad antioxidante para los diferentes envases se
presenta en rectas paralelas que en términos generales tienen la misma
variacion por unidad de tiempo, la diferencia radica en el nivel de la magnitud
de la actividad antioxidante, se observa que el material que tiene mayor

influencia es el PET y le siguen en su orden el PP el vidrio y ceramica.

Figura 46. Evolucion de la actividad antioxidante a 45 +1 °C
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5.3. Influencia de la iluminacion

5.3.1. Contenido del HMF

En las Tablas 34 y 35 se consolidan las medias con su correspondiente
desviacidon estandar del contenido de HMF en cada uno de los materiales de
envase durante cada uno de los tiempos de analisis a con iluminacién y sin

iluminacion.
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Material de

Tabla 34. Contenido de HMF con iluminacion

envase
0 15
Vidrio 4,03+0,45 4,70+ 0,15
Ceramica 4,03+0,45 4,51 +0,20
PET 4,03 + 0,45 4,60+0,16
PP 4,03+0,45 4,83+0,18

Material de

Tiempo (Dias)

Tabla 35. Contenido del HMF sin iluminacion

envase
0 15
Vidrio 4,03+0,45 4,10+ 0,20
Ceramica 4,03+0,45 4,11 +0,35
PET 4,03 + 0,45 4,20+ 0,30
PP 4,03 + 0,45 4,18 + 0,15

30 45 60
5,30 + 0,41 6,02 + 0,15 6,85 + 0,16
4,95+ 0,15 5,60+0,20  6,20+0,17
5,10 + 0,25 5,80 +0,21 6,35 + 0,16
5,30+0,18 6,10 £ 0,25 7,10 £ 0,60

Tiempo (Dias)

30 45 60
418+0,16  4,25+0,20  4,40+0,20
420+0,16  4,32+0,20  4,60%0,40
441+0,21  4,60+0,23 4,80 +0,14
419+0,14  439+0,32  4,90+0,11

En las Figuras 47 y 48 se observa la influencia de la iluminacién sobre el

contenido de HMF en las muestras almacenadas, los analisis de varianza solo

indican diferencias en las muestras almacenadas con iluminacién a 20 £ 5 °C

influenciadas por los materiales de envase.
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Las muestras almacenadas con iluminacion a 20 + 5 °C tuvieron variaciones en el

contenido de HMF hasta de 3 mg/kg.

Para las muestras almacenadas sin iluminacion a 20 + 5 °C (Figura 48), el Unico
factor que tiene influencia sobre la formaciéon de HMF en miel, es el tiempo (p<
0,01). Se midieron las variaciones y no superan 1mg/kg con respecto a la
muestra inicial. Haciendo una comparacién con las muestras almacenadas a 45

+ 1 °C, los cambios en el HMF son muy pequefios.

5.3.2. Color

Las muestras de miel almacenadas con y sin iluminacidon a 20 + 5 °C muestras
diferencias de color (Tablas 36 y 37) poco apreciables y se observa que las
muestras a las cuales les influye la iluminacién tienen variaciones mas altas que

aquellas que permanecen en oscuridad.

Tabla 36. Diferencias de color para muestras almacenadas con iluminacion

Tiempo A E*Vidrio A E*Ceramica A E* PET AE* PP
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15.00 1.44 1.79 0.94 1.43
30.00 2.09 2.54 0.32 0.31
45.00 0.85 3.71 2.99 3.02

Tabla 37. Diferencias de color para muestras almacenadas sin iluminacién

Tiempo A E*Vidrio A E*Ceramica A E* PET AE* PP
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15.00 1.80 1.94 2.34 0.78
30.00 3.73 1.94 2.42 3.52
45.00 2.62 3.77 2.90 3.38
60.00 2.65 2.85 2.97 3.71
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5.3.3. pH

En las Tablas 38 y 39 se consolidan las medias con su correspondiente
desviacidon estandar del pH en cada uno de los materiales de envase durante

cada uno de los tiempos de analisis con y sin iluminacidn.

Tabla 38. pH con iluminacion

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 4,09 +0,03 4,03+0,01 3,83+0,01 3,92 +0,03 3,94 +£0,02
Ceramica 4,09 £ 0,03 3,98 + 0,01 3,73 10,02 3,88 +£0,01 3,93+0,02
PET 4,09 + 0,03 3,99 + 0,02 3,90 0,02 3,93 + 0,03 3,91 +0,02
PP 4,09+0,03  4,00+0,03 3,71+0,01 3,91+ 0,02 3,93 + 0,01
Tabla 39. pH sin iluminacion
Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 4,09 +0,03 3,91+0,02 3,88 £ 0,02 3,92 +0,03 3,76 £ 0,02
Ceramica 4,09 £ 0,03 3,93+0,01 3,84 + 0,02 3,88 £ 0,01 3,74 £ 0,01
PET 4,09 +0,03 3,91+0,02 3,87 £0,02 3,93+0,03 3,72 +£0,02
PP 4,09 +0,03 3,91+0,01 3,84+ 0,01 3,91+0,01 3,71+£0,01

Los materiales de envase sometidos a condiciones de iluminacién no son un
factor que tenga diferencias significativas estadisticamente sobre el pH de las

muestras almacenadas.

Las muestras almacenadas con iluminacién a 20 £ 5 °C tienen un descenso de
pH a los 30 dias de almacenamiento, pero el pH vuelve a ascender, por lo tanto
el valor de pH inicial de las muestras y el valor final de las mismas, tiene
variaciones alrededor de 0,2 — 0,5 unidades (Figura 49). A diferencia de las
muestras almacenadas sin iluminacién, que tienen un ligero descenso del pH

(Figura 50).
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En las Tablas 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 y 47 se consolidan las medias con su

correspondiente desviacion estandar de la acidez cada uno de los materiales de

envase durante cada uno de los tiempos de analisis con y sin iluminacion.

Valor
Medio
0 15
A Libre 14,87 £ 0,69 17,93 £ 0,87
A Lactonica 3,33+0,76 3,33+0,76
A Total 18,20+ 0,62 21,26 £ 0,33

Valor
Medio
0 15
A Libre 14,87 £ 0,69 17,70 +0,93
A Lactonica 3,33+0,76 3,66+ 0,76
A Total 18,20+ 0,62 21,37 £ 0,66
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Tabla 40. Acidez con iluminacion de muestras almacenadas en vidrio

Tiempo (Dias)

30 45 60
19,74+0,96 18,60+0,84 20,25+0,92
4,83 +0,29 2,99+0,50 4,66 +0,76
2458+0,92 21,60+0,95 24,91+0,99

Tabla 41. Acidez con iluminacion de muestras almacenadas en ceramica

Tiempo (Dias)

30 45 60
20,21+0,86 18,99+1,00 20,12+ 0,80
449+10  3,16+0,96  2,66%0,76
24,71+0,63 22,15+0,99 22,78+0,86
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Tabla 42. Acidez con iluminacidon de muestras almacenadas en PET

mzldoi:) Tiempo (Dias)
0 15 30 45 60
A Libre 14,87+0,69 19,23+0,97 19,49+0,96 17,77+0,70 20,75 +0,97
A Lactdnica 3,33+£0,76 2,99+ 0,50 4,83 +0,50 4,66 +0,76 2,82 +0,76
A Total 18,20£0,62  22,23+0,91 24,32+0,08 22,44+0,90 23,59+0,57

Tabla 43. Acidez con iluminacion de muestras almacenadas en PP

mzldoi:) Tiempo (Dias)
0 15 30 45 60
A Libre 14,87 £ 0,69 18,59 £ 0,95 19,77 £ 0,51 17,05 0,90 24,32 £ 0,24
A Lactdnica 3,33+£0,76 3,83+0,76 4,99 £ 0,50 4,66+ 1,04 3,8310,29
A Total 18,20+ 0,62  22,42+0,82 24,77+0,38 21,72+0,19 28,15+ 0,08

Tabla 44. Acidez sin iluminacion de muestras almacenadas en vidrio

;:Idoi:) Tiempo (Dias)
0 15 30 45 60
A Libre 14,87 £ 0,69 19,18 £ 0,84 17,53 +£0,90 20,62 £ 0,56 24,43 +0,78
A Lactdnica 3,33+0,76 2,99 £ 0,50 4,53+ 0,50 5,00+ 0,50 4,50+ 0,87
A Total 18,20+ 0,62 22,18 +£0,92 22,06 £ 0,89 25,62 + 0,63 28,93 +0,99

Tabla 45. Acidez sin iluminacion de muestras almacenadas en ceramica

;:Idoi:) Tiempo (Dias)
0 15 30 45 60
A Libre 14,87 £ 0,69 17,25+0,76 17,67 £0,23 20,57 £ 0,26 22,78 £ 0,68
A Lactdnica 3,33+£0,76 2,83 £ 0,98 5,66 £ 0,29 3,16 £ 0,76 3,32+1,58
A Total 18,20+ 0,62 20,09 £ 0,82 23,33+£0,21 23,73 +0,50 26,11 £ 0,88

Tabla 46. Acidez sin iluminacion de muestras almacenadas en PET

;:Idoi:) Tiempo (Dias)
0 15 30 45 60
A Libre 14,87 £ 0,69 19,51+ 0,98 17,48 £ 0,40 18,99+ 0,80 23,37 +0,93
A Lactdnica 3,33+0,76 2,49+ 1,00 6,16 £ 0,58 4,66 £0,76 2,99+£0,95
A Total 18,20+ 0,62 22,01 +£0,99 23,65+0,44 23,66+ 0,45 26,37 +£0,80
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Tabla 47. Acidez sin iluminacion de muestras almacenadas en PP

Valor
Medio
0 15
A Libre 14,87 £ 0,69 16,22 +0,7
A Lactonica 3,33+0,76 3,15+0,7
A Total 18,20+ 0,62 19,38 £0,8

Tiempo (Dias)

30 45 60

0 18,04+0,23 20,67+0,99 22,48+0,95
7  449+0,550 3,16+0,92  3,66%0,76
6 22,53+0,48 23,83+0,28 26,14+0,98

La acidez de las muestras de miel almacenadas con vy sin iluminacién no tienen

diferencias significativas estadisticamente por efecto de los materiales de

envase, el factor tiempo y la interaccion de los factores Envases*Tiempo son los

gue mayor influencia tienen en las muestras de miel. (Figura 51y 52).

Figura 51. Evolucion de la acidez con

iluminacion
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iluminacion al final del periodo de

almacenamiento, entre los 45 y 60 dias, la acidez libre y total de las muestras

envasadas en PP tienen un ascenso superior (4meqg/kg) que las muestras

almacenadas en otros materiales.
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En ningln caso las muestras almacenadas con vy sin iluminacién, superan el
limite maximo establecidos por la legislacién para el valor de la acidez libre (Real

Decreto 1049/2003).

5.3.5. Actividad diastasa

En las Tablas 48 y 49 se consolidan las medias con su correspondiente
desviacion estandar de la actividad diastasa para cada uno de los materiales de

envase, durante cada uno de los tiempos de analisis con y sin iluminacién.

Tabla 48. Actividad diastasa con iluminacion

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 10,26 £ 0,40 10,07 £ 0,25 9,53+0,31 8,55+0,13 7,63 +0,40
Ceramica 10,26 £ 0,40 10,01 £ 0,26 9,30+0,10 8,48 £ 0,20 7,25+0,15
PET 10,26 + 0,40 9,80 +£0,45 8,60+0,23 7,77 £ 0,18 6,98 £ 0,08
PP 10,26 + 0,40 9,80 + 0,60 8,89+0,13 7,49 £0,21 6,44 + 0,07
Tabla 49. Actividad diastasa sin iluminacion
Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 10,26 £ 0,40 9,83 £+ 0,08 9,26 £ 0,09 9,11+0,12 8,78+0,14
Ceramica 10,26 £ 0,40 9,90 +0,23 9,19+ 0,07 8,80+ 0,08 8,70+ 0,15
PET 10,26 + 0,40 10,02 £ 0,30 9,33+0,36 8,63+0,27 8,54+0,41
PP 10,26 £ 0,40 9,53 +0,07 8,65+0,14 8,44+ 0,41 8,25+ 0,27

En este estudio, la actividad diastasa tiene diferencias entre los materiales de
envase utilizados y también por efectos del tiempo de almacenamiento. La
iluminacion influye en la medida de esta actividad enzimatica, las muestras que
ha estado baja la influencia de la iluminacidén a 20 = 5 °C, presentan diferencias

mayores entre las muestras iniciales y las muestras a los 60 dias de
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almacenamiento que las muestras que no han estado almacenadas con
influencia de la iluminacién. Las muestras almacenadas en PP sobrepasan el
limite permitido por la legislacién (8 Unidades Schade) (Real Decreto
1049/2003) a los 41 dias de almacenamiento, las almacenadas en PET a los 43
dias, las almacenadas en cerdmica a los 51 dias y las almacenadas en vidrio a los
54 dias. A diferencia de las muestras que no han sido influenciadas por la
iluminaciéon, donde ninguna muestra sobrepasa el limite legal establecido,

observandose mayores variaciones en las muestras almacenadas en PP.

En el estudio de envejecimiento de la miel (Sancho et al., 1992) encuentra que
la mayoria de las muestras analizadas en su estudio tienen una relaciéon lineal
entre el logaritmo de la actividad diastasa y el tiempo (68,7% de las muestras),
como se puede observar en las Figuras 53 ay by 54 ay b, el comportamiento de
las muestras de este estudio también tiene ese comportamiento y se puede

diferenciar el comportamiento entre los materiales de envase utilizados.

Figura 53. Evolucion de la actividad diastasa con iluminacion
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El comportamiento de las muestras en el tiempo es lineal con el logaritmo de Ia
actividad diastasa para las muestras con vy sin iluminacién los coeficientes de
correlacién son de 0,92, 0,92, 0,98 y 0,95 para vidrio, PET, ceramica y PP,
respectivamente. Las muestras almacenadas sin iluminacién tienen variaciones

pequeias hasta de 2 Unidades Schade los 60 dias de almacenamiento.

Figura 54. Evolucidon de la actividad diastasa sin iluminacion
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5.3.6. Actividad invertasa

En las Tablas 50 y 51 se consolidan las medias con su correspondiente
desviacion estandar de la actividad invertasa para cada uno de los materiales de

envase, durante cada uno de los tiempos de analisis con y sin iluminacion.

Tabla 50. Actividad invertasa con iluminacion

Material de Tiempo (Dias)

envase
0 15 30 45 60
Vidrio 36,80+0,08 32,09+0,35 28,60+0,32 27,60+0,17 26,70+0,08
Ceramica 36,80+0,08 33,90+0,12 33,30+0,17 33,49+0,08 33,00+0,09
PET 36,80+0,08 33,10+0,10 31,30+0,17 30,50+0,11 30,80+0,16
PP 36,80+0,08 35,10+0,13 34,50+0,09 34,28+0,06 34,10+0,10
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Tabla 51. Actividad invertasa sin iluminacion

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 36,80 £ 0,08 36,49 £ 0,08 36,59+0,15 34,90+0,10 34,86 £ 0,03
Ceramica 36,80 £ 0,08 36,63 £ 0,04 36,80 £ 0,05 35,70 £ 010 35,11+ 0,39
PET 36,80 £ 0,08 34,50+0,24 33,67+0,14 32,57 +0,16 32,30+ 0,08
PP 36,80 £ 0,08 35,90+0,10 35,02+£0,17 35,10+ 0,21 34,50 £0,12

En las Figuras 55 y 56 se observa que los cambios en la evolucion de la actividad
invertasa son mayores en las muestras de miel expuestas a la luminosidad, los
mayores cambios estan en el vidrio y los menores en el PP. Para las muestras
almacenadas con iluminacién, su comportamiento en el tiempo tiene un ajuste
lineal con unos coeficientes de correlacién de 0,88, 0,78, 0,66 y 0,80 para las

muestras de vidrio, PET, ceramica y PP, respectivamente.

Las muestras almacenadas sin iluminacidon sufren cambios mas pequefios y el
orden de influencia de los materiales de envase es diferente. En este caso las
muestras menos afectadas son las almacenadas en vidrio y ceramica y las mas
afectadas son las almacenadas en PP y PET. El comportamiento de la actividad
invertasa en el tiempo sin influencia de la iluminacién es lineal con coeficientes
de correlacion de 0,80, 0,79, 0,94 y 0,90 para vidrio, ceramica, PET y PP,

respectivamente.
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Figura 55. Evolucion de la actividad Figura 56. Evolucion de la actividad

invertasa con iluminacion invertasa sin iluminacion
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5.3.7. Contenido de fenoles totales

En las Tablas 52 y 53 se consolidan las medias con su correspondiente
desviacidon estandar del contenido de fenoles totales para cada uno de los
materiales de envase, durante cada uno de los tiempos de analisis con y sin

iluminacion.

Tabla 52. Contenido de fenoles totales con iluminacion

Material de Tiempo (Dias)

envase
0 15 30 45 60
Vidrio 45,43+0,43 42,43+0,06 38,50+0,12 32,54+0,65 29,89+0,90
Ceramica 45,43+0,43 43,10+0,03 40,09+0,03 36,04+0,03 32,58+0,03
PET 45,43+0,43 43,27+0,03 41,97+0,03 37,00+0,03 33,99+0,03
PP 45,43+0,43 44,59+0,03 42,46+0,06 40,11+0,06 38,50+0,57
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Tabla 53. Contenido de fenoles totales sin iluminacion

Material de Tiempo (Dias)

envase
0 15 30 45 60
Vidrio 45,43+0,43 42,99+0,03 40,14+0,03 38,48+0,03 3531%0,58
Ceramica 45,43+0,43 43,32+0,10 37,91+0,03 3581+0,06 32,00+0,06
PET 45,43+0,43 43,16+0,09 39,50+0,06 36,20+0,03 34,02+0,35
PP 45,43+0,43 44,59+0,23 42,45+0,03 40,11+0,09 38,49+0,09

El contenido de fenoles totales tienen un comportamiento lineal descendente

en el tiempo de almacenamiento, hay diferencias entre las muestras

almacenadas con y sin iluminacién (Figuras 57 y 58).

En las muestras almacenadas con iluminacion el material mas afectado es el
vidrio y el menos afectado es el PP, el PET y la cerdmica tienen un
comportamiento intermedio. El ajuste del contenido de fenoles totales y tiempo
es lineal con coeficientes de correlacion de 0,98, 0,99, 0,95 y 0,98 para vidrio,
ceramica, PET y PP, respectivamente.

Figura 57. Evolucion del contenido de  Figura 58. Evolucion del contenido de

fenoles totales con iluminacion fenoles totales sin iluminacion
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Las muestras almacenadas sin iluminacion durante el almacenamiento tienen
menores cambios (13, 43 mg de acido caféico/ 100 g de miel), pero los
materiales influyen de manera diferente. Las muestras almacenadas en
ceramica son las que mas variacion tienen y las muestras almacenas en PP las
gue menores variaciones presentan. Su comportamiento en el tiempo es lineal
con coeficientes de correlacion de 0,99, 0,98, 0,99 y 0,98 para vidrio, ceramica,

PET y PP, respectivamente.

5.3.8. Contenido de flavonoides totales

En las Tablas 54 y 55 se consolidan las medias con su correspondiente
desviacidn estandar del contenido de flavonoides totales para cada uno de los
materiales de envase, durante cada uno de los tiempos de analisis con y sin

iluminacion.

Tabla 54. Contenido de flavonoides totales con iluminacion

Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 4,06 £0,33 3,66+0,12 3,23+0,13 2,96 £ 0,09 2,35+0,22
Ceramica 4,06 £ 0,33 4,05+ 0,09 4,05 + 0,09 3,85+0,13 3,71 +£0,09
PET 4,06 £0,33 3,86 0,13 3,28+0,13 3,20%£0,13 2,74 £ 0,50
PP 4,06 £ 0,33 3,96 £0,13 3,89+0,0 3,67 £0,13 3,49+0,13
Tabla 55. Contenido de flavonoides totales sin iluminacién
Material de Tiempo (Dias)
envase
0 15 30 45 60
Vidrio 4,06 £0,33 3,99+0,13 3,75+0,22 3,71+0,25 3,60+0,13
Ceramica 4,06 £ 0,33 3,80+0,13 3,66+0,13 3,50 £ 0,00 3,30+0,13
PET 4,06 £0,33 3,87 +0,13 3,63+0,13 3,59+0,30 3,35+0,22
PP 4,06 £ 0,33 3,68+0,44 3,35+0,13 3,16 £ 0,13 2,89+0,40
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El contenido de flavonoides totales en las muestras de miel analizadas, tienen
mayores variaciones en las muestras influenciadas por la iluminacién (Figura
59), que las muestras sin iluminacién (Figura 60), observandose diferencias
entre el comportamiento de los materiales de envase. El vidrio y el PP sufren

mayores variaciones que las muestras envasadas en ceramica y PP

El comportamiento de los flavonoides totales con y sin iluminacién tiene un
ajuste lineal con el tiempo de almacenamiento. Los coeficientes de correlacion
para las muestras con iluminacion son de 0,98, 0,80, 0,96 y 0,95 y para las
muestras almacenadas sin iluminacién son de 0,94, 0,99, 0,97 y 0,98 para los

materiales vidrio, ceramica, PET y PP, respectivamente.

Figura 59. Evolucion del contenido de  Figura 60. Evolucion del contenido de

flavonoides totales con iluminacion flavonoides totales sin iluminacion
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5.3.9. Actividad antioxidante

En las Tablas 56 y 57 se muestran las medias con su correspondiente desviacion

estandar del contenido de flavonoides totales para cada uno de los materiales

de envase, durante cada uno de los tiempos de analisis con y sin iluminacién.

Material de
envase

Vidrio
Ceramica
PET

PP

Material de
envase

Vidrio
Ceramica
PET

PP

Tabla 56. Actividad antioxidante con iluminacion

0
12,49 + 0,48
12,49 £ 0,48
12,49 £ 0,48
12,49 £ 0,48

15
7,65+ 0,42
8,39 +0,14
6,03 + 0,22
6,47 + 0,27

Tiempo (Dias)

30
6,66+ 0,71
7,01+0,18
5,00 + 0,03
5,48 + 0,15

45
5,58 + 0,30
6,30+0,11
4,51+0,14
4,85+ 0,31

Tabla 57. Actividad antioxidante sin iluminacion

0
12,49 + 0,48
12,49 £ 0,48
12,49 £ 0,48
12,49 £ 0,48

15
6,86 + 0,33
8,79+ 0,62
6,09 + 0,07
5,47 + 0,06

Tiempo (Dias)

30
6,21+ 0,58
7,28 + 0,38
5,70+ 0,23
5,24 +0,10

45
5,88 + 0,06
6,81+ 0,55
5,49 + 0,15
5,06 + 0,06

60
5,22+ 0,31
6,15+ 0,18
4,30 + 0,09
4,59 + 0,25

60
5,44 + 0,33
6,25 + 0,06
5,18 + 0,26
4,79 +0,16

En las Figuras 61 y 62 se observan diferencias entre las muestras expuestas a la

iluminacidon y las muestras no expuestas a iluminacién. En las muestras con

iluminacidon los materiales mdas afectados son el PP y el PET y los menos

afectados la ceramica y el vidrio.
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Figura 61. Evolucion de la actividad antioxidante con iluminacién
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En la grafica 61b se pude decir que la actividad antioxidante y el tiempo tienen
una relacion lineal con coeficiente de correlacién de 0,90, 0,92, 0,88 y 0,98 para

el vidrio, ceramica, PET y PP, respectivamente.

En la figura 61b, las variaciones son casi iguales para todas la grafica pues sus
pendientes son iguales, es decir, son paralelas, cuando las lineas se sobreponen
significa que la magnitud de cambio es mayor (la magnitud del cambio es
mayor), pero la dinamica de los procesos es la misma. La velocidad en el cambio
es la misma. Solo hay una variacidon pequefia en el actividad antioxidante en
donde el vidrio vario un poco respecto a la ceramica el vidrio tiene una

velocidad mayor que la ceramica en el proceso, los otros son paralelos.

En las Figuras 62b se pude decir que la actividad antioxidante y el tiempo tienen
una relacion lineal con coeficiente de correlacién de 0,98, 0,99, 0,97 y 0,93 para
el vidrio, cerdmica, PET y PP, respectivamente. La variacidon por unidad de

tiempo para la cerdamica es mayor que para el vidrio, PET y PP.
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Actividad Antioxidante (ORAC)

Figura 62. Evolucion de la actividad antioxidante sin iluminacién
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6. CONCLUSIONES

Primera

El disefio experimental planteado con tres factores: materiales de envase,
condiciones de almacenamiento y tiempo, ha permitido evaluar
simultaneamente los cambios fisico-quimicos y biolégicos que afectan a la

calidad de la miel bajo las condiciones experimentales.

Segunda

El contenido en hidroximetilfurfural (HMF), la medida de color, la actividad de
los enzimas diastasa e invertasa, el contenido total de compuestos fendlicos y
de flavonoides y actividad antioxidante, son parametros de calidad que
sufrieron variaciones por influencia de los materiales de envase durante el

almacenamiento en las condiciones ensayadas.

Tercera

La acidez libre, lactdnica y total no se ven influenciadas por el material de
envase en ninguna de las condiciones ensayadas. Las variaciones presentadas
son debido a la influencia del tiempo de almacenamiento y a la interaccién de

los factores Envases*Tiempo.

Cuarta

Todos los pardmetros bioactivos (actividad diastasa, actividad invertasa,
compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y actividad antioxidante) se
ven afectados significativamente por la influencia los materiales de envase,

tiempo e interaccién Envases*Tiempo en todos los niveles ensayados.
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Quinta

Las muestras envasadas en ceramica son las que menos cambios sufren en el
almacenamiento a 45 + 1 °C, en lineas generales, mientras que las almacenadas
en materiales plasticos, principalmente polipropileno (PP), son las que mayores

variaciones sufrieron.

Sexta

De las condiciones de almacenamiento establecidas en el experimento, la
temperatura de 45 + 1 °C, seguido de la iluminacién a 20 £ 5 °C y finalmente no
iluminacién a 20 = 5 °C, fueron los niveles de mayor a menor incidencia sobre
las muestras, excepto para el contenido de fenoles totales, flavonoides totales y
actividad antioxidante, en los que la temperatura e iluminaciéon ejercen un

efecto similar.

Séptima

Las muestras sometidas a 45 + 1 °C sufren una evolucidon exponencial
ascendente en cuanto al contenido de HMF, mientras que la actividad
enzimatica tiene una tendencia descendente con alto coeficiente de correlacién

entre los enzimas diastasa e invertasa.

Octava

El contenido de de fenoles totales y flavonoides totales muestran una evolucién

lineal descendente para todas las condiciones de almacenamiento ensayadas.
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7. RESUMEN

En este trabajo se ha evaluado la calidad de la miel por medio de pardmetros
fisico-quimicos y bioldgicos, bajo tres condiciones de almacenamiento
(temperatura a 45 + 1 °C, con y sin iluminacién a 20 + 5 °C), cuatro materiales de
envase (vidrio, cerdmica, tereftalato de polietileno (PET) y polipropileno (PP)) y

en diferentes periodos de tiempo (a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias).

Posteriormente se ha determinado la influencia de cada uno de los factores y
niveles establecidos en el disefio experimental sobre los parametros fisico-
qguimicos (HMF, color, pH, acidez), actividad enzimatica (actividad diastasa e

Invertasa) y compuestos bioactivos (fenoles totales y flavonoides totales).

Se ha observado que los materiales de envase tienen influencia sobre los
pardmetros color, pH, actividad diastasa, actividad invertasa, fenoles y
flavonoides totales y actividad antioxidante a 45 + 1 °C. En lineas generales el
material que mayor influencia tiene sobre los parametros analiticos es el PP y el

gue menos la ceramica.

Para las muestras almacenadas con iluminaciéon a 20 + 5 °C, los parametros
afectados por los materiales de envase son HMF, actividad diastasa, actividad
invertasa, fenoles y flavonoides totales y actividad antioxidante, siendo el vidrio

el que mayor influencia ejerce y el PP el que menos.

Finalmente, en las muestras almacenadas sin iluminacion a 20 + 5 °C, los

pardmetros afectados por los materiales de envase son actividad diastasa,

actividad invertasa, fenoles y flavonoides totales y actividad antioxidante. El
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material que mayor influencia tiene sobre los pardmetros analiticos es el PP y

los que menos el vidrio y la cerdmica.
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Anexo — Resultados del Andlisis Estadistico

9. ANEXO - RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

9.1. Almacenamiento de muestrasa 45+ 1 °C

Andlisis de varianza para HMF, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 1030.9 1030.9 343.6 2.67 0.095
Tiempo 4  98679.5 98679.5 24669.9 191.93 0.000
Envases*Tiempo 12 1542.4 1542.4 128.5 393.90 0.000
Error 40 13.1 13.1 0.3

Total 59 101265.9

S = ©0.571231 R-cuad. = 99.99% R-cuad.(ajustado) = 99.98%

Graficas de residuos para HMF
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Andlisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 0.084780 0.084780 0.028260 6.31 0.008
Tiempo 4 0.463643 0.463643 0.115911 25.87 0.000
Envases*Tiempo 12 0.053770 0.053770 0.004481 5.71 0.000
Error 40 0.031400 0.031400 ©0.000785

Total 59 0.633593

S = 0.0280179 R-cuad. = 95.04% R-cuad.(ajustado) = 92.69%
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Andlisis de varianza para Acidez Libre, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 25.157 25.157 8.386 1.58 0.245
Tiempo 4 151.710 151.710 37.927 7.16 0.003
Envases*Tiempo 12 63.598 63.598 5.300 8.11 0.000
Error 40 26.154 26.154 0.654

Total 59 266.619

S = 0.808610 R-cuad. = 90.19% R-cuad.(ajustado) = 85.53%

Graficas de residuos para Acidez Libre
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Andlisis de varianza para Acidez Lacténica, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 2.2009 2.2009 0.7336 0.99 0.431
Tiempo 4 45,4745 45.4745 11.3686 15.32 0.000
Envases*Tiempo 12  8.9047 8.9047 0.7421 1.27 0.272
Error 40 23.3240 23.3240 0.5831

Total 59 79.9041

S = 0.763610 R-cuad. = 70.81% R-cuad.(ajustado) = 56.94%

Graficas de residuos para Acidez Lactonica
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Andlisis de varianza para Acidez Total, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
Envases 3 15.636 15.636 5.212 0.98
Tiempo 4 318.636 318.636 79.659 14.93
Envases*Tiempo 12 64.040 64.040 5.337 9.605
Error 40 23.579 23.579 0.589
Total 59 421.891
S = 0.767778 R-cuad. = 94.41% R-cuad.(ajustado) =
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Andlisis de varianza para Actividad Diastasa, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente
Envase

Tiempo

Envase
Error
Total

S =0.

GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
S 3 14.961 14.961 4.987 6.27
4 268.179 268.179 67.045 84.29
s*Tiempo 12 9.544 9.544 0.795 6.51
40 4.891 4.891 0.122
59 297.574
349667 R-cuad. = 98.36% R-cuad.(ajustado) =
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Andlisis de varianza para Actividad Invertasa, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 137.49 137.49 45.83 14.26 ©0.000
Tiempo 4 5861.84 5861.84 1465.46 455.98 0.000
Envases*Tiempo 12 38.57 38.57 3.21 189.46 0.000
Error 40 0.68 0.68 0.02

Total 59 6038.57

S = 0.130243 R-cuad. = 99.99% R-cuad.(ajustado) = 99.98%

Graficas de residuos para Actividad Invertasa
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Coordenadas de color

Andlisis de varianza para L*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 83.692 83.692 27.897 4.46 0.025
Tiempo 4 518.234 518.234 129.559 20.72 ©.000
Envases*Tiempo 12 75.025 75.025 6.252 12.36 ©0.000
Error 40  20.232 20.232 0.506

Total 59 697.185

S = 0.711202 R-cuad. = 97.10% R-cuad.(ajustado) = 95.72%

Graficas de residuos para L*
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Andlisis de varianza para a*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 7.740 7.740 2.580 2.95 0.076
Tiempo 4 345.158 345.158 86.289 98.53 0.000
Envases*Tiempo 12 10.509 10.509 0.876 10.62 0.000
Error 40 3.298 3.298 0.082

Total 59 366.705

S = 0.287147 R-cuad. = 99.10% R-cuad.(ajustado) = 98.67%
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Andlisis de varianza para b*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust.
Envases 3 46.73 46.73 15.58
Tiempo 4 4609.31 4609.31 1152.33
Envases*Tiempo 12 99.26 99.26 8.27
Error 40 22.18 22.18 0.55
Total 59 4777.48

S = 0.744665

R-cuad. = 99.54%

F P
1.88 0.186

139.32 0.000

R-cuad. (ajustado)

14.92 0.000

= 99.32%
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Andlisis de varianza para h,,*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 6.848 6.848 2.283 4.50 0.025
Tiempo 4 201.196 201.196 50.299 99.24 0.000
Envases*Tiempo 12 6.082 6.082 0.507 5.67 0.000
Error 40 3.577 3.577 0.089

Total 59 217.703

S = 0.299035 R-cuad. = 98.36% R-cuad.(ajustado) = 97.58%
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Andlisis de varianza para C*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 52.62 52.62 17.54 1.89 0.186
Tiempo 4 4814.86 4814.86 1203.71 129.40 0.000
Envases*Tiempo 12  111.62 111.62 9.30 15.47 0.000
Error 40 24.05 24.05 0.60

Total 59 5003.15

S = 0.775348 R-cuad. = 99.52% R-cuad.(ajustado) = 99.29%
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Andlisis de varianza para Fenoles Totales, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
Envases 3 151.864 151.864 50.621 6.79
Tiempo 4 1375.844 1375.844 343.961 46.14
Envases*Tiempo 12 89.465 89.465 7.455 12.62
Error 40 23.633 23.633 0.591
Total 59 1640.805
S = 0.768647 R-cuad. = 98.56% R-cuad. (ajustado) = 97.
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Andlisis de varianza para Flavonoides Totales, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC
Envases 3

Tiempo 4 44,
Envases*Tiempo 12

Error 40 5
Total 59 63.
S = 0.353707 R-cuad.

6.

6.

F
4.11
20.68
4.35

sec. SC ajust. MC ajust.

7008 6.7008 2.2336

9810 44.9810 11.2453

5262 6.5262 0.5439

.0043 5.0043 0.1251

2124

= 92.08% R-cuad.(ajustado) = 88.

Graficas de residuos para Flavonoides Totales
Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
: ° <
9 E 2 ° L] Y
kS ° [
2 g5 1 o ® o  §
£ E L. P : o,
g g’ T et
€ w g -1{°® o 3 LI °°s
3 b} . °
1 d
0.1 3 2 e
-4 -2 0 2 4 1 2 3 4
Residuo estandarizado Valor ajustado
Histograma vs. orden
16 8 2
] & 1
g
AL 1 I
8 3
B R HVW\H
2
= =
-2 -1 0 1 2 15 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Residuo estandarizado Orden de observacion

p
0.006
0.000
0.000

88%

P
0.032
0.000
0.000

217




Anexo — Resultados del Andlisis Estadistico

Andlisis de varianza para Actividad Antioxidante, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 5.077 5.077 1.692 8.22 0.003
Tiempo 4 536.114 536.114 134.029 650.59 0.000
Envases*Tiempo 12 2.472 2.472 0.206 2.17 0.033
Error 40 3.796 3.796 0.095

Total 59 547.459

S = 0.308048 R-cuad. = 99.31% R-cuad.(ajustado) = 98.98%
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9.2. Almacenamiento con iluminacion

Andlisis de varianza para HMF, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3  1.5960 1.5960 0.5320 7.23 0.005
Tiempo 4 49.4261 49.4261 12.3565 167.90 0.000
Envases*Tiempo 12 0.8831 0.8831 0.0736 0.81 0.643
Error 40 3.6552 3.6552 0.0914

Total 59 55.5605

S = 0.302291 R-cuad. = 93.42% R-cuad.(ajustado) = 90.30%
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Andlisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 9.022227 0.022227 ©0.007409 1.43 0.282
Tiempo 4 0.576473 0.576473 0.144118 27.89 0.000
Envases*Tiempo 12 0.062007 ©0.062007 0.005167 10.73 0.000
Error 40 0.019267 ©0.019267 ©.000482

Total 59 0.679973

S = 0.0219469 R-cuad. = 97.17% R-cuad.(ajustado) = 95.82%
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Andlisis de varianza para Acidez Libre, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 3.682 3.682 1.227 0.34 0.799
Tiempo 4 278.533 278.533 69.633 19.08 0.000
Envases*Tiempo 12  43.799 43.799 3.650 5.03 0.000
Error 40  29.048 29.048 0.726

Total 59 355.061

S = 0.852179 R-cuad. = 91.82% R-cuad.(ajustado) = 87.93%
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Andlisis de varianza para Acidez Lacténica, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
Envases 3 3.4185 3.4185 1.1395 1.01
Tiempo 4 16.9851 16.9851 4.2463 3.75
Envases*Tiempo 12 13.6059 13.6059 1.1338 2.19
Error 40 20.6705 20.6705 0.5168
Total 59 54.6800
S = 0.718863 R-cuad. = 62.20% R-cuad.(ajustado) = 44.
Graficas de residuos para Acidez Lacténica
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Andlisis de varianza para Acidez Total, utilizando SC ajustada para pruebas

0.424
0.034
0.031

24%

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 12.451 12.451 4.150 1.17 0.363
Tiempo 4 347.025 347.025 86.756 24.39 0.000
Envases*Tiempo 12 42.693 42.693 3.558 7.30 0.000
Error 40 19.501 19.501 0.488
Total 59 421.670
S = 0.698231 R-cuad. = 95.38% R-cuad.(ajustado) = 93.18%
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Andlisis de varianza para Actividad Diastasa, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente

Envases

Tiempo
Envases*Tiempo
Error

Total

S = 0.301889

GL SC
3 4
4 83

12 2

40 3

59 93

R-cuad.

sec. SC ajust.
.0599 4.0599
.1415 83.1415
.3890 2.3890
.6455 3.6455
.2359

= 96.09% R-cuad

MC ajust.
1.3533
20.7854
0.1991
0.0911

. (ajustado)

F P
6.80 ©.006
104.40 ©.000
2.18 0.032

= 94.23%
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Andlisis de varianza para Actividad Invertasa, utilizando

Fuente

Envases

Tiempo
Envases*Tiempo
Error

Total

S = 0.151300

GL SC sec. SC ajust.
3 183.876 183.876
4 259.700 259.700
12 70.528 70.528
40 0.916 0.916
59 515.019
R-cuad. = 99.82% R-cuad

MC ajust.
61.292
64.925

5.877
0.023

. (ajustado)

SC ajustada para pruebas

F P
10.43 0.001
11.05 0.001

256.75 ©.000
= 99.74%
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Coordenadas de color

Andlisis de varianza para L*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC
Envases 3 11.
Tiempo 4 51,
Envases*Tiempo 12  25.
Error 40 16.
Total 59 104.
S = 0.632625 R-cuad.

sec. SC ajust. MC ajust.
8802 11.8802 3.9601
1263 51.1263 12.7816
5272 25.5272 2.1273
0086 16.0086 0.4002
5423

= 84.69% R-cuad.(ajustado)

F
.86
.01
.32

o)}
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Andlisis de varianza para a*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust.
Envases 3 1.14032 1.14032 0.38011
Tiempo 4 0.78696 0.78696 0.19674
Envases*Tiempo 12 0.32096 0.32096 0.02675
Error 40 2.29260 2.29260 0.05731
Total 59 4.54084

S = 0.239406 R-cuad. = 49.51% R-cuad.(ajustado)

F P

14.21 ©.000
7.36 0.003
0.47 ©.922
= 25.53%
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Andlisis de varianza para b*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 9.8561 9.8561 3.2854 7.24 0.005
Tiempo 4 14.4106 14.4106 3.6027 7.94 0.002
Envases*Tiempo 12 5.4451 5.4451 0.4538 ©0.93 0.527
Error 40 19.4965 19.4965 0.4874

Total 59 49.2084

S = 0.698150 R-cuad. = 60.38% R-cuad.(ajustado) = 41.56%
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Andlisis de varianza para h,*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 2.35503 2.35503 0.78501 3.65 0.044
Tiempo 4 2.46162 2.46162 0.61540 2.86 0.071
Envases*Tiempo 12 2.57894 2.57894 0.21491 2.37 0.021
Error 40 3.63233 3.63233 0.09081
Total 59 11.02793
S = 0.301344 R-cuad. = 67.06% R-cuad.(ajustado) = 51.42%
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Andlisis de varianza para C*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 10.0577 10.0577 3.3526 7.35 0.005
Tiempo 4 14.6402 14.6402 3.6601 8.02 0.002
Envases*Tiempo 12 5.4768 5.4768 0.4564 0.90 0.550
Error 40 20.1725 20.1725 0.5043

Total 59 50.3471

S = 0.710149 R-cuad. = 59.93% R-cuad.(ajustado) = 40.90%
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Andlisis de varianza para Fenoles Totales, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 155.113 155.113 51.704 7.22 0.005
Tiempo 4 1118.580 1118.580 279.645 39.04 0.000
Envases*Tiempo 12 85.961 85.961 7.163 61.28 ©0.000
Error 40 4.676 4.676 0.117

Total 59 1364.330

S = 0.341889 R-cuad. = 99.66% R-cuad.(ajustado) = 99.49%
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Andlisis de varianza para Flavonoides Totales, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL
Envases 3
Tiempo 4
Envases*Tiempo 12
Error 40
Total 59
S = 0.212536 R-cua

SC sec. SC ajust. MC ajust.

4.71687 4.71687 1.57229

7.19278 7.19278 1.79820

2.27351 2.27351 0.18946

1.80687 1.80687 0.04517

15.99003

d. = 88.70% R-cuad.(ajustado)

F P
8.30 0.003
9.49 ©.001
4.19 0.000
= 83.33%
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Andlisis de varianza para Actividad Antioxidante, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL
Envases 3
Tiempo 4
Envases*Tiempo 12
Error 40
Total 59
S = 0.330124 R-cua

SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
23.570 23.570 7.857 13.89 0.000

450.119 450.119 112.530 199.00 ©0.000
6.786 6.786 0.565 5.19 0.000
4.359 4.359 0.109

484 .834

d. = 99.10% R-cuad.(ajustado) = 98.67%
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9.3. Almacenamiento sin iluminacion

Andlisis de varianza para HMF, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 0.40830 0.40830 0.13610 4.43 0.026
Tiempo 4 2.94869 2.94869 0.73717 23.98 0.000
Envases*Tiempo 12 ©0.36889 0.36889 0.03074 0.37 0.967
Error 40 3.34173 3.34173 0.08354

Total 59 7.06762

S = 0.289039 R-cuad. = 52.72% R-cuad.(ajustado) = 30.26%
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Andlisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 0.003058 0.003058 0.001019 1.41 0.287
Tiempo 4 0.776960 0.776960 0.194240 268.95 0.000
Envases*Tiempo 12 ©0.008667 0.008667 0.000722 1.53 0.155
Error 40 0.018933 0.018933 0.000473

Total 59 0.807618

S = 0.0217562 R-cuad. = 97.66% R-cuad.(ajustado) = 96.54%
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Andlisis de varianza para Acidez Libre, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 6.395 6.395 2.132 0.88 0.478
Tiempo 4 470.394 470.394 117.599 48.59 0.000
Envases*Tiempo 12  29.045 29.045 2.420 4.08 0.000
Error 40 23.756 23.756 0.594

Total 59 529.590

S = 0.770647 R-cuad. = 95.51% R-cuad.(ajustado) = 93.38%

Graficas de residuos para Acidez Libre
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Andlisis de varianza para Acidez Lacténica, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 2.5140 2.5140 0.8380 0.60 0.627
Tiempo 4 37.7964 37.7964 9.4491 6.77 0.004
Envases*Tiempo 12 16.7526 16.7526 1.3961 2.57 0.013
Error 40 21.7399 21.7399 0.5435

Total 59 78.8029

S = 0.737222 R-cuad. = 72.41% R-cuad.(ajustado) = 59.31%

Graficas de residuos para Acidez Lacténica
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Andlisis de varianza para Acidez Total, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 16.500 16.500 5.500 2.16 0.146
Tiempo 4 518.986 518.986 129.746 50.99 0.000
Envases*Tiempo 12 30.535 30.535 2.545 4.91 0.000
Error 40 20.711 20.711 0.518
Total 59 586.731
S = 0.719561 R-cuad. = 96.47% R-cuad.(ajustado) = 94.79%
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Andlisis de varianza para Actividad Diastasa, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 1.5737 1.5737 0.5246 6.95 0.006
Tiempo 4 24.8674 24.8674 6.2168 82.33 0.000
Envases*Tiempo 12 0.9061 0.9061 0.0755 1.01 0.457
Error 40 2.9878 2.9878 0.0747

Total 59 30.3350

S = 0.273304 R-cuad. = 90.15% R-cuad.(ajustado) = 85.47%
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Andlisis de varianza para Actividad Invertasa, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC
Envases 3 40.
Tiempo 4 53,
Envases*Tiempo 12  15.
Error 40 0.
Total 59 11e@.
S = 0.148391 R-cuad.

sec. SC ajust. MC ajust.
6722 40.6722 13.5574
8481 53.8481 13.4620
5983 15.5983 1.2999
8808 0.8808 0.0220
9995
= 99.21% R-cuad.(ajustado)

F
10.43
10.36
59.03

= 98.
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Andlisis de varianza para L*, utilizando SC ajustada para pruebas

p
0.001
0.001
0.000

83%

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 13.776 13.776 4.592 0.89 0.474
Tiempo 4 120.704 120.704 30.176 5.86 0.008
Envases*Tiempo 12 61.831 61.831 5.153 11.48 0.000
Error 40 17.951 17.951 0.449

Total 59 214.262

S = 0.669899 R-cuad. = 91.62% R-cuad.(ajustado) = 87.64%
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Andlisis de varianza para a*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 1.90966 1.90966 0.63655 5.00 0.018
Tiempo 4 9.23966 9.23966 2.30991 18.13 0.000
Envases*Tiempo 12 1.52917 1.52917 0.12743 2.93 0.005
Error 40 1.73953 1.73953 0.04349

Total 59 14.41802

S = 0.208539 R-cuad. = 87.94% R-cuad.(ajustado) = 82.20%

Graficas de residuos para a*
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Andlisis de varianza para b*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 13.472 13.472 4.491 5.26 0.015
Tiempo 4 193.576 193.576 48.394 56.69 0.000
Envases*Tiempo 12 10.243 10.243 0.854 2.26 0.027
Error 40 15.124 15.124 0.378

Total 59 232.415

S = 0.614900 R-cuad. = 93.49% R-cuad.(ajustado) = 90.40%

Graficas de residuos para b*
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Andlisis de varianza para h,,*, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust.
Envases 3 1.49126 1.49126 0.49709
Tiempo 4 14.22308 14.22308 3.55577
Envases*Tiempo 12 1.53865 1.53865 0.12822
Error 40  2.29307 2.29307 0.05733
Total 59 19.54606

F
3.88
27.73
2.24

p
0.038
0.000
0.028

S = 0.239430 R-cuad. = 88.27% R-cuad.(ajustado) = 82.70%
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Andlisis de varianza para C*, utilizando SC ajustada

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust.
Envases 3 13.232 13.232 4.411
Tiempo 4 196.588 196.588 49.147 5
Envases*Tiempo 12 10.019 10.019 0.835
Error 40 15.450 15.450 0.386
Total 59 235.289

S = 0.621489 R-cuad. = 93.43% R-cuad.(ajustado)

para pruebas

F
5.28
8.87
2.16

= 90.

Graficas de residuos para C*
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Andlisis de varianza para Fenoles Totales, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 91.133 91.133 30.378 7.46 0.004
Tiempo 4 870.799 870.799 217.700 53.44 0.000
Envases*Tiempo 12 48.881 48.881 4.073 61.88 0.000
Error 40 2.633 2.633 0.066

Total 59 1013.447

S = 0.256561 R-cuad. = 99.74% R-cuad.(ajustado) = 99.62%
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Andlisis de varianza para Flavonoides Totales, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 1.22067 1.22067 0.40689 10.16 0.001
Tiempo 4 4.33922 4.33922 1.08481 27.09 0.000
Envases*Tiempo 12 0.48051 0.48051 0.04004 0.68 0.756
Error 40 2.34187 2.34187 0.05855

Total 59 8.38227

S = 0.241964 R-cuad. = 72.06% R-cuad.(ajustado) = 58.79%

Graficas de residuos para Flavonoides Totales
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Andlisis de varianza para Actividad Antioxidante, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Envases 3 24.333 24.333 8.111 10.04 0.001
Tiempo 4 412.960 412.960 103.240 127.82 0.000
Envases*Tiempo 12 9.693 9.693 0.808 6.45 0.000
Error 40 5.010 5.010 0.125

Total 59 451.996

S = 0.353902 R-cuad. = 98.89% R-cuad.(ajustado) = 98.37%
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