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RESUMEN

La miel, jalea real, polen y propdleo, son productos de la colmena ampliamente conocidos y
utilizados en la medicina alternativa desde épocas antiguas, las evidencias cientificas,
apuntan a que pudieran constituirse como auxiliares terapéuticos en diversas patologias, a
partir de su valor nutrimental, y propiedades funcionales, provenientes de sus caracteristicas
fisicoquimicas. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar las propiedades fisicas,
quimicas y funcionales de la miel, jalea real, polen y propdleo, producida por Apis mellifera
L, para la formulacion de un alimento de disefio. Como fase inicial se caracterizaron las
muestras con respecto a sus propiedades fisicoquimicas y funcionales. Posteriormente, se
procedid a la obtencion del alimento de disefio, para lo cual se elaboraron previamente un
total de 6 formulaciones, todas ellas cumpliendo con el 15% de la recomendacion de
antioxidantes, tomando como base el contenido de fenoles expresados como mg EAG
(Equivalentes de Acido Galico), el cual vari6 en el rango de 150.17 a 153.08 mg EAG/30g,
a continuacion, para conocer el nivel de agrado de dichas mezclas, se realizé una evaluacion
sensorial a un total de 30 panelistas, encontrando que la formulacion que contenia 50% de
miel oscura, 25% de polen, 16% de miel clara, 7% de propdleo en extracto y 2% de jalea real
tuvo los mayores puntajes para los atributos de color, olor, sabor, consistencia y aceptacion
general, consolidandose asi como el alimento de disefio.

En una siguiente fase, se caracterizé dicha formulacién , encontrando que, al compararlo con
un producto similar originario de Mérida, presentd menor pH (3.82) y solidos solubles totales
(71+1.15 °Brix), evidenciando también buenas propiedades antioxidantes al encontrar un
mas contenido de betaninas (2.25+0.00 mg EB/100g), betaxantinas (2.63+0.01mg EI/100g),
contenido de fenoles (550.29+15.72 mg EAG/100g), contenido de &cido ascérbico
(286.86+4.62 mg EAC/100g), asi mismo mayor actividad antioxidante por el método de
DPPH™" (1385.66+27.53 umol ET/100g), ABTS™ (45.81+1.90 mg EAC/100g), FRAP
(4069.16£52.04 mmol Fe (11)/100g) y una actividad quelante 3.91% mayor con respecto a
dicho producto de Mérida. Por lo tanto, se espera que el alimento de disefio obtenido aporte
beneficios a la salud humana previniendo enfermedades relacionadas al estrés oxidativo o
bien como un auxiliar en el control y tratamiento de las mismas.

Palabras clave: alimento de disefio, caracterizacion, Apis mellifera L., productos de la

colmena



ABSTRACT

Honey, royal jelly, pollen and propolis, are products of hive widely known and used in
alternative medicine since ancient times, the scientific evidence, suggest that they could be
constituted as therapeutic auxiliary in various pathologies, from their nutritional value, and
functional properties, coming from its physical chemical characteristics. Therefore, the
objective of the present investigation was to determinate the physicochemical and functional
properties of honey, royal jelly, pollen and propolis, produced by Apis mellifera L, for the
formulation of a design food.

As an initial phase, the samples were characterized with respect to their physicochemical and
functional properties. Later, the design food was obtained, where a total of six formulations,
where elaborated, all complying with 15% of the antioxidant recommendation, based on the
phenols content expressed as mg GAE (Galic Acid Equivalents), varying in the range of
150.17 to 153.08 mg GAE / 30qg, afterward, to know the level of pleasure of these mixtures,
a sensory evaluation was made with a total of 30 panelists. The formulation that had 50%
dark honey, 25% pollen, 16% clear honey, 7% propolis extract and 2% royal jelly presented
the highest scores for the attributes of color, odor, taste, consistency and general acceptance,
selecting this formulation as the design food.

In a following phase, the design food was characterized compared with a similar product
from Mérida, the design food showed lower pH (3.82) and total soluble solids (71 + 1.15 °
Brix), also showed high antioxidant properties with higher content of betanins (2.25 + 0.00
mg BE / 100g), betaxanthines (2.63 £ 0.01mg IE / 100g), content of phenols (550.29 + 15.72
mg GAE / 100g), ascorbic acid content (286.86 = 4.62 mg AAE / 100g), as well as greater
antioxidant activity by the DPPH"" method (1385.66 =27.53 umol ET / 100g), ABTS"" (45.81
+ 1.90 mg EAC / 100g), FRAP (4069.16£52.04 mmol Fe (11)/100g) and a 3.91% higher
chelating activity with respect to said Mérida product. Therefore, it is expected that the design
food obtained will provide benefits to human health by preventing diseases related to
oxidative stress or as an auxiliary in the control and treatment of them.

Keywords: Design food, antioxidants,, Apis mellifera L., bee hive products
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l. INTRODUCCION

Debido a la importancia que los alimentos tienen en la salud humana, ha crecido el interés
por determinar las cualidades que aportan los alimentos, a partir de sus componentes
quimicos y su funcionalidad en la salud, como auxiliares para el control y tratamiento de

diversas enfermedades.

Los productos de la colmena no son la excepcion, pues existen multiples evidencias,
acerca de los compuestos bioactivos que contienen y sus posibles efectos terapéuticos en
la salud humana, asi como los métodos para la determinacion de estos. A partir de ello,
se han llevado a cabo varias investigaciones cientificas tanto clinicas como preclinicas,
en las cuales se ha evidenciado su utilizacion en tres vertientes principales: efectos
terapéuticos en el cancer, en el tratamiento de las enfermedades cronicas no trasmisibles

y en las enfermedades inflamatorias.

Con respecto a los efectos benéficos de la jalea real se ha encontrado que tiene un
potencial para el control de la glucosa, efectos antiinflamatorios, mejoramiento de la
eritropoyesis, efecto estrogénico, mejoramiento de la inflamacién renal y también como
ergogénico (al mejorar la resistencia al ejercicio, aumentar la masa muscular y reducir la

grasa corporal, en deportistas).

La miel, resulta también un producto valioso en la salud humana, pues se ha descrito
su utilizacion como cardioprotector, hepatoprotector, hipoglucemiante (como un factor
protector contra el estrés oxidativo) y para el mejoramiento de los niveles de lipoproteinas

séricas.

Para el caso del polen, se han podido determinar sus propiedades como agente
oncoterapéutico, hipoglucemiante, mejoramiento de las lipoproteinas séricas y

antiinflamatorias.

Por ultimo, el propdleo es otro producto de la colmena, del cual se han descrito
beneficios en cuanto al control glicémico, como cardioprotector, y para el mejoramiento

de la resistencia a la insulina.
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Con base en lo anteriormente descrito, pudiera ser innovador formular un alimento de
disefio, a través de la combinacion de jalea real, miel, polen y prop6leo en cantidades
adecuadas, para establecer un efecto terapéutico en la salud humana.

Il.  ANTECEDENTES

2.1 Generalidades
2.1.1 Biologia de las abejas

Las abejas son insectos sociales considerados himendpteros (del orden
Hymenoptera), las cuales pertenecen al género Apis. Actualmente se conocen dos especies
domesticadas la Apis mellifera (de origen occidental, nativa de Europa, Asia, Africa e
introducida en América) y la Apis cerana (del sur y sureste de Asia) (1). Dentro de las
caracteristicas de los insectos sociales, se pueden mencionar la existencia de varias
generaciones simultdneamente, cuidado cooperativo, existencia de castas estériles

(individuos que no se reproducen dentro de las colmenas) y comportamiento altruista (2).

La dindmica poblacional de las colmenas es fundamental para entender el
funcionamiento de la misma. En climas templados, durante la primavera comienza la época
de cria, en la que aumenta la poblacién de la colmena, que alcanza su maximo en verano y
en otofio disminuye considerablemente. Las abejas nacidas en otofio son por esta razon mas
longevas, viviendo entre 90 y 140 dias, para poder llegar a la primavera con suficiente
poblacion para protegerse de las adversidades climatoldgicas y de la baja disponibilidad de

recursos (3)
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El conjunto de abejas que descienden de una misma abeja reina se denomina colonia
y ésta a su vez se compone de grupos de abejas con distintas funciones, denominados
“castas”, los cuales son: la abeja reina, obrera y zdngano (Figura 1) (3).

Figura 1.Tipos de castas de las abejas

La abeja reina, es la madre de los individuos de la colonia, es la Unica hembra que
puede procrear (4). En cada colonia de abejas existe una sola abeja reina que mediante la
emision de feromonas mantiene unida la colmena y evita la formacion de nuevas reinas (3).
Dias después de su nacimiento, en tiempo calido, la reina se dirige al exterior para ser
fecundada por los zdnganos y esta fecundacion le llegara para el resto de su vida, que dedicara
a poner huevos para que nazcan nuevas obreras. La reina deposita un huevo en cada celda, si
es sin fecundar dara un zangano, si es fecundado una obrera (5). Aunque pueden vivir hasta
cinco afios, generalmente se renuevan de forma natural cada dos o tres afios, o artificialmente
cada dos (3).

Las abejas obreras por su lado, son la casta mas numerosa y que realiza la mayoria de
las funciones en la colmena. Una colmena normal puede estar formada por 2000 a 8000
abejas obreras, dependiendo de la estacion del afio (3). Son hembras no fértiles que realizan
las tareas domésticas desde la alimentacion de las larvas, hasta la limpieza del panal (4). En
primer lugar, las abejas son limpiadoras y realizan tareas de limpieza en las celdillas de los
panales; después pasan a ser “nodrizas” (se ocupan del cuidado de las crias); posteriormente
se convierten en cereras y construyen los panales de cera; mas tarde son almacenadoras y
colocan el alimento en las celdillas de miel y polen. Las abejas obreras de mas edad son las
guardianas y son las que evitan la entrada de abejas de otras colmenas; ventiladoras, que se

encargan de generar corrientes de aire para mantener la constante la temperatura de la
5
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colmena y para deshidratar el nectar y convertirlo en miel; su dltima tarea es la de

pecoreadoras, es decir que se encargan de recoger el néctar y el polen de las flores (3).

Por altimo, los zdnganos son los machos de la especie, hacen en primavera y mueren
antes del invierno (4). La funcién del zangano es basicamente fecundar a la abeja reina. En
el interior de la colmena sus funciones son mas discutidas, aunque se considera que ayudan

a mantener el calor de la colmena y a repartir el néctar (3).

Asi es como el interés por estos insectos surgio de su interesante modo de vida y la
capacidad para producir y transformar sus recursos para subsistencia, de tal modo que su
crianza para la produccién de miel y otros productos se practica desde la época precolombina,
es decir desde ésta época surgio la apicultura como actividad econémica de las civilizaciones

antiguas (6).

2.1.2 Produccion de miel y su importancia a escala mundial, nacional y
estatal

La apicultura como actividad primaria, actualmente se encuentra en un proceso de
revaloracion y fortalecimiento, dada la rentabilidad que genera (7), es considerada como una
opcion estratégica capaz de proporcionar impactos favorables en los ambitos social,

economico y ambiental (8).

2.1.2.1 Produccion mundial

Segun Soto-Mucifio (2017), la produccion mundial de miel es del orden de 1.1
millones de toneladas, donde los paises de China, Estados Unidos, Argentina, México,
Canada y Alemania concentran la mitad del total producido (Tabla 1) (9). De acuerdo a la
informacion disponible por la FAO (Food and Agriculture Organization), indica que en los
Gltimos 25 afios no se registran cambios sustanciales en los niveles del intercambio comercial

mundial de miel de abeja (10).
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Tabla 1. Produccién de miel de China, Turquia, EUA, Argentina Ucrania y México, del

2000 al 2015.

Ao China (1°) Turquia (2°) EUA (3°)  Argentina (4°) Ucrania (5°) México (6°)
2010 409,149 81,115 80,042 59,000 70,873 55,684
2011 431,907 94,245 67,294 74,000 70,300 57,783
2012 436,000 88,162 66,720 75,500 70,134 58,602
2013 466,300 94,694 83,000 78,000 73,713 56,906.81
2014 468,000 102,486 84,500 79,500 74,000 60,624.37
2015 469,000 103,000 86,007 80,000 74,100 61,881

Fuente: adaptado de Soto-Mucifio 2017 (9).

2.1.2.2 Produccion nacional

La apicultura en México tiene una gran importancia socioecondmica, ya que es
considerada como una de las principales actividades pecuarias generadora de divisas. La
produccién de miel en México durante los ultimos 15 afios se ha mantenido alrededor de 51-
57 mil toneladas en promedio, lo que le otorgd el sexto lugar durante 2015 y octavo en 2017
a escala mundial en produccion de miel (9,11). La apicultura mexicana de acuerdo a datos
reportados por FAOSTAT (Food and Agriculture Organization Corporate Statistical
Database), 2016, en el periodo de 2015 la produccién fue de 61,881 toneladas (Tabla 1) (12).
Se estima que, en México, alrededor de 43 mil productores se dedican a la apicultura y se
tiene el registro de 1.9 millones de colmenas. El principal destino de la miel mexicana es la
Union Europea (UE) y se ha fortalecido su presencia en Arabia Saudita, Angola y algunas
Naciones de Centro América (9). La produccion Nacional segun datos del SIAP (Servicio
de Informacion Agroalimentaria y Pesquera) en 2018, se concentra en entidades como
Campeche, Jalisco, Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Quintana Roo y Yucatan, siendo ésta Gltima
la lider cuyo volumen promedio anual asciende a 11,558 toneladas y en menor proporcion
Puebla, Morelos, Guerrero e Hidalgo, el cual ocupa el lugar 13 en nivel de produccién con
un total de 1,380.02 toneladas (Tabla 2) (13).


https://www.gob.mx/siap
https://www.gob.mx/siap
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Tabla 2. Produccion de miel en toneladas a nivel nacional en 2018.
Produccidn por afio

Estado (toneladas)
Yucatan 11,588.52
Campeche 8,226.11
Jalisco 5,667.40
Chiapas 5,473.66
Veracruz 4,842.39
Oaxaca 4,387.33
Quintana Roo 3,630.46
Puebla 2,453.67
Guerrero 1,993.71
Morelos 1,945.88
Zacatecas 1,809.50
Michoacan 1,809.13
Hidalgo 1,380.02
San Luis Potosi 1,168.87
Tlaxcala 1,038.66
México 982.59
Tamaulipas 855.4
Guanajuato 609.85
Sonora 528.2
Colima 472.79
Durango 471
Chihuahua 450.47
Nayarit 435.15
Tabasco 391.2
Coahuila 218.66
Nuevo Ledbn 215.48
Baja California Sur 210.36
Sinaloa 190.02
Querétaro 114.04
Baja California 99.62
Ciudad de México/DF 96.67

Fuente: SIAP (13).

2.1.2.3 Produccion estatal

El estado de Hidalgo cuenta con una poblacion apicola de 21,420 colmenas, con las
cuales producen 1100-1200 toneladas de miel promedio por afio segln estadisticas del 2014
al 2017, cantidad que representa el 1.4% de la produccion nacional. La zona de la Huasteca
es la region apicola mas importante, ya que en ella se ubican un total de 8,343 colmenas
(39.0% del total estatal), mismas que producen un total de 370.7 toneladas de miel (48.0%

de la produccion estatal) (14).
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De acuerdo con los datos reportados por el Anuario estadistico de la produccion

ganadera del 2018 del SIAP, el municipio de Tulancingo de Bravo se posiciona en el lugar

namero 12 de un total de 67 municipios productores, con un promedio de 18.31 toneladas

por afio de miel de donde San Felipe Orizatlan se ubica como el lider de produccion en el

estado de Hidalgo con 432.85 toneladas (Tabla 3) (13).

Tabla 3. Resumen de la produccion de miel en 2018 (toneladas) en Hidalgo por municipio.

Produccion
Lugar Municipio
(toneladas)
San Felipe
1 Orizatlan 432.85
Huejutla de
2 Reyes 232
3 Xochiatipan 166
Villa de
4 Tezontepec 64.82
5 Atlapexco 52.45
12 Tulancingo de 18.31
Bravo
San Bartolo
15 Tutotepec 1273
Atotonilco El
20 Grande 7.29
25 Pisaflores 4.99
30 Chapulhuacan 4.07
35 Zimapan 3.65
Jacala de
40 Ledezma 211
45 Ixmiquilpan 2.26
55 Tenang_o de 19
Doria
Progreso de
60 Obregon 0.66
65 Alfajayucan 0.37
66 Nicolas Flores 0.37
67 Atitalaquia 0.3

Fuente: modificado de SIAP (13).
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2.1.3 Composicidn fisicoquimica y nutricional de los productos de la colmena

Diferentes moléculas o clases de compuestos de los productos de la colmena han sido
aislados y caracterizados, con el objetivo de descubrir nuevos compuestos bio-activos
contenidos en ellos, con el principal objetivo de buscar su papel bioldgico en la salud humana
para posteriormente proporcionarles a los individuos nuevas opciones de tratamiento de

origen natural, con pocos o nulos efectos secundarios (1).

2.1.3.1 Composicion de la miel

La miel es el principal alimento producido por la abeja, que deriva del proceso
digestivo del néctar de las flores (1). La composicion y sus atributos nutricionales varian de
acuerdo con el origen geografico (15,16), de ello dependeran sus propiedades fisicoquimicas
(humedad, contenido de cenizas, pH, azlcares totales, azlcares reductores, sacarosa,

propiedades organolépticos y viscosidad) (16).

Es una solucion compuesta al 80% por azucares, principalmente fructuosa (38%) y
glucosa (31%) y en menor proporcion sacarosa y maltosa (1); muchos de ellos no se
encuentran de forma natural en el néctar, sino que son formados durante los efectos de
maduracion y almacenamiento. Una dosis diaria de 20 g de miel cubre alrededor del 3% de

la energia diaria requerida (17).

Tiene un pH promedio de 3.9 debido a la presencia de acidos organicos (constituyen
un 0.57%), el mas importante es el acido glucénico (1). Tiene una densidad de 1.4-1.41 a
20°C, aunque puede llegar a un peso especifico de 1.44, lo cual equivale a un contenido de
agua de 14% (18).

En cuanto al contenido de proteinas representan aproximadamente un 0.1-1.15%,
el aminoacido mas presente es la prolina (representa el 50% de los aminoacidos totales) (16),

seguido por el acido glutamico, alanina, fenilalanina, tirosina, leucina e isoleucina (1).

Las tres enzimas principales contenidas en la miel son oxidasa, catalasa y diastasa.
El contenido de vitaminas en la miel es bajo, sin embargo, se puede encontrar vitamina K

(filoquinona), vitamina B1, B2 y B6 y vitamina C (17).

10
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Su contenido de minerales representa 0.04-2%, del cual el potasio es el mas
importante (1), contiene ademas trazas muy pequefas de algunos metales como el bario,
estroncio, cromo, niquel, cadmio, estafio, antimonio, talio y minerales como fésforo, azufre,

calcio, magnesio, potasio, sodio, zinc, cobre y manganeso.

Los polifenoles son otro grupo importante de compuestos en la miel, a los cuales
se les atribuye su potencial como marcadores bioquimicos de propiedades antioxidantes, en
concentraciones de aproximadamente 20 mg/kg de miel, en la Tabla 4 se aprecian los
principales flavonoides (17).

Tabla 4. Compuestos antioxidantes mas importantes en miel y polen.

Producto de la colmena Compuestos
Miel Quer(_:etin_a, Iute_ol_ina, kaemp_ferol,
apigenina, crisina, galangina
Quercetinas, kaempferol, isorhamnetina,

Polen? kaempferol-3 glucésido, y quercetina-7-
rhamnosida
Acacetina, cido cinamico, cumarina,
Propéleo® izalpina, kaempferido, preniletina,

viscidona y vanillina
Fuente: Alvarez Suarez, et.al, 2010 (17)%; Cornara, et.al, 2017 (1)?, Mufioz, et.al, 2001
(19)3.

2.1.3.2 Composicidon del polen

El polen es la parte reproductora masculina de las plantas, el cual es recogido por las
abejas trabajadoras en forma de granulos y a su vez es el alimento recolectado para las abejas
en crecimiento. Se considera un alimento natural muy completo ya que contiene casi todos

los nutrientes necesarios para la abeja con un alto contenido de fitoquimicos (20).

El porcentaje proteico puede representar del 2-60% de su composicion; sin embargo,
éste siempre dependera del origen botanico del polen, el contenido de lipidos usualmente

representa menos del 10% en seco (21).

Se han determinado diversos compuestos bioactivos en el polen, de los mas relevantes
son los taninos, esteroides, alcaloides, resinas, cumarinas y quinonas (20). Otros
componentes importantes son los compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales se presentan
a detalle en la Tabla 4 (1).

11
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2.1.3.3 Composicion del propdleo

Es la sustancia resinosa de las abejas forasteras (Apis meliifera L.) derivado de la
colecta de brotes y tejidos de plantas, después de mezclarlos con cera y polen resulta una
sustancia maleable y compacta (22). Es una resina preparada por las abejas para sellar las
grietas, mantener la humedad y temperatura estable de la colmena (23), por debajo de 15°C,
se vuelve duro y quebradizo, normalmente se convierte en liquido entre los 60°C y 70°C,
pero para algunas muestras el punto de fusion puede ser de hasta 100°C (24). Su composicion
quimica depende draméaticamente de su origen geogréfico y floral (23).

Con el desarrollo de técnicas de separacion y purificacion como el HPLC,
cromatografia de capa fina, cromatografia de gases (GC), espectroscopia de masas (MS) y la
resonancia magnética nuclear, han sido identificados diversos compuestos incluyendo
flavonoides, terpenos, fenoles, ésteres, azucares, hidrocarburos y elementos minerales (25—
27). Los disolventes mas utilizados para su extraccion comercial y analisis quimico son el
etanol, propilenglicol, aceite y agua, muchos de los componentes antioxidantes y
antibacterianos contenidos en el propoleo son solubles en agua o alcohol, por lo que este tipo
de disolventes son ampliamente utilizados al momento preparar extractos con fines de

analisis (28).

La distribucién de algunos de los compuestos anteriormente mencionados en el
propdleo es: triterpenos en 50%, ceras en un 25-30%, sequisterpenos volatiles en un 8-12%,
resinas y compuestos fendlicos en un 5-10% (1,23). Por otro lado, se han reportado multiples

terpenos y flavonoides de importancia (19), los cuales se muestran en la Tabla 4.

En cuanto al contenido mineral se ha identificado la presencia de algunos
componentes traza de calcio, potasio, magnesio, aluminio, boro, cromo, hierro, manganeso,
niquel, estroncio y zinc, también algunos elementos tdxicos como arsénico; cadmio; mercurio

y plomo (29).

2.1.3.4 Composicién de la jalea real

La jaleareal es una secrecién espesa y lechosa, producida por las mucosas glandulares
hipo faringeas y mandibulares de las abejas que sirve como alimento de las larvas (30). La

abeja reina es alimentada con jalea real durante todo su periodo larvario, de ahi su nombre
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de “jalea real” (31). Tiene una densidad de 1.1g/ml, su color es blanquecino a amarillo, su
olor es picante y es de sabor amargo y dulce. Su viscosidad varia segun el contenido de agua,
el tiempo de almacenamiento, para mantener sus propiedades debe estar en congelacion o en

refrigeracion a 5°C, es parcialmente soluble en agua y su pH puede variar desde 3.4-4.5 (32).

La jalea real en fresco contiene 50-70% de agua, un 9-18% de proteinas, 7-18% de
carbohidratos, 3-8% de lipidos, 1.5% de sales minerales y pequefias cantidades de polifenoles
y vitaminas. El producto liofilizado contiene <5% de agua, 27-41% de proteina, un 22-31%
de carbohidratos y 15-30% de grasa (33).

Los azlcares mas relevantes que contiene son fructosa y glucosa (34), aunque
también se pueden encontrar algunos oligosacaridos tales como: trehalosa, maltosa,
isomaltosa, rafinosa, erlosa y melezitosa (33) . En cuanto a las proteinas el 80% son solubles
(35), las cuales son principalmente extraidas eficazmente por técnicas se centrifugacion por
HPLC, en donde se han podido identificar diversos aminoacidos como alanina, leucina,
fenilalanina, serina, lisina, arginina, tirosina, asparagina, &cido glutamico, prolina e

isoleucina (36).

Los lipidos contenidos en la jalea real estan representados por un 80-85% de acidos
grasos, 4-10% de fenoles, 5-6% de ceras, 3-4% de esteroides y 0.4-0.8% de fosfolipidos. De
los acidos grasos, el 32% esta representado por el &cido graso trans: 10-hidroxi-2-decenoico
(37).

Entre los elementos minerales de importancia estan el potasio, sodio, magnesio, zinc,

hierro, cobre y manganeso (38).

2.1.4 Propiedades de los alimentos vinculadas a su empleo

La obtencion de una nutricibn Optima mediante la utilizacion de alimentos
funcionales tiene como finalidad optimizar las funciones fisioldgicas de cada persona para
asegurar el maximo de bienestar, salud y calidad de vida (39). Los cambiantes estilos de vida
y habitos alimentarios, generan nuevas necesidades en los individuos, pues los consumidores
estan cada vez mas conscientes de su autocuidado, y buscan en el mercado productos que

contribuyan a su salud y bienestar (40).
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2.1.4.1 Propiedades nutricionales y funcionales

Las propiedades nutricionales hacen referencia a la capacidad de contribuir al
aporte de nutrientes, cuyas estructuradas son necesarias para el organismo para llevar a cabo
funciones vitales. Por su lado, las propiedades funcionales se definen como aquellas en las
que, al margen del carécter nutritivo, determinan el comportamiento del alimento en cuanto
al conjunto de sustancias integradas en sistemas fisicoquimicos, cada uno de los cuales

desempefia una funcion relacionada con la salud (41).

En este contexto, han aparecido gran variedad de vocablos relacionados como lo son los
alimentos de disefio o alimentos disefiados, nutracéuticos, y alimentos funcionales, farmacos

nutrientes, entre otros.

2.1.4.2 Alimentos funcionales y alimentos de disefio

El téermino alimento funcional nacié en Japdn en 1980, posteriormente, han aparecido
en todo el mundo una variedad de vocablos mas o menos relacionados con los “alimentos de
uso especifico para la salud” (Foods for Specific Health Use; FOSHU), dentro de ellos, hay
términos méas exaticos, como alimentos nutracéuticos, alimentos disefiados o alimentos de
disefio, farmalimentos, medicalimentos y vitamina-alimentos y otros mas tradicionales, como
suplementos alimentarios y alimentos enriquecidos (39). En el afio 2004, la American
Dietetic Association (ADA), emiti6 un documento institucional sobre los alimentos
funcionales, donde los definen como ‘“aquellos que tienen potenciales efectos beneficiosos
comprobables sobre la salud cuando son consumidos como parte de una dieta variada, a

niveles efectivos ” (40).

Es asi como los alimentos de disefio, son definidos como “alimentos tradicionales
modificados que aportan beneficios para la salud en comparacion con los productos no
modificados, el cual puede ser consumido como parte de una dieta diaria y presentado en

apariencia similar al alimento base ” (42).

En base a lo mencionado anteriormente, la miel en combinacién con otros productos de
la colmena se convertiria en un alimento de disefio apto para su consumo habitual, aportando

beneficios a la salud a partir de sus caracteristicas intrinsecas.
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2.2 Antecedentes de problema

2.2.1 Beneficios del consumo de los productos de la colmena en la salud
humana

Desde la antigliedad el interés por las abejas surgié a partir de su capacidad para
producir miel y otros productos que derivan de las secreciones de las glandulas de las abejas,
éstas incluyen jalea real, cera, polen, propdleo, a los cuales se les han designado numerosos
efectos beneficiosos en la salud humana (1).

Existen numerosas evidencias del uso de la miel en la salud como remedio medicinal, desde
civilizaciones egipcias, griegas, y chinas hecho que le confiere ser objeto de mdltiples
investigaciones (43)

El uso de la miel como alimento o como remedio medicinal, por los humanos data
desde tiempos inmemorables (44) su popularidad ha ido creciendo, al grado de convertirse
objeto de multiples investigaciones, con la finalidad de evaluar las propiedades biolégicas de
la miel y sus productos derivados para el control de algunas enfermedades crénicas o como
auxiliar en el tratamiento de las mismas (45), a partir de su capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerosa, cardioprotectora (46), de tal forma resulta importante dar a

conocer las investigaciones mas sobresalientes para la miel, jalea real, polen y propoleo.

2.2.1.1 Efecto terapéutico en el cancer
El beneficio de los productos de la colmena en el cancer ha sido evidenciado en

diversos escritos, sin embargo, uno de los mas recientes, constituye uno efectuado en 2016,
en células (C26), el cual tuvo como finalidad verificar las actividades farmacoldgicas in vitro
de la administracién del polen en células tumorales, donde se encontré que el polen en

extracto tiene un agente antitumoral, derivado de sus agentes bioactivos (47).

2.2.1.2 Efecto terapéutico en las enfermedades cronico degenerativas

Es bien sabido que la diabetes produce alteraciones organicas a diferentes niveles,
de tal forma que se ha probado el uso de la miel como auxiliar terapéutico, por citar algunos,
se distingue un analisis efectuado en 24 ratas Sprague-Dawley, el cual tenia como objetivo
evaluar el efecto hipoglucémico de la miel como un factor protector contra el estrés oxidativo,

para lo cual, se dividieron los animales en 4 grupos (ratas sanas, ratas con administracién de
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1g/kg/dia de miel, ratas diabetizadas y ratas diabetizadas mas la administracion de miel
1g/kg/dia), con una duracion de 4 semanas, en el cual se observo que el grupo de ratas
diabéticas con la administracion de miel tuvo aumento de los niveles de malonaldehido,
mayor regulacion de superdéxido dismutasa y glutation peroxidasa (48). La disfuncion
hepatica causada por las elevaciones de las transaminasas y la fosfatasa alcalina, se considera
una alteracion comdn a consecuencia de la diabetes, tal como lo expuesto en un estudio
efectuado en un modelo animal de ratas macho Sprague-Dawley, el cual pretendia evaluar el
efecto de la administracién de miel y su efecto en la reduccién de los biomarcadores para el
diagndstico de disfuncion hepatica, los animales se organizaron en 4 grupos; proporcionando
evidencia de que la administracion de miel a dosis de 1g/kg/dia en ratas durante 4 semanas,
pudiera resultar ser un potencial hepatoprotector en la diabetes (49).

Otra evidencia, en cuanto a los beneficios de la miel y sus productos derivados,
para el control o tratamiento de la diabetes, sobresale un ensayo clinico aleatorizado, en el
2015, el cual tuvo como proposito evaluar el efecto de una dosis Unica de jalea real fresca,
como terapia complementaria sobre la respuesta glucémica en pacientes con diabetes tipo 2,
con la participacion de 40 pacientes organizados en 2 grupos, uno con administracion de jalea

real y uno placebo, se encontraron diferencias entre los grupos para insulina, péptido C (50).

Por el contrario, para el mismo afio se encuentra otra evidencia a partir de un ensayo
clinico, el cual valora los beneficios de la jalea real en la diabetes, donde participaron 46
pacientes diagnosticados con diabetes tipo 2, organizados en un grupo placebo y otro con la
administracion de jalea real, evaluaron el efecto de la ingesta de jalea real durante 8 semanas
a dosis de 1000 mg, 3 veces al dia; y se concluyo que la jalea real pudiera tener efectos sobre

el mejoramiento de la resistencia a la insulina (51).

Abdulrhman y colaboradores en 2013, determinaron el efecto del consumo de miel
sobre los niveles séricos de glucosa y péptido C en pacientes con diabetes tipo 1; se tratd de
un estudio de casos y controles de 50 pacientes con la patologia y 30 controles, a los cuales
se les determind la curva de tolerancia a la glucosa después de la ingesta de miel, sucralosa,
y glucosa, posterior a la administracion, asi como los niveles del péptido C, se pudo concluir
que la miel genera un aumento en este indicador, en comparacion con la sucralosa y glucosa,

hecho que le confiere establecer un posible efecto regenerador de la miel sobre las células
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beta dafiadas, considerandose asi como un objeto de investigaciones dirigidas a determinar
la eficacia de dicho hallazgo (52).

Se ha informado que el polen de abeja evita la osteoporosis aumentando la masa
6sea y exhibe ademas una accion antialérgica, este mecanismo se evaluo en ratas Wistar en
2007, a las cuales se les administré 5,10,0 20 mg de polen disuelto, durante 14 dias, las
pruebas concluyeron que el polen provocé una reduccion de peso, contribuy6 ademas en la
reduccion de los niveles de glucosa sérica, triglicéridos, asi mismo los niveles de calcio se
vieron incrementados, y los niveles de fosforo aumentaron significativamente después de la

administracion del polen en extracto (53).

Con respecto al uso terapéutico de la jalea real, se valor6 en un estudio a partir de
la suplementacion de jalea real y su efecto en el metabolismo de las lipoproteinas séricas, en
el cual participaron un total de 15 adultos sanos voluntarios de 36 a 48 afios de edad,
distribuidos en dos grupos: uno al que se le administro 6 g de jalea real y uno control, el cual
no tuvo administracion de algun compuesto, tuvo una duracién de 4 semanas, encontrando

una reduccion significativa del colesterol LDL (54).

La evidencia de jalea real también se extiende a su utilizacion como auxiliar en el
control de la glucosa, asi como el mejoramiento de otros parametros bioquimicos tal como
se plantea en un escrito publicado en 2012, el cual constd de 61 voluntarios sanos, de 42-83
afios de edad, distribuidos en 2 grupos formados: uno control con placebo y otro intervenido,
a este Ultimo se le administré 100 mL de liquido que contenia 3000 mg de jalea real vy el
grupo de placebo recibi6 un liquido de apariencia similar, pero sin jalea real. La intervencion
tuvo una duracion de 6 meses. En cuanto a los resultados encontrados, esté concluyé que la
ingestion de jalea real resulta beneficiosa para mejorar la eritropoyesis, y resistencia a la

glucosa (55).

Asimismo, se ha observado que la administracion de propoleo encapsulado
proporciona efectos terapéuticos en el control glucémico, resistencia a la insulina y trastornos
del metabolismo de proteinas en ratas, durante 10 semanas, deduciendo que el propéleo

pudiera resultar un auxiliar terapéutico para el tratamiento de estas afecciones (56).
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También se ha encontrado que los polifenoles del propdleo presentan propiedades
cardio protectoras, ello se informé en el afio de 2008 en ratas Wistar, con una duracion de 15
dias, en donde los antioxidantes del propdleo proporcionan proteccion cardiovascular
después de la administracion de doxorrubicina (57).

Adicionalmente, se ha analizado el efecto terapéutico de la administracion de miel
en 55 pacientes con sobrepeso u obesidad, organizados en 2 grupos, al grupo control se le
administr6 70 g de sacarosa y al otro 70 g de miel durante 30 dias, se encontr6 que la ingesta
de miel mejora los niveles de colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL y glucosa
sérica en ayunas (58). Otra publicacién de 2011 ofrece evidencia sobre el uso de propdleo en
la salud, aplicado en un modelo animal de ratas Sprague-Dawley, el cual pretendia analizar
el beneficio de su ingesta como auxiliar terapéutico en la diabetes, para lo cual las ratas fueron
distribuidas en 2 grupos (propéleo chino y brasilefio), las cuales recibieron una dosis de 10
mg/kg en extracto, posterior a la intervencion se dedujo que el grupo tratado con propdleo
chino, mostro una reduccion del 8.4% de los niveles de hemoglobina glucosilada, una mejora
del estrés oxidativo en sangre, higado y rifion para ambos grupos, y ademas una evidente

reduccion en los niveles de transaminasas (59).

2.2.1.3 Efecto terapéutico en enfermedades inflamatorias

Se ha planteado que la jalea real proporciona efectos antiinflamatorios, atribuidos
a sus efectos antioxidantes y antiradicales (60), de ahi se derivan algunos que han observado
estos mecanismos en diferentes afecciones, entre ellas sobresale uno de 2016, el cual tuvo
como proposito determinar si sus compuestos bioactivos resultaban beneficiosos para tratar
la hiperplasia benigna prostéatica, a través de la reduccién de los niveles del antigeno
prostatico, asi como los sintomas asociados, la investigacion se realizd en 40 pacientes y sin
grupo control, los cuales recibieron una dosis Unica diaria de 38 mg de jalea real fresca
congelada durante un periodo de 3 meses, los resultados apuntaron a que la jalea real confiere
efectos positivos sobre la calidad de vida en pacientes con hiperplasia prostatica benigna, sin

efectos secundarios (61).

Otra publicacion similar, pero en un modelo en ratas (organizadas en 5 grupos de
7, con grupo control), con inflamacion renal inducida por etilenglicol, el cual planted evaluar

el impacto de la jalea real en la reduccion de factores inflamatorios (citoquinas pro
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inflamatorias, anti inflamatorias, factor de necrosis tumoral), a través de la administracion de
la jalea real por sonda durante 2 semanas, encontrando que la jalea real pudiera resultar un

auxiliar en la disminucion de la inflamacién en la urolitiasis renal (60).

En el afio 2011, una investigacion en 28 ratas Wistar macho, organizadas en 4 grupos
de 7 integrantes cada uno, tuvo como objetivo evaluar el efecto antiinflamatorio del polen de
abeja en ratas con edema inducido por carrageninas, e investigar el mecanismo de la accion
del polen, finalmente, determinaron que el polen preparado en extracto resulta un potencial
anti-inflamatorio con actividad inhibidora de la COX-2, por lo que el polen pudiera ser

beneficioso no s6lo como un suplemento dietético y sino como un alimento funcional (62).

2.2.1.4 Otros efectos benéficos a la salud

El efecto estrogénico de los &cidos grasos en la jalea real (acido 10-hidroxi-2-
decenoico), se analizo en 2007, al determinar que sus compuestos podrian estar atribuidos a
efectos farmacoldgicos similares para la mejora de los sintomas de la menopausia, formacion

de densidad 0Osea, prevencion de osteoporosis (63).

Por otro lado, en afio 2009, se evidencid el uso clinico de la jalea real en futbolistas
con fines ergogeénicos, el numero total de participantes fue de 25 futbolistas de 12 afios que
entrenaban 4 dias por semana, se distribuyeron en 2 grupos: el grupo experimental, tomo la
jalea real 5 dias por semana, durante 2 meses y un grupo control, a través de la intervencion
se dedujo que la jalea real contribuyd al aumento de la estatura, incremento del musculo,

decremento en el porcentaje de grasa corporal, y aumento de la circunferencia de pierna (64).

2.3 Planteamiento del problema

Los alimentos funcionales, no se consideran tratamientos de primera linea para el manejo
de las enfermedades, sin embargo, pueden contemplarse como valiosos auxiliares
terapéuticos, a partir de sus propiedades fisicoquimicas bien definidas basados en multiples

evidencias cientificas.

Los productos de la colmena, nombre que reciben todos los alimentos que producen la
abeja del género Apis mellifera L, incluyendo miel, jalea real, polen y propdleo, son

considerados una buena fuente de nutrientes tales como, vitaminas, antioxidantes, minerales,
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azucares, aminoécidos y é&cidos grasos (1,14,25-34,15,35-39,17-22,24), por lo que con el
motivo de aprovechar estas propiedades, las investigaciones se han enfocado en determinar
con precision el proceso terapéutico que aportan a los individuos, derivado de lo anterior, la
caracterizacion previa resulta ser primordial para la preparacion de las muestras, partiendo
de métodos estandarizados, para a su vez conocer las variabilidades botanicas, producidas
por factores externos como el clima, floracion, estaciones del afio, y ello a su vez, determinara

el valor nutrimental y funcional de los productos de la colmena.

Por otro lado, en la actualidad la mayoria de las evidencias existentes acerca de los
productos de la colmena, sefialan las propiedades terapéuticas por separado, es decir solo
evaltan un producto de la colmena (47,48,60-64,50,53-59) y no a partir de la combinacion
es este caso de 4 productos de la colmena: miel, jalea real, polen y propdleo.

A su vez, en otras investigaciones, sélo han evaluado las caracteristicas fisicas, quimicas
y funcionales, algunos con la finalidad de aislar compuestos bioactivos, otros solo para
determinarlos (16,20,23,25-28,36), con la finalidad de elaborar complementos nutricionales

en forma de capsulas o pastillas.

El producto desarrollado, consta de una mezcla inocua, caracterizada de miel, jalea real,
polen y propdleo, el cual aportara hidratos de carbono, proteina, grasas, minerales,

antioxidantes y capacidad antioxidante.
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1. JUSTIFICACION

Como es sabido, una alimentacién variada con buenas cantidades de macro y
micronutrientes resulta prometedor en la salud humana, para la prevencién, control y
tratamiento de diversas patologias, por ello constantemente los individuos recurren a
“productos milagro”, los cuales aseguran curar o erradicar varios padecimientos; sin
embargo, estos carecen de sustento cientifico, de pruebas de seguridad de los compuestos
que los integran, y en algunas ocasiones se enmascaran algunos ingredientes o se desconoce

la naturaleza completa de los elementos que lo integran.

Los alimentos de disefio formulados a partir de un alimento con un nivel bajo de
procesamiento se consideran mucho méas seguros, ya que ademas de aportar nutrientes, son
formulados a partir de procesos experimentales controlados, cuentan ademas con una
caracterizacion previa de sus atributos, y existe evidencia cientifica de sus propiedades

terapéuticas para uno 0 mas padecimientos.

La apicultura, es una actividad econémica ampliamente practicada en el estado de
Hidalgo. Debido a lo cual los apicultores hidalguenses originarios de diversos sectores de la
poblacion, se han esforzado por impulsar el consumo de los productos de la colmena,
ofreciéndolos con el supuesto empirico de aportar beneficios terapéuticos a la salud. Por
consiguiente, debido a que no existen evidencias cientificas acerca de la elaboracion de
alimentos de disefio con capacidad antioxidante, a partir de una mezcla de miel, jalea real,
polen y propdleo, resulta importante distinguir el presente trabajo, en primera instancia al
ofrecer un producto de valor agregado, a partir de sus componentes nutricionales y
funcionales, posteriormente, al fomentar el desarrollo econémico en los sectores de la
poblacion hidalguense que se dedique a la apicultura, finalmente, a la poblacion en general
derivado de las beneficios que le aportaria y la industria alimentaria, al originar un producto
innovador, que pudiera en un futuro ofrecerse en el mercado o ser objeto de investigaciones

posteriores.
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Iv. HIPOTESIS

La formulacion de un alimento de disefio, a base de miel, jalea real, polen y propéleo,
contendra compuestos y propiedades antioxidantes en condiciones estandarizadas.

V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Efectuar la caracterizacion fisicoquimica y funcional de miel, jalea real, polen y propéleo,
obtenida de un apiario del municipio de Tulancingo, Hidalgo, mediante técnicas establecidas
para la elaboracién de un alimento de disefio con propiedades antioxidantes y potencial

terapéutico en la salud humana
5.2 Objetivos especificos

1) Determinar las caracteristicas fisico-quimicas de las muestras de miel, jalea real,
poleny propoleo de Tulancingo, Hidalgo, para conocer sus propiedades nutricionales

2) Analizar microbiologicamente las muestras de miel, jalea real, polen y propdleo de
Tulancingo Hidalgo, para conocer su inocuidad

3) Evaluar la proporcion de antioxidantes, actividad antioxidante y actividad quelante
de las muestras de Tulancingo, Hidalgo y comparar con muestras de Mérida, para
establecer sus propiedades funcionales

4) Disefar seis formulaciones de alimento de disefio, para realizar prueba de aceptacion
mediante una evaluacion sensorial

5) Caracterizar el producto final, mediante la determinacion de antioxidantes, actividad
antioxidante, analisis microbioldgico, para conocer sus propiedades funcionales e

inocuidad, y establecer su potencial para ser utilizado en la salud humana
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VI.

6.1

Se trata de un estudio experimental.

6.2

Tipo de estudi

0]

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS

Diagrama del disefio experimental

De acuerdo a lo descrito en la Figura 2 y 3, el proyecto fue realizado en 2 fases, la

primera consistio en la obtencién de las muestras, su caracterizacion en cuanto a sus

propiedades fisicoquimicas y funcionales y los ensayos de formulacion previo a la evaluacién

sensorial, posteriormente en una segunda etapa se caracterizé el alimento de disefio a partir

del analisis de sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y microbioldgicas.

acido ascorbico.

Formulaciony
prueba sensorial
del alimento de
disefio

Analisis estadistico

Obtencién L ]
de las Diseno experimental
muestras I
! I
Miel claray Jalea real |
oscura Polen Propdleo
c terizacis Viscosidad, solidos Solidos
3?;::::_:?" solubles e HMF solubles
(muestras (muestra
Tulancingo) Tulancingo)
Analisis quimico pHYy acidez Analisis Antioxidantes Actividad Actividad
proximal titulable microbiologico (Mérida y antioxidante quelante
(muestras (muestras (muestras Tulancingo) (Mérida y (Mérida y
Tulancingo) Tulancingo) Tulancingo) Tulancingo) Tulancingo)
Humedad, Recuento total, Fenoles, Ensayo FRAP,
cenizas, enterobacterias betaninas, DPPH y ABTS.
proteinas, VoSESIas betaxantinas,
extracto etéreo

Formulaciones del
alimento de diseio (6
totales)

| Evaluacion sensorial

Figura 2. Disefio experimental parte 1.

23



MATERIAL Y METODOS

Evaluacion sensorial

Formulaciony prueba (30 panelistas)
sensorial del

alimento de disefio |

Captura de resultados
y elaboracion de
grafica radial

Caracterizacion del Seleccion de la
alimento de disefio formulacién a
caracterizar

|

Alimento de disefio
formulado y producto
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| | | |
PHy sdlidos Viscosidad Analisis Extraccion acuosa y acuosa
solubles microbiolégico organica
Antioxidantes Actividad

antioxidante

| Analisis estadistico I ‘

Figura 3. Disefio experimental parte 2.
6.3  Obtencion de la muestra

Las muestras de miel, polen, jalea real y propoleo fueron proporcionadas por el
apicultor Hugo Narciso Ledn, productor apiario de la marca “ANIHU”, provenientes del

municipio de Tulancingo, Hidalgo.

La jalea real durante su traslado se mantuvo en hielo para mantener la temperatura de
congelamiento y evitar alteraciones en sus componentes, posteriormente la muestra se
mantuvo en congelamiento a -30°C, al igual el propoleo. El resto de las muestras (miel y

polen) se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
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6.4  Anélisis quimico proximal
6.4.1 Determinacion de % Humedad
6.4.1.1  Principio

Se basa en un método de secado, en el cual se lleva a cabo la determinacion de la
pérdida de peso a causa de la evaporacién del agua durante el punto de ebullicion o
temperaturas cercanas a €l, se trata de un método gravimétrico, en el cual se determina la
diferencia de pesos de las muestras antes y después de secarla a una temperatura constante
(67).

6.4.1.2 Procedimiento

Se determind en las muestras de Tulancingo y de acuerdo al método de la
“Association of Official Analytical Chemist (AOAC) (método 925.09; AOAC 2005),
empleando un horno de secado (Scorpion Scientific, A52035, EUA), el cual consiste en
tomar 1 g de muestra a peso constante a 105°C durante 4h, posteriormente se enfria en
desecador, durante 30 minutos. El porcentaje de humedad se cuantificd por diferencia de
peso empleando una balanza analitica (Adventurer,AR 1140, China ) (68), utilizando la

siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Porcentaje de humedad.

Pi — Pf
)*100

% Humedad = (

1

Donde:
Pi=peso inicial de la muestra humedad
Pf=peso final de la muestra seca

6.4.2 Determinacion % Cenizas
6.4.2.1  Principio
La determinacion de cenizas se considera un criterio Gtil para la identificacion
autenticidad de un alimento ya que se pueden detectar adulterantes, es un método que consiste
en llevar la muestra a carbonizacion para después incinerarla. El resultado se obtiene por

diferencia de pesos (67).
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6.4.2.2 Procedimiento

Se estudid en las muestras de Tulancingo y se realiz6 por el método de incineracion,
propuesto por la AOAC (Método 923.03; AOAC 2005), empleando una mufla (Thermolyne
F1500, EUA), el cual consiste en pesar 5 g de muestra en un crisol de porcelana,
posteriormente es llevada a carbonizacion con un mechero de bunsen, para después
incinerarla en una mufla a 525 °C durante 5 horas como minimo segun el tipo de muestra, al
término se disminuye temperatura a 200°C, se pasan a un desecador 30 minutos y por Gltimo
se determina el porcentaje por diferencia de peso empleando una balanza analitica (68). Los

calculos se obtuvieron con la siguiente ecuacion.

Ecuacion 2. Porcentaje de cenizas.

A—-B
C

% De cenizas = ( ) * 100

Donde:

A= peso del crisol a peso constante con muestra seca (g)
B= peso del crisol con ceniza (g)

C= peso de la muestra seca (Q)

6.4.3 Determinacion de % Proteinas
6.4.3.1  Principio

Existen diversos métodos para conocer el contenido de proteinas en un alimento, sin
embargo, el método de Kjeldhal se considera la técnica mas confiable, la cual se basa en la
digestién de la muestra para reducir el nitrégeno organico hasta amoniaco, una vez concluida
la digestion, se alcaliniza, se destila y se titula, finalmente el resultado final es el porcentaje

de nitrogeno (67).

6.4.3.2 Procedimiento

Se analizé en las muestras de Tulancingo, segun el método oficial de la AOAC 991.20
(2005), adaptado al equipo de digestidn, destilacion y neutralizacidén (Gerhardt, Vapodest 50)

(69) , para el cual se pesaron 0.5g de muestra en un tubo de digestion con una tableta
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catalizadora (Kjeltabs CX), 2 mL de agua destilada y 15 ml de H.SO., posteriormente se llevd
a digestion, una vez que el digestor alcanzd 230°C, se elevo a 260°C 5 minutos, 300°C por
10 minutos, 400°C por 20 minutos y finalmente 405°C, hasta observar un tono verde
esmeralda, finalmente, se llevd al destilador adicionando NaOH al 32%, luego se tituld
automaticamente con acido borico al 3%, obteniendo entonces, un porcentaje de nitrégeno el

cual para ser calculado se realiz6 la aplicacion de la siguiente formula.
Ecuacion 3. Porcentaje de proteina total.
% Proteina = % de Nitrégeno * Factor de correccidon

Doénde:

Factor de correccién= 5.6 para la muestra de polen y de 6.25 para el resto de las muestras

(miel clara, miel oscura, propoleo y jalea real).

6.4.4 Determinacion de % Extracto etéreo
6.4.4.1  Principio

La fraccion denominada extracto etéreo se obtiene por destilacion de una muestra de
alimento con un disolvente apolar, como el éter de petréleo en condiciones preestablecidas,
en donde se incluyen ceras, alcoholes, pigmentos y &cidos grasos organicos. El valor obtenido

se considera una buena aproximacion del contenido de grasa a los alimentos (70).

6.4.4.2 Procedimiento

Se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia establecida por la AOAC (930.30; AOAC
2005), utilizando el sistema de extraccion de grasas (Buchi, B-811, Suiza). en las muestras
de Tulancingo Para el cual se pes6 1 g de muestra en cartuchos de celulosa marca Whatman,
se colocaron en vasos de extraccion, posteriormente se agregaron 80 mL de éter de petréleo
a 30-75 °C, durante 3h, posteriormente se evaporo el éter sobrante, se registro el cambio de
peso de los vasos, expresando los resultados en porcentaje y aplicando la siguiente ecuacion
(68).
Ecuacion 4. Porcentaje de extracto etéreo.

(A—B) =100

% EE = M
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Donde:

A= peso del vaso con residuo lipidico (g)
B= peso del vaso (g)

M= peso de la muestra (g)

6.4.5 Determinacion de pH
6.4.5.1  Principio

Método fundamental para establecer el grado de acidez, neutralidad o alcalinidad en
los alimentos ya sean liquidos o semisélidos, el cual mide de forma indirecta la concentracién
del i6n " hidronio”, se basa en medir la diferencia de potencial entre un electrodo de vidrio y

uno de referencia a traves de un aparato de pH (potenciometro) (71).

6.4.5.2 Procedimiento

Se analizdé en las muestras de Tulancingo, utilizando un potenciometro (Hanna
Instruments, 210, EUA). Se utilizd después de su calibracion con soluciones buffer de pH
4.0 y 7.0 estandarizados, colocando 1 mL/1 g de la muestra a 10 mL de agua desionizada,

finalmente se llevo a cabo la lectura (72).

6.4.6 Acidez titulable
6.4.6.1  Principio

La acidez titulable o normalidad del &cido se determina por titulacion o valoracion,
mediante una base de normalidad conocida, se afiade un alcali de normalidad conocida hasta

neutralizar la acidez o llevar el pH a punto neutro (73).

6.4.6.2 Procedimiento

Se realizd en las muestras de Tulancingo de acuerdo al método de la AOAC 942.15
(1999), con una solucién 0.1 N de NaOH, registrando la cantidad de ml de NaOH utilizada
para neutralizar el &cido organico que se encuentra en mas proporcion en las muestras, dando
como resultado los miligramos del &cido organico presente en la muestra (74). Los resultados

se expresaron como mEq de acido/kg.
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6.4.7 Solidos solubles
6.4.7.1 Principio

Método refractométrico que mide el contenido total de azlcar y sélidos solubles
contenidos en un liquido de cualquier viscosidad, la cual se basa en el cambio de direccion
que sufren los rayos luminosos en el limite de separacion de dos medios, en los cuales es

distinta la velocidad de propagacion (75).

6.4.7.2 Procedimiento

Fueron determinados en muestras de miel clara, miel oscura, jalea real, alimento de

disefio y producto Mérida (comparativo).

Se llevd acabo empleando un refractometro (Trading Co. Brix’/ATC FG-113,
Chincan), tomando una alicuota de la muestra y medir las concentraciones, expresando los

resultados como °Brix (75).

6.4.8 Hidroximetilfurfural (HMF)
6.4.8.1  Principio

Es uno de los compuestos de importancia en mieles, formado por la degradacion de
los productos azucarados, en particular por deshidratacion de la fructosa. Su aparicion, esta
directamente relacionada con alteraciones de color y el desarrollo de sabores y olores

extrafios (76).

6.4.8.2 Procedimiento

Se cuantificd en las muestras de miel clara y oscura de Tulancingo y mediante el
método establecido por la NMX-F 036-1997. Consistié en preparar una solucién de
ferrocianuro de potasio (solucion de Carrez 1) y otra de acetato de zinc (solucion de Carrez
I1), a cada una se le afiade 0.5mL de la muestra de miel diluida, posteriormente se midié la
absorbancia a 284 nm y 336 nm a través de un lector de microplacas (Power Wave XS 11
UV-Biotek, software KC Junior, EUA) (77). Los resultados se expresaron como miligramos

en 100 gramos (mg/100g).
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6.4.9 Viscosidad
6.4.9.1  Principio

La fuerza de atraccion que mantienen las moléculas a distancias minimas, dando a las
muestras suficiente cohesion determina que éstos al fluir a través de un tubo produzcan

friccion. La resistencia que el liquido presenta al flujo se denomina viscosidad (78).

6.4.9.2 Procedimiento

Se evalué en muestras de miel clara, miel oscura de Tulancingo, asi como en el
alimento de disefio y producto de Mérida (comparativo), utilizando un viscosimetro
rotacional (Broockfield DV3T, EUA), con aguja LV-4 a 10, 20, 30,40, 50, 60 y 80 rpm para
miel oscura y a 5, 10, 20, 30 y 40 rpm para lo cual la aguja se introdujo en la muestra a
analizar, indicando en el viscosimetro las revoluciones por minuto, los resultados se

expresaron en centipoises (78).

6.4.10 Analisis microbiologico
6.4.10.1 Principio

Es un procedimiento mediante el cual se determind la calidad sanitaria e higiénica de

la materia prima, asi como la forma en que fueron manipulados durante su produccion (79)

6.4.10.2 Procedimiento

Fue efectuado en muestras Tulancingo y alimento de disefio, mediante la técnica de
vaciado en placa, en donde a partir de una serie de diluciones se inoculd la muestra en los
diferentes medios de cultivo: recuento total (RT) y esporas en agar para métodos estandar
con una incubacion de 48 horas a 30°C (LSI-3016, Labtech, Corea), enterobacterias (EB) en

agar billis rojo violeta glucosado (VRBG), con una incubacion de 24 horas a 37 °C.
6.4.11 Contenido de antioxidantes
6.4.11.1 Compuestos fendlicos totales

6.4.11.1.1 Principio

Su determinacion generalmente se lleva a cabo a través del reactivo Folin Ciocalteu,

utilizando un mecanismo de reaccion de oxidacion/reduccién, para medir la capacidad para
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reducir el reactivo de acido fosfomolibdico/fosfotungustico a un complejo azul que es
monitoreado espectrofotométricamente (80,81).

6.4.11.1.2 Procedimiento

Se determinaron en muestras Tulancingo, muestras Mérida, alimento de disefio y
producto Mérida (comparativo), segun el método reportado por Stintzing, utilizando el
reactivo Folin Ciocalteu, el cual es reducido a 6xidos azules de tugsteno y molibdeno durante
la oxidacion fendlica. La coloracion azul refleja la cantidad total de polifenoles.

Se elabor6 una solucién con 1 mL de Folin aforando a 10 mL con agua desionizada;
solucion de carbonato de sodio (7.5 g en 100 mL de agua); solucién de acido galico (15 mg
en 50 mL de agua). Se construyd una curva estandar de acido galico con concentraciones de
0,100,200 y 300 mg/L, posteriormente se tomaron 100 pL de muestra de cada una de las
muestras, se le adiciono 500uL de Folin y 400uL de carbonato de sodio en viales, se agitaron

en vortex dejando reposar 30 minutos.

absorbancia se midi6 en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, EUA) a 765 nm (82). Los resultados se expresaron como miligramos de

equivalentes de &cido galico en 100 gramos (mg EAG/100 g).

6.4.11.2 Acido ascérbico
6.4.11.2.1 Principio

La reduccidn por espectofotometria del 2,6 dicloroindofenol (DCPI) es el método mas

sencillo y fiable para determinar el contenido de &cido ascérbico en alimentos (83).

6.4.11.2.2 Procedimiento

Fue llevado a cabo de acuerdo al método de Dirst (1997), a través del reactivo 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPI) que tiene una coloracion azul-violeta y al entrar en contacto
con el acido ascorbico se evalué el cambio de color a rosa o incoloro, en muestras Tulancingo,
muestras Mérida, alimento de disefio y producto Mérida (comparativo), de acuerdo con el

método
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Se prepar6 una solucion de 2,6-Diclorofenolindofenol (DCPI) con 3 mg, diluido en
250 mL de agua desionizada; solucion de acido oxalico (1g), diluido a 250 mL de agua
desionizada; solucidon de &cido ascérbico con 100 mL de la solucion de éacido oxalico
previamente preparada, finalmente una solucion amortiguadora (3g de acetato de sodio
aforado con 10 mL de &cido acético glacial y 7 mL de agua desionizada).

Se construy6 una curva estandar de &cido ascoérbico usando concentraciones de
0,10,20,30,40,50mg/L (acido ascorbico/agua desionizada). La absorbancia se midi6 a 520
nm en un lector de microplacas (Power Wave XS 11 UV-Biotek, software KC Junior, EUA)
a 5420 nm, los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido ascérbico
en 100 gramos (EAC/100g) (84).

6.4.11.3 Betalainas y betaxantinas
6.4.11.3.1 Principio

Las betalainas son pigmentos abundantes en la naturaleza, los cuales se dividen en
dos grupos: los rojos o betacianinas y los amarillos o betaxantinas. Se les ha atribuido
procesos involucrados para la proteccion contra la oxidacion celular debido a su actividad
antioxidante (82).

6.4.11.3.2 Procedimiento

El contenido de betalainas se determind en muestras Tulancingo, muestras Mérida,
alimento de disefio y producto Meérida (comparativo), mediante el método de Stintzing
(2005), el cual se basa en la absorcidn de luz que tienen los pigmentos. La absorbancia se
midi6 en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EUA)
a 535 nm para la cuantificacion de betaninas y de 480 nm para betaxantinas, previamente se
realizaron pruebas de dilucion. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes
de betaninas en 100g (EB/100g) y miligramos equivalentes de indicaxantinas en 100g (mg
EI/100g) (82), después de la aplicacion de la siguiente férmula y la correspondiente

conversion a 100 gramos:

Ecuacion 5. Determinacién del contenido de betalainas y betaxantinas.

mg/L={(A*FD*PM*1000/£*T)}
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En donde:

A=Absorbancia a 535 0 480nm

FD=Factor de dilucion

PM=Peso molecular

&=Coeficiente de extincidon molar

I= Volumen de celda

Coeficiente de extincion molar:
-Betaninas: €=6000L/ (mol cm). PM=550 g/mol
-Betaxantinas: €=48000L/ (mol cm). PM= 308 g/mol

6.4.12 Actividad antioxidante
6.4.12.1 Ensayo DPPH°**
6.4.12.1.1 Principio

Se trata de un ensayo basado en la transferencia de electrones, utilizado para la
determinacion de las propiedades antioxidantes. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo,
es conocida como un radical libre estable, debido a la deslocalizacion de un electron se
intensifica el color violeta intenso tipico del radical. Cuando la solucién reacciona con el
sustrato antioxidante que puede donar un atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece,

y el cambio es monitoreado espectrofotométricamente (85).

6.4.12.1.2 Procedimiento

Se evalu6 en muestras Tulancingo, muestras Mérida, alimento de disefio y producto
Mérida (comparativo), segin la metodologia reportada por Morales y Jiménez-Pérez (2001).
El reactivo DPPH en solucidn etandlica presenta una coloracion violeta y después de su
reduccién presenta una decoloracién que puede ir hasta amarillo. Se prepar6é una solucion

con 7.4 mg de DPPH** aforando a 100 ml con etanol, utilizando una curva estandar de Trolox
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en concentraciones de 0,100,200,300 umol ET/L, posteriormente se tomaron 100 pL de cada
muestra y 500 uL de la solucion de DPPH*", se agitd en vdrtex y se dejé reposar una hora.

La absorbancia se midié en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, EUA) a 520 nm (86). Los resultados se expresaron como micromol
equivalentes de trolox en 100 gramos (umol ET/100 g).

6.4.12.2 Ensayo ABTS*"
6.4.12.2.1 Principio

Es un método que monitorea la descomposicion del radical cation ABTS producido
por la oxidacién de 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazilina-6-sulfonato) a causa de la adicion de

una muestra con un compuesto fendlico (87).

6.4.12.2.2 Procedimiento

Se efectud de acuerdo a Kuskoski (2005), en muestras de Tulancingo, muestras de
Meérida, en el alimento de disefio y producto Mérida (comparativo). EI ABTS es un radical
que presenta un color azul-verde, cuando este cation es reducido por un antioxidante presenta
una pérdida de color. En principio, se prepar6 una solucion de ABTS*"al 7 mmol (76.8 mg
de ABTS*" diluido en 20 mL de agua desionizada), se agregd persulfato de potasio al
2.45mMol, (6.6 mg en 10 mL de agua); se dejo reposar por 16 horas, después la mezcla se
diluy6 en agua hasta obtener una lectura de absorbancia 0.7£0.1 a 754nm. Asi mismo, se
elaboré una curva estandar con acido ascorbico. Posteriormente, se tomaron 20 pL de
muestra y 980 pL de la dilucién de ABTS*®*, con un tiempo de reposo de 7 min, tomando
una lectura espectrofotométrica a 754 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, EUA) (88). Los resultados se expresaron como micromoles
Equivalentes de Acido Ascorbico en 100 g (umol EAC/100 g).

6.4.12.3 Ensayo FRAP
6.4.12.3.1 Principio

Procedimiento que permite evaluar de forma total el potencial reductor atribuible a

las especies antioxidantes presentes basado en la determinacion de la concentracion final de
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los iones Fe?* (ferrosos), formados por reduccion de iones Fe** (férricos), utilizando

ferrocianuro de potasio como sustancia cromogena (89).

6.4.12.3.2 Procedimiento

Se determind en muestras Tulancingo, muestras Merida, alimento de disefio y
producto Mérida (comparativo) de acuerdo con la metodologia de Pérez-Jiménez (2004). El
procedimiento se inicid preparando el reactivo de FRAP en una concentracion 10:1:1 con
100 mL de un amortiguador (0.3 M apH 3.6), 10 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina)
y 10 mL de Fe Cls. Se elaboré una curva estandar de sulfato ferroso en concentraciones de
0,20,30,40 y 50 uM Fe (I)/L.

Para emplear la técnica se tomaron 30 pL de la muestra, 90 uL y 900 pL de FRAP ,
la mezcla resultante se pasaron por un vortex y se dejaron en un bafo de agua durante 10
minutos, transcurriendo ese tiempo, se tomé lectura espectrofotométrica a 593 nm, los

resultados se expresaron miligramos de Fe*? por 100 gramos (mg Fe (11)/100 g) (90).

6.4.12.4 Actividad quelante
6.4.12.4.1 Principio

Caracteristica que se determina a partir de la medicion de la capacidad para generar
complejos quimicos ante un agente quelante, los cuales suelen ser sustancias con la
posibilidad de enlazar iones metalicos polivalentes, con lo que se genera una pérdida de la

actividad biologica de los compuestos (91).

6.4.12.4.2 Procedimiento

Fue analizado en muestras Tulancingo, muestras Mérida, alimento de disefio y
producto Mérida (comparativo), segun Gilcin (2004), el procedimiento se basé en la
preparacion de una solucion quelante, utilizando como agente de referencia EDTAa0.1My
muestras control agua desionizada. Se colocaron 100 pL de muestra, 50 pL una solucion de
cloruro férrico y 450 pL de ferrozina, reposando 10 min La absorbancia se midié en un lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EUA) a 520 nm (92). Los

resultados se expresaron en porcentaje, a través de la siguiente ecuacion.
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Ecuacion 6. Porcentaje de actividad quelante.

).

% Actividad quelante = (
0

Doénde:
Ao= absorbancia de la muestra control

Ai1= absorbancia de la muestra

6.4.12.5 Evaluacion sensorial
6.4.12.5.1 Principio

Los trabajos sobre el desarrollo de nuevos productos se realizan siguiendo una serie
de etapas que es necesario cumplir metodicamente para asegurar un impacto positivo del
nuevo producto al llegar al consumidor. Las caracteristicas sensoriales de los alimentos

constituyen el conjunto de estimulos que interacttan con los receptores del analizador (93)

El analisis sensorial es la disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e
interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de los alimentos y otras sustancias, que

son percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido (94).

6.4.125.2 Procedimiento

Previo a la evaluacion sensorial, se llevaron a cabo ensayos de formulacion, un total
de 6 identificadas como Al, A2, A3, A4, A5y A6, de donde cada una de ella cubri6 el 15%
de la recomendacion de antioxidantes, tomando como patrén el contenido de fenoles de cada
una de las muestras expresados como mg EAG/100 g (miligramos Equivalentes de Acido
Galico), de esta manera se realizaron célculos en gramos de la cantidad a afiadir en cada una
de las mezclas (Anexo 1-6). Una vez preparadas, se etiquetaron con nimeros al azar cada
una de ellas quedando de la siguiente forma: Al= 58, A2=22, A3=05, A4=48, A5=16,
A6=90.

La prueba sensorial, se hizo por medio de la aplicacién de un cuestionario de prueba
de nivel de agrado del producto (Anexo 7 y 8), a 30 panelistas que incluyeron principalmente
a profesores investigadores y alumnos de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo y

publico en general, esta prueba determind el nivel de agrado o desagrado de los atributos de
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color, olor, sabor, consistencia y aceptacion general, mismos que fueron valorados a través
de una escala hedonica de 9 puntos de acuerdo a Ramirez- Navas, 2012, permitiendo asi
ordenar las muestras, de acuerdo a la magnitud de una sola caracteristica del producto o de
acuerdo a la aceptabilidad o preferencia del panelista (95).

Posteriormente, los datos fueron capturados en Excel y a través de los datos obtenidos
se realiz6 una grafica radial, incluyendo las 6 formulaciones con los codigos numéricos y los
puntajes obtenidos para cada una de ellas. Finalmente, la mezcla seleccionada fue aquella en

la que se obtuvieron los puntajes promedios mas altos.

6.4.12.6  Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados se analizaron
mediante estadistica descriptiva para expresar los resultados en medias y desviacion estandar,
analisis de varianza (ANOVA), aplicando la prueba de Tukey para conocer las diferencias
significativas (p<0.05) entre las muestras para las determinaciones de analisis quimico
proximal, pH, solidos solubles y acidez de los productos de Tulancingo, contenido de
antioxidantes y capacidad antioxidante de las muestras de Tulancingo, Mérida, asi como las
formulaciones y prueba T de Student, para las determinaciones de pH, sélidos solubles del
alimento de disefio y del producto Mérida (comparativo) y para el comparativo del HMF de

la miel clara y oscura de Tulancingo, a través del paquete estadistico SPSS version 22.
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VIil. RESULTADOS

7.1 Anélisis quimico proximal

En la Tabla 5, se muestran los valores promedios de los parametros de humedad,
cenizas, grasa (extracto etéreo), proteina e hidratos de carbono expresados en porcentaje, de
las muestras de miel clara, miel oscura, jalea real, polen y propdleo provenientes de

Tulancingo, Hidalgo.

Tabla 5. Resultados de la composicién quimica proximal expresada en porcentaje de miel
clara, miel oscura, jalea real, polen y prop6leo provenientes de Tulancingo.

Muestra Humedad Cenizas Extracto etéreo  Proteina Hidratos de
carbono
; . - d
Mielclara  14.18+1.06  0.2940.17 0624401  035¢015 7581281
- b d d
Mieloscura  16.58+1.05  0.05+0.01 461+0.95  035:0.11  78.39+0.25

b d
Jaleareal  67.2240.19°  0.710+0.08 443+035  13.99+041  13.65+0.91

b, b
Polen 13.3540.05 1704011  7.29+057 17.26+0.47  60.21+1.05
, d b
Propoleo 4404060  0.98+0.07 66.68+1.80  4.63+0.71  23.20+2.59

20 |otrag superindices indican diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras.

Resultados promedio de triplicado y desviacion estandar

En el parametro de humedad los valores oscilaron entre 4.04% y 67.22%, de los
cuales la cifra mas alta significativamente se encontro en la jalea real, siendo 63.18% ,53.04%

y 50.54% mayor en comparacion al propoleo, miel clara y miel oscura respectivamente.

En cuanto al porcentaje de cenizas los valores fueron de 0.05% y un maximo de 1.7%,
se puede observar que el contenido méas alto de cenizas se obtuvo en la muestra de polen
(p<0.05), en comparacion al resto de las muestras. Por el contrario, las cifras menores se

encontraron en las muestras de miel clara y miel oscura.

Para el contenido de grasa (extracto etéreo), se obtuvieron cifras que fluctuaron entre

4.43% y 66.68%, la muestra que presentdé mas concentracion fue el propoleo, con una
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proporcién 9:1 con respecto al porcentaje obtenido en polen, 15:1 en comparacion con miel

claray la jalea real, asi como y 14:1 en relacion a la miel oscura.

Con respecto al contenido de proteinas, el valor minimo fue 0.35% y el maximo
17.26%, siendo estadisticamente mayor en el polen (17.26+0.47%), 49.3 veces mayor

respecto a las muestras de miel (clara y oscura).

Finalmente, los hidratos de carbono fueron el componente mayoritario en todas las
muestras, se obtuvo un valor minimo de 13.65% y maximo de 78.39%, (Tabla 5), los valores
mas altos (p<0.05) se situaron en muestras de miel clara y oscura y los mas bajos en el
propoleo, en el cual se obtuvo el triple al compararlo con las muestras de miel (clara y

oscura).

7.2 pH, solidos solubles totales y acidez

Las propiedades quimicas (pH, solidos solubles y acidez) de miel clara, miel oscura,

polen y propodleo de Tulancingo, Hidalgo se pueden apreciar en la Tabla 6.

Para el pardmetro de pH, los valores significativamente mas altos (p<0.05),
corresponden a la muestra de prop6leo y miel clara. En contraste, para el resto de las muestras

sin diferencia significativa.

El contenido de solidos solubles totales, unicamente se determind en muestras de miel
clara, miel oscura y jalea real. Los valores para este pardmetro se muestran en la Tabla 6. La
proporcion de solidos solubles mas alta (p<0.05) correspondio a la miel clara, la cual al

compararla con la jalea real resulto ser 236% mayor.

Finalmente, para acidez, se puede apreciar que el valor significativamente mas alto
(p<0.05) se identifico en el polen (803.33+15.27 mEq/kg), el cual fue 38.25 y 28.35 veces

superior respecto a la miel clara y oscura, respectivamente (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados de pH, sélidos solubles totales y acidez de miel clara, miel oscura, jalea

real, polen y prop6leo, provenientes de Tulancingo, Hidalgo.

Procdoulcr:;gndae la oH Sélid(g); ﬁ&l)ubles Acidez (mEqrkg)
Polen 3.85+0.034* - 803.33+15.27°
Propdleo 4.16+0.0058 - 143.3345.77°
Miel clara 4.05+0.040? 86.00+0.00? 21.00+1.73¢
Miel oscura 3.82+0.005" 84.00+0.00P 28.33+2.88¢
Jalea real 3.81+0.000° 36.33+0.57°¢ 121.66+2.88°

d | etras superindices indican diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras.
Resultados promedio de triplicado y desviacion estandar.

7.3 Hidroximetilfurfural (HMF)

La medicion del HMF se llevo a cabo en las muestras de miel oscura y miel clara,
provenientes de Tulancingo, Hidalgo, esto con la finalidad de determinar el grado de
antigiedad de las mieles a utilizar para formular el alimento de disefio expresadas como
mg/100 g de muestra. En la Tabla 7, se pueden observar sus valores promedio, en donde no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre ambas muestras.

Tabla 7. Resultados de Hidroximetilfurfural (HMF) de miel clara y miel oscura,

provenientes de Tulancingo, Hidalgo.

Producto de la colmena HMF (mg/100g)
Miel clara Tulancingo 2.04+0.25
Miel oscura Tulancingo 2.19+0.37

Sin diferencia significativa entre las muestras (p>0.05). Resultados promedio de triplicado
y desviacidn estandar.

7.4 Viscosidad

Como se puede observar en la figura 4, las muestras de miel clara y oscura presentaron
un comportamiento pseudoplastico, ya que se aprecia una disminucién de la viscosidad

conforme aumenta la velocidad de corte (rpm).
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Figura 4. Cinética de viscosidad de la miel a temperatura ambiente. Resultados promedio
de 3 réplicas. A. Viscosidad de miel oscura. B. Viscosidad de la miel clara.

7.5 Analisis microbioldgico

Con la finalidad de evaluar inocuidad de las muestras procedentes de Tulancingo,
Hidalgo, se llevo a cabo el analisis microbiologico, a través del recuento de microorganismos
de mesofilos aerobios (A), enterobacterias (B) y esporas (C). En donde, para A, no se
detectaron colonias en las muestras de miel clara, miel oscura, jalea real y propdleo.
Unicamente se detectaron en el polen con 1.95+0.24 Log'® UFC/g. Para B, en ninguna de las
muestras se encontraron colonias. Por ultimo, para C, Unicamente se cuantificaron en las
muestras de polen con 1.79+0.17 Log*® UFC/g.

7.6 Contenido de antioxidantes
7.6.1 Betaninasy betaxantinas

Los valores correspondientes a betaninas en las diferentes muestras analizadas se
muestran en la Figura 5, los cuales oscilaron entre 0.05 y 19.46 mg EB/100 g. El propdleo de
Mérida (PR ME), tuvo los valores significativamente més altos, con 19.46+1.09 mg EB/100
g, seguido del propdleo originario de Tulancingo (PR TGO) con 8.57+0.59 mg EB/100 g.

El contenido de betaxantinas se muestran en la Figura 6, en donde el mas alto
(p<0.05), lo presentd el propdleo de Tulancingo (PR TGO), con 51.59+1.39 mg EI1/100 g,
dichos valores fueron 45% mas elevado que el propdleo de Mérida (PR ME) y 206% mas

alto en comparacion al contenido polen de Tulancingo (PO TGO).
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Figura 5. Contenido de betaninas (mg EB/100g) de miel clara, oscura, jalea real, polen y
propdleo Tulancingo y Mérida. ¢ Letras diferentes indican diferencias significativas entre
las muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC ME=miel clara Mérida; MO
TGO= miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida; PO TGO=polen Tulancingo;
PO ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME= jalea real Mérida; PR TGO=
propdleo Tulancingo; PR ME= propdleo Mérida; NC= No contiene.
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Figura 6. Contenido de betaxantinas (mg EI1/100g) de miel clara, oscura, jalea real, polen y
propdleo Tulancingo y Merida. ¢ Letras diferentes indican diferencias significativas entre
las muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC ME=miel clara Mérida; MO
TGO= miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida; PO TGO=polen Tulancingo;
PO ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME= jalea real Mérida; PR TGO=
propdleo Tulancingo; PR ME= propdleo Mérida; NC= No contiene.

7.6.2 Compuestos fendlicos totales

En la Figura 7, se pueden apreciar los valores obtenidos del contenido de fenoles para
las muestras de Tulancingo y Mérida, identificando cifras que oscilaron entre 3.55 y 3269
mg EAG/100 g, siendo el propoleo de Tulancingo (PR TGO), al que correspondieron los
valores mas altos significativamente, comparado al resto de las muestras, de esta forma se
evidencio que su contenido esta en una relacion 921:1 en miel clara de Mérida (MC ME) y

472:1 en comparacion a la jalea real de Mérida (JR ME).
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Figura 7. Contenido de fenoles (mg EAG/100g) de alimento de disefio y producto Mérida. *
h Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). MC
TGO=miel clara Tulancingo; MC ME=miel clara Mérida; MO TGO= miel oscura
Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida; PO TGO=polen Tulancingo; PO ME=polen
Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME= jalea real Mérida; PR TGO= propdleo
Tulancingo; PR ME= propdleo Mérida.

7.6.3 Contenido de acido ascorbico

El contenido de acido ascérbico para cada una de las muestras de los productos de la
colmena se detalla en la Figura 8 presentando valores minimos de 227.44+4.08 mg EAC/100
gy un maximo de 13838.38+87.47 mg EAC/100 g, de los cuales el polen de Tulancingo (PO
TGO) fue la cifra méas elevada, al contrastar su contenido con miel clara de Mérida (MC ME),
miel oscura Mérida (MO ME) y jalea real de Mérida (JR ME), se encontrd que éste contiene

41, 41.7 y 39.36 veces mas acido ascorbico, respectivamente.
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Figura 8. Contenido de &cido ascorbico (mg EAC/100g) de miel clara, oscura, jalea real,
polen y propdleo Tulancingo y Mérida. #" Letras diferentes indican diferencias significativas
entre las muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC ME=miel clara Mérida;
MO TGO= miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Meérida; PO TGO=polen
Tulancingo; PO ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME= jalea real
Mérida; PR TGO= propodleo Tulancingo; PR ME= propo6leo Mérida.
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7.7 Actividad antioxidante
7.7.1 Actividad antioxidante por el método de DPPH**

Los valores obtenidos de la actividad antioxidante medida a través del radical
DPPH™se muestran en la Figura 9, cabe resaltar que propéleo de Tulancingo (PR TGO)
obtuvo 24250 pmol ET/100 g siendo el valor significativamente mas alto (p<0.05) con
respecto al resto de las muestras; al contrastarlo con la miel clara Tulancingo (MC TGO),
resulté ser 295% mayor (85+1.07 umol ET/100g), con miel clara Mérida (MC ME), 391%
mayor (62.68+2.24) y 404% mayor al compararlo con la jalea real de Mérida (59.91+0.64
pmol ET/100 g).
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Figura 9. Actividad antioxidante por el método de DPPH™" (umol ET/100g) de miel clara,
oscura, jalea real, polen y propo6leo Tulancingo y Mérida. *¢ Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC
ME=miel clara Mérida; MO TGO= miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida;
PO TGO=polen Tulancingo; PO ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME=
jalea real Mérida; PR TGO= propdleo Tulancingo; PR ME= prop6leo Mérida.
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7.7.2 Actividad antioxidante por el método de ABTS*"

La actividad antioxidante a través del radical ABTS*", para las muestras oscilaron
entre 3.57+£0.15 y 7294.48 +0.00 mg EAC/100 g (Figura 10), hallando en el propéleo de
Meérida (PR ME) la mayor actividad antioxidante por esta metodologia. Por lo contrario, el
valor més bajo (3.57+0.00 mg EAC/100 g) correspondié a la jalea real de Tulancingo (JR
TGO).
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Figura 10. Actividad antioxidante por el método de ABTS™* (mg EAC/100g) de miel clara,
oscura, jalea real, polen y propo6leo Tulancingo y Mérida. *9 Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC
ME=miel clara Mérida; MO TGO= miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida;
PO TGO=polen Tulancingo; PO ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME=
jalea real Mérida; PR TGO= propdleo Tulancingo; PR ME= propdleo Mérida.
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7.7.3 Actividad antioxidante por el método de FRAP

Los resultados para la actividad antioxidante por el método de FRAP, se presentan en
la Figura 11. Los valores fluctuaron entre 82.54+0.72 y 5296.11+60.28 mmol Fe (11)/100 g,
dentro de los cuales el polen de Mérida (PO ME), mostro la actividad antioxidante mas
elevada, en una proporcion 64.16:1 en comparacion con miel clara de Tulancingo (MC TGO)
y 14.27:1 con respecto al prop6leo de Tulancingo (PO TGO).
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Figura 11. Actividad antioxidante por el método de FRAP (mmol Fe (11) /100g) de miel clara,
oscura, jalea real, polen y propdleo Tulancingo y Mérida. ' Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC
ME=miel clara Mérida; MO TGO= miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida;
PO TGO=polen Tulancingo; PO ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME=
jalea real Mérida; PR TGO= propdleo Tulancingo; PR ME= propdleo Mérida.
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7.8 Actividad quelante

El porcentaje de actividad quelante, para cada una de las muestras provenientes de
Tulancingo y Mérida se muestran en la Figura 12, se puede observar que la actividad quelante
mas elevada, correspondi6 al polen proveniente de Tulancingo (PO TGO), con 68.27+0.05%,
exhibiendo asi un 51.54% mas en comparacion con el propdleo Mérida (PR ME)
(16.73+0.95%).
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Figura 12. Actividad quelante (%) de miel clara, oscura, jalea real, polen y propéleo
Tulancingo y Mérida. " Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0.05). MC TGO=miel clara Tulancingo; MC ME=miel clara Mérida; MO TGO=
miel oscura Tulancingo; MO ME= miel oscura Mérida; PO TGO=polen Tulancingo; PO
ME=polen Mérida; JR TGO=jalea real Tulancingo; JR ME= jalea real Mérida; PR TGO=
propdleo Tulancingo; PR ME= propbleo Mérida.
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7.9 Caracterizacién del alimento de disefio
7.9.1 Evaluacion sensorial del alimento de disefio

La Figura 13, representa los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial de las
diferentes formulaciones del alimento de disefio, en forma de gréfica radial, en donde cada
vértice representa un atributo sensorial de importancia (color, olor, sabor, consistencia y
aceptacion general) y cada color de linea corresponde al codigo de la formulacién. Se puede
apreciar que la férmula 48 tuvo mayor nivel de agrado para la mayoria de los atributos (color,
olor y consistencia), con un puntaje promedio de 6.1, sabor 5.7 y aceptacion general 6.0, ésta
contenia 50% de miel oscura, 25% de polen, 16% de miel clara, 7% de propdleo en extracto

y 2% de jalea real fresca.

Los resultados anteriores, permitieron establecer que la 48, fuera el alimento de
disefio a caracterizar, a partir de la determinacion de pH, solidos solubles totales, viscosidad,
andlisis microbiologico, contenido de antioxidantes y capacidad antioxidante, comparandolo

ademas con un producto similar originario de Merida.

ACEPTACION
GENERAL 5 OLOR
—58 —90
—16 —5
—22 —48
CONSISTENCIA SABOR

Figura 13. Resultados de la evaluacion sensorial de las 6 formulaciones disefiadas, para los
atributos de color, olor, sabor, consistencia y aceptacion general, 30 panelistas. Codigos de
formulaciones: 58=A1, 22=A2,05=A3, 48=A4,16=A5,90=A6.
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7.9.2 pH y solidos solubles

El comparativo del alimento de disefio y el producto Mérida con respecto a los
parametros de pH y sélidos solubles se muestran en la Tabla 7, se puede observar que el pH
fue mayor significativamente (p<0.05) en la muestra Mérida, en comparacion al alimento de

disefo.

Por otro lado, para la determinacién de solidos solubles expresados como ° Brix, el
contenido mas alto significativamente, se hall6 en la muestra de Mérida (76+0.00°Brix),

comparado con el alimento de disefio.

Tabla 8. Comparativa de pH y s6lidos solubles totales del alimento de disefio y formulacién

Mérida
Muestra pH Solidos solubles (°Brix)
Alimento de disefio 3.82+0.02 71+1.15
Producto comparativo de Mérida 4.06+0.01* 76x0.00*

*Indica diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras. Los resultados son promedio
de triplicado + desviacion estandar.

7.9.3 Viscosidad

La cinética de la viscosidad del alimento de disefio y el producto Mérida, se muestran
en la Figura 14, se puede apreciar que ambas muestras son newtonianas, pues tienen un
comportamiento caracteristico de un pseudoplastico, ya que al aumentar la velocidad de corte
las muestras disminuyen su viscosidad expresada como revoluciones por minuto (rpm). La
viscosidad del alimento de disefio disminuye méas con respecto a la velocidad de corte en

comparacion a la muestra de Mérida.
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Figura 14. Cinetica de la viscosidad del alimento de disefio y producto comparativo a
temperatura ambiente. Resultados promedio de 3 réplicas, a 10,20,30, 40,50,60 rpm, aguja
LV-4.

7.9.4 Anadlisis microbiologico

La inocuidad del alimento de disefio formulado se determino llevando a cabo la
determinacion de microorganismos mesofilos aerobios (A), enterobacterias (B) y esporas
(C). Para A se obtuvieron 1.69+0.00 Log® UFC/g, para B, no se detectaron colonias, por
Gltimo, 1.89+0.17 Log'® UFC/g para C.

7.9.5 Contenido de antioxidantes
7.9.5.1 Betaninas y betaxantinas

Los valores correspondientes a betaninas y betaxantinas, en las muestras analizadas
por tipo de extraccion se muestran en la Figura 15 y 16, respectivamente. Para el contenido
de betaninas los valores oscilaron entre 0.03 y 2.25 mg EB/100 g. Con respecto a la
extraccion acuosa organica el contenido mayor correspondié a FORM TGO AOQ, la cual fue
233% mayor en comparacién a FORM ME AO. Para la extraccion acuosa, en FORM TGO
AC se identifico el contenido mayor, en 206% con respecto a FORM ME AC.
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El valor méas alto de betaninas (p<0.05), correspondi6 a la FORM TGO AC
(2.25+.0.00 mg EB/100 g), mientras que el mas bajo fue la FORM ME AO (0.03+0.00 mg
EB/100 g).

Con respecto al contenido de betaxantinas, en la extraccidén acuosa organica el valor
mas notable correspondi6 a la FORM TGO AO con 0.07+ 0.001 mg EI/100g, al compararlo
con FORM ME AO (0.01+0.003 mg E1/100g), presentando asi un contenido en una relacion
7:1. Por otro lado, en la extraccidn acuosa, el contenido mayor de betaxantinas correspondid
a la FORM TGO AC (2.63+0.01 mg EI/100g), teniendo 185% mas en comparacion con la
FORM ME AC (1.42+0.006 mg EI/100g).
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Figura 15. Contenido de betaninas (mg EB/100g) de alimento de disefio y producto Mérida.
ad | etras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). FORM
TGO AO= formulacién Tulancingo extraccion Acuosa Organica;, FORM ME AO=
Formulacion Meérida extracciébn Acuosa Organica;, FORM TGO AC= Formulacién
Tulancingo extraccién Acuosa; FORM ME AC= Formulacion Mérida extraccion Acuosa.
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Figura 16. Contenido de betaxantinas (mg E1/100g) de alimento de disefio y producto Mérida.
ad |_etras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). FORM
TGO AO= formulacién Tulancingo extraccion Acuosa Organica, FORM ME AO=
Formulacion Mérida extraccion Acuosa Organica;, FORM TGO AC= Formulacion
Tulancingo extraccion Acuosa; FORM ME AC= Formulacion Mérida extraccion Acuosa.

7.9.5.2 Fenoles

El contenido de fenoles expresado como mg EAG/100 g, se muestran en la Figura 17.
Se obtuvieron 2 tipos de extraccion para cada muestra: extraccion acuosa organica (metanol-
acetona) y extraccion acuosa (agua). Para la extraccidn acuosa organica el contenido mayor
se identifico en FORM TGO AO con 550.29 mg EAG/100 g, el cual fue 1.74 veces mayor al
contrastarlo con FORM ME AO. En la extraccion acuosa los valores mas altos se hallaron
en FORM TGO AC (163.3945.52 mg EAG/100 g), sin embargo, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas al comparar los valores con FORM ME AC.

El contenido mayor significativamente (p<0.05), correspondi6 a FORM TGO AO
con 550.29+15.72 mg EAG/100 g, en comparacién con las demas muestras 3.36 mas que la
FORM TGO AC.
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Figura 17. Contenido de fenoles (mg EAG/100g) de alimento de disefio y producto Mérida.
&¢ Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). FORM
TGO AO= formulacién Tulancingo extraccion Acuosa Organica, FORM ME AO=
Formulacion Meérida extraccion Acuosa Organica;, FORM TGO AC= Formulacién
Tulancingo extraccion Acuosa; FORM ME AC= Formulacién Mérida extraccion Acuosa.

7.9.5.3 Contenido de acido ascorbico

Se puede observar en la Figura 18, el contenido de acido ascérbico para ambas
formulaciones en los dos tipos de extraccion (acuosa organica y acuosa). Al comparar los
valores obtenidos en la extraccidn acuosa organica, el contenido mayor se obtuvo en FORM
ME AO (286.86+4.62 mg EAC/100g), conteniendo asi 9% mas acido ascdrbico con respecto
a la FORM TGO AO (258.58+1.74 mg EAC/100g).

Por otro lado, en la extraccion acuosa, el mayor contenido se hall6 en FORM TGO
AC, en donde al compararlo con FORM ME AC tuvo un contenido 6% mayor, sin embargo,

no se mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

El valor mas alto significativamente (p<0.05), se identific6 en FORM ME AO

(Figura 18).
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Figura 18. Contenido de acido ascorbico (mg EAC/100g) de alimento de disefio y producto
Mérida. ®° Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0.05).
FORM TGO AO= formulacién Tulancingo extraccién Acuosa Organica; FORM ME AO=
Formulacion Meérida extracciobn Acuosa Organica;, FORM TGO AC= Formulacién
Tulancingo extraccion Acuosa; FORM ME AC= Formulacion Mérida extraccién Acuosa.

7.9.6 Actividad antioxidante
7.9.6.1 Actividad antioxidante por el método de DPPH **

Los resultados obtenidos para la actividad antioxidante a través del radical DPPH*",

oscilaron entre 162.9 y 1385.66 umol ET/100 g (Figura 19).

Entre las extracciones acuosas organicas, el valor méas alto se encontré en la FORM
TGO AO (1385.66+27.53 umol ET/100 g), misma que mostro una actividad antioxidante en
una proporcion 4:1 en comparacion a la FORM ME AO. En las extracciones acuosas, la
FORM TGO AC (219.90+2.50 umol ET/100 g), arrojo la mayor actividad antioxidante,
siendo 22.73% mas alta al compararla con FORM ME AC (169.90£2.50 umol ET/100 g), no

habiendo diferencias significativas (p>0.05), entre ambas (Figura 19).

Finalmente, el valor mayor significativamente, correspondi6 a FORM TGO AO,

teniendo asi una proporcion de 8:1 con el dato mas bajo identificado en la FORM ME AC.
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Figura 19. Actividad antioxidante por el método de DPPH"*(umol ET/100g) de alimento de
disefio y producto Mérida. ¢ Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0.05). FORM TGO AO= formulacion Tulancingo extraccion Acuosa Organica;
FORM ME AO= Formulacion Mérida extraccion Acuosa Organica; FORM TGO AC=
Formulacion Tulancingo extraccion Acuosa; FORM ME AC= Formulacion Mérida
extraccion Acuosa.

7.9.6.2 Actividad antioxidante por el método de ABTS®"

En cuanto a la actividad antioxidante por medio del radical ABTS**, las muestras
tuvieron un comportamiento similar que en DPPH**, sin embargo, los valores oscilaron entre
5.85y 45.81 mg EAC/100g. Los resultados obtenidos para cada muestra se pueden apreciar
a detalle en la Figura 20. En la extraccion acuosa organica los valores mas altos, se
identificaron en FORM TGO AO (45.81+1.90 mg EAC/100g), al compararlo con FORM
ME AO (27.89+1.90 mg EAC/100g), este valor fue 0.64 veces mas. Para la extraccion
acuosa, la FORM ME AC (8.05+0.45 mg EAC/100g), en donde en comparacion con FORM
TGO AC (5.85+0.42 mg EAC/100g), fue 27.32% mas grande, sin encontrar diferencias

significativas entre ellas.
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Por ltimo, el valor mas alto significativamente (p<0.05), se obtuvo en FORM TGO
A, la cual al contrastarla con el dato menor correspondiente a FORM ME AO, se encontrd

que fue 7.83 veces mayor.
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Figura 20. Actividad antioxidante por el método de ABTS*(umol EAC/100g) de alimento
de disefio y producto Mérida. #° Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0.05 FORM TGO AO= formulacion Tulancingo extraccion Acuosa Organica;
FORM ME AO= Formulacion Meérida extraccion Acuosa Organica; FORM TGO AC=
Formulacion Tulancingo extraccion Acuosa; FORM ME AC= Formulacion Mérida
extraccion Acuosa.

7.9.6.3 Actividad antioxidante por el método de FRAP
La actividad antioxidante por el método de FRAP para las formulaciones en los dos

tipos de extraccion se pueden apreciar en la Figura 21, para la cual los valores fluctuaron
entre 151.33 y 4069.16 mmol Fe (I1)/ 100g. Los resultados obtenidos para la extraccion
acuosa organica arrojaron que el valor mas alto correspondi6 a FORM TGO AO
(4069.16£52.04 mmol Fe (11)/ 100g), teniendo una capacidad antioxidante en una proporcion
5.74:1 en contraste con la FORM ME AO (708.00+8.00 mmol Fe (I1)/ 100g).
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Por otro lado, para la extraccion acuosa se identifico la cifra mas alta en la FORM
TGO AC (204.80+0.40 mmol Fe (11)/ 100g), presentando asi 26.10% extra en comparacion
(151.33+0.61 mmol Fe (11)/ 100g).
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Figura 21. Actividad antioxidante por el método de FRAP (mmol Fe(ll) /100g) de alimento
de disefio y producto Mérida. #9 Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0.05). FORM TGO AO= formulacién Tulancingo extraccién Acuosa Organica;
FORM ME AO= Formulacion Meérida extraccion Acuosa Organica; FORM TGO AC=
Formulacion Tulancingo extraccion Acuosa; FORM ME AC= Formulacién Mérida
extraccion Acuosa.

7.9.7 Actividad quelante

En la figura 22, se puede apreciar el porcentaje de actividad quelante. En la extraccion
acuosa organica, el valor mas alto se encontré6 en FORM ME AO (31.39+1.32%), obteniendo
asi un 11.5% extra de actividad quelante al contrastarla con la FORM TGO AO
(19.86+0.13%). Por otra parte, para la extraccion acuosa, la actividad quelante fue mayor
significativamente en FORM TGO AC (50.51+0.30%), en un 3.91% en relacion a la FORM
ME AC (46.60+0.55%).
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La muestra con mas actividad quelante significativamente, correspondié a la FORM
TGO AO (50.51+0.30%), la cual al compararla con la cifra menor hallada en la FORM TGO
AO, demostrd tener 30.62% mas que FORM TGO AO (19.89+0.13%).
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Figura 22. Actividad quelante (%) de alimento de disefio y producto Mérida. ¢ Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). FORM TGO AO=
formulacion Tulancingo extraccion Acuosa Organica; FORM ME AO= Formulacion Mérida
extraccion Acuosa Organica; FORM TGO AC= Formulacion Tulancingo extraccion Acuosa;
FORM ME AC= Formulacion Mérida extraccion Acuosa.
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VIil. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Propiedades nutricionales, fisicoquimicas y microbioldgicas de productos de la
colmena de Tulancingo, Hidalgo.

8.1.1 Propiedades nutricionales

Los resultados obtenidos para la composicién quimica proximal de los productos de
la colmena analizados presentaron tendencias muy variables para cada uno de los atributos

evaluados (Tabla 5).

8.1.11 Humedad

El contenido de agua en los alimentos, la forma molecular y su localizacién dentro
del producto alimenticio, son factores que afectan de modo significativo las caracteristicas
especificas como apariencia, textura, color, etcétera (96); ademas se consideran como

parametros de calidad importante, sobre todo para la vida Gtil de los alimentos (97).

La humedad en la miel es un factor limitante en la determinacion de su calidad,
estabilidad y resistencia al deterioro contra la fermentacion, cuanto mayor sea el contenido,
mayor sera la probabilidad durante el almacenamiento (98). El Codex Alimentarius (2001) y
a la NMX-F-036-1997, un nivel por debajo del 20% esta relacionado con una vida util mas
larga (77,99), de acuerdo a los resultados descritos en la Tabla 5, las muestras de miel clara
y oscura cumplieron con las especificaciones de ambas regulaciones, evidenciando que son

estables frente al almacenamiento.

Por otro lado, la humedad en la jalea real es un parametro que incide en su densidad,
viscosidad, la cual esta presente en una proporcion alta mayor al 60% (100). Los valores
presentados en la Tabla 5, demuestran que la jalea real es el producto de la colmena con el
porcentaje mas alto de humedad (67.22+0.19%), el cual fue similar al reportado Italia en
2009 (60-70%), donde se menciona que la elevada humedad se debe al constante suministro
de la misma en la colmena (panal) por las abejas nodrizas y al esfuerzo en la colonia para

mantener un nivel de humedad constante (33).

Segun la NORMA IRAM-2000, el porcentaje de humedad en el propdleo no debe

superar el 10%, para evitar reacciones que generen productos indeseados y/o crecimiento de
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levaduras (101), por lo que de acuerdo a los valores encontrados en el propdleo de

Tulancingo, estan dentro del valor especificado ya que presentaron 4.40% de humedad.

8.1.1.2 Cenizas

El contenido de cenizas es un atributo que representa el contenido de minerales en los
alimentos. Los resultados obtenidos para las mieles se muestran en la Tabla 5, los cuales
cumplen con lo establecido por la NMX-F-036-1997. Alimentos-Miel-Especificaciones y
métodos de prueba (77) y por el Codex Alimentarius (99), indicando un valor maximo de
0.6%, estos resultados fueron similares, a investigaciones en Nigeria en el 2009 y en México
en 2005 en los estados de Coahuila y Campeche (18,102), en base a lo anterior se puede
deducir que aungue su proporcion de cenizas es bajo, se distingue la presencia de minerales
de importancia para la salud humana, en donde el potasio es el mayoritario al representar un

tercio del contenido de cenizas totales en las mieles (1).

El polen fue el producto de la colmena con el aporte mas alto con 1.70+0.11%.
Fuenmayor en 2014, describe que en México debe de contener un minimo de 1.5% y un
méaximo 2.2% (103), por lo que los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango
aceptable. El alto contenido de cenizas esta explicado por su gran variedad de minerales entre

ellos el sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro, zinc; manganeso y cobre (104).

En lo que respecta al propoleo respecta, la literatura establece que la proporcién de
cenizas esta dada por la presencia de compuestos minerales como potasio, calcio, magnesio,
sodio, zinc, hierro, cloro y manganeso (22,105); pese a que no existe una norma en México
que indique los rangos de calidad para este parametro, la legislacion brasilefia establece un
méaximo de 5% (106), por lo cual de acuerdo a los valores descritos en la Tabla 5, el
porcentaje de cenizas del propdleo se encuentra dentro de lo establecido al evidenciar una
proporcion de 0.98+0.07%.

Finalmente, en la jalea real las cenizas esta representado por el contenido de sodio,
potasio, zinc, hierro, calcio, magnesio, cobre, cromo y manganeso (33,100), su proporcion
en las muestras analizadas (0.71+£0.08%) fue similar a la reportada por Garcia-Amoedo y
colaboradores (2004) en Brasil (0.89£0.02%) (107).
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8.1.1.3 Extracto etéreo

Los constituyentes grasos de los alimentos consisten en diversas sustancias lipidicas,
los cuales constituyen otro factor de importancia para el analisis de alimentos, pues de ello
dependeré la contribucion nutrimental de los mismos en términos de aporte de energia y otros

nutrientes (70).

La alta proporcién de grasa en el propéleo (66.68+1.89%), se puede atribuir a su gran
contenido de ceras, la cual contiene terpenos, triterpenos, sesquisterpenos volatiles, resinas y

acidos grasos (23).

Los resultados sobre el contenido de grasa en la jalea real (Tabla 5), coinciden con lo
reportado por Bogdanov (2017), en donde muestra un aporte de 3-8% (108). Los lipidos en
la jalea real representan un atributo altamente caracteristico, dentro de los cuales esta la
presencia de &cidos grasos en un 90% sobre el contenido total de ellos, en donde el acido 10-
hidroxi-2-decenoico (10-HDA) representa méas del 50% de estos compuestos (109). Se ha
informado que los acidos grasos en la jalea real y en particular el 10-HDA es responsable de
su efecto benéfico en la salud por sus propiedades como neuroprotector (110), regulador de

la respuesta inmunoldgica (111), antiinflamatorias (112), entre otras.

El contenido de lipidos en el polen de Tulancingo (7.29+0.57%) de acuerdo a la Tabla
5, fueron similares a los descritos por Feas y colaboradores (2012), con valores de 4.0 a 6.3%
(113). Entre los lipidos, de mayor importancia son los acidos grasos esenciales, en donde se
incluyen el linoleico, y-linoleico, asi como fosfolipidos los cuales ascienden al 1,5% y

algunos fitoesteroles (114).

8.1.14 Proteinas

El polen fue la muestra que presentd el valor mas alto de proteina (17.26+0.47%)
(Tabla 5), siendo el segundo componente mas abundante. Kosti¢ y colaboradores en el 2015,
identificd la proporcion de proteinas en polen de diversas zonas de Serbia, con valores
similares a los de este escrito al encontrar un valor de 17.25+0.06 (115). A pesar de que no
hay una normativa mexicana que establezca los parametros permitidos, los resultados
expuestos, caen dentro del rango establecido en la regulacion argentina que determina un

valor de 15-28% del peso seco (114). Ademas, el polen se considera un alimento con alto
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valor biol6gico debido a la gran variedad de aminoacidos que contiene como son metionina,

lisina, treonina, histidina, leucina, isoleucina, valina, fenilalanina y triptofano (116).

Por otro lado, los valores obtenidos en la miel clara y miel oscura de Tulancingo
(0.35+0.15% y 0.35+0.11%, respectivamente), fueron menores a lo reportado por El Sohaimy
y colaboradores en el 2015 (1.69+0.015-4.67+0.17%) (98), la variabilidad en el contenido de
proteinas en las mieles depende su origen, la cantidad de polen contenido en ella y de algunas
enzimas como oxidasa, invertasa y diastasa (98,117).

La fraccion proteica en la jalea real de Tulancingo (13.99+0.41%) fue similar a lo
informado por Salamanca y colaboradores (2009), el cual manifesté valores de 12.7+0.64%
y 13.8+0.30% (jalea real comercial y local, respectivamente) (100). De igual forma, las
proteinas en la jalea real se consideran el segundo parametro de importancia y de acuerdo a
lo que establece la literatura este producto de la colmena es una fuente de aminoéacidos como

proling; lisina; &cido glutamico, fenilalanina y serina (66).

8.1.15 Hidratos de carbono

Todos los productos de la colmena analizados tuvieron una alta proporcion de
hidratos de carbono (Tabla 5), sin embargo, las miel clara y miel oscura fueron las que
presentaron el contenido mas alto de carbohidratos (75.81+2.81% y 78.39+0.25%,
respectivamente), esta alta proporcion esta dada por perfil de azucares que contienen todas
las mieles de abeja, especialmente el contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa, las
cuales se han asociado ampliamente a caracteristicas de calidad, como la viscosidad, procesos

de cristalizacién y valor energético (118).

Seguido de la miel, se encuentra el polen, el cual mostrd valores semejantes
(60.21£1.05%) a lo encontrado por Féas y colaboradores en 2012 (113) y Bertoncelj en 2018,
en donde se obtuvo un valor de 59.3% (119). Su proporcion de hidratos de carbono esta
determinada por su origen botanico y geografico, sin embargo, se ha documentado que la
fructosa, glucosa y sacarosa representan mas del 90% de los mismos, el restante corresponde
a fibra dietética y almidon (104,120).

En cuanto a la jalea real, los valores expuestos en la Tabla 5, fueron similares a lo

que reporta la literatura que es un 16% (1), siendo la glucosa y la fructosa los azlcares que
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representan mas del 90% del contenido total y para el 10% se ha indicado la presencia de

cantidades pequefias de sacarosa, maltosa, trehalosa, melibiosa y ribosa (121).

8.1.2 Propiedades fisicoquimicas
8.1.21 pH

Los valores de pH de los cinco productos de la colmena analizados confirmaron que
todas eran acidas (3.81-4.16) (Tabla 6).

La miel es naturalmente acida independientemente de su origen geografico, lo que
puede deberse a la presencia de &cidos organicos, los cuales se correlacionan con la
fermentacién de los azlcares contribuyendo asi a su sabor, estabilidad frente al deterioro
microbiano y por ende a su vida util. También podria indicar que las muestras de miel tienen
un alto contenido de minerales (122,123). Los valores obtenidos fueron cercanos a los
reportados previamente en mieles de Grecia (3.49-4.9), India (3.7-4) y Egipto (4.11-4.6)
(98,124,125). Asi mismo los valores para ambas muestras (miel clara y oscura) estuvieron
dentro del limite estandar que establece el Codex Alimentarius 2001 (pH 3.2-4.5), lo cual
asegura la frescura de las mismas (99), ademas Ribeiro y colaboradores (2014) informa que
un pH elevado puede ser indicador de adulteracion de las mieles con jarabes (126), por lo

tanto las muestras de Tulancingo son frescas y no adulteradas al cumplir con dicho rango.

Con respecto al pH de la jalea real el valor encontrado fue parecido a un trabajo
realizado en Bulgaria por Balkanska y colaboradores en 2014, el cual fue de 3.95+0.09 (127).
Por otra parte, un bajo pH en conjunto con una baja actividad de agua en el polen (la literatura
establece 0.21-0.54) esta relacionada con la inhibicién del crecimiento de microorganismos
como mohos y levaduras, ya que influyen en su textura, estabilidad y vida atil (113). Ademas,
el valor de pH hallado en este trabajo (3.85+0.034) fue cercano al descrito por Rebelo y
colaboradores (2016) en muestras de polen originario de Brasil (3.70+0.01) (128). Por tanto,
la muestra de polen de Tulancingo presentdé poca predisposicion a ser afectada por

microorganismos debido a su bajo pH.

8.1.2.2  Solidos solubles totales (° Brix)

La determinacion de los grados Brix, es un parametro que representa el porcentaje en

masa de solidos solubles totales de una solucion acuosa de azucares (129).
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Como se menciond anteriormente, la miel es una mezcla de azlcares, en donde la
concentracion de glucosa y fructosa, guardan una estrecha relacion con la capacidad de fluir,
asi como de su solubilidad, de tal forma que la medicion de los sélidos solubles esta dada
principalmente por ambos azucares (98). Los resultados obtenidos en las muestras de miel
clara y miel oscura presentados en la Tabla 6, fueron semejantes a mieles de India, con
valores que oscilaron entre 78.2-80 °Brix (125), asi como también con los exhibidos en
Coahuila, México, en donde las mieles tuvieron 73 y 81°Brix (18).

Por otra parte, la jalea real, tuvo el menor contenido de solidos solubles, lo cual
pudiera estar relacionado con su alto porcentaje de humedad (130), asi mismo los valores
alcanzados en el presente escrito (36.33+0.57), tuvieron similitud con un estudio llevado a
cabo en Colombia en el 2009, donde compararon muestras de jalea real procedentes de
Europa y Africa, obteniendo valores de 37.8+0.67 y 35.6+0.17 °Brix, respectivamente (100).
Entre los azucares responsables de esta medicion resalta la glucosa que alcanza hasta
2.319/100 g, igualmente la fructosa y la sacarosa en un rango amplio que puede oscilar entre
3.10 y 8.20 g/100 g y en menor proporcién maltosa, gentiobiosa, isomaltosa, trehalosa
(100,121).

8.1.2.3 Acidez titulable

La acidez titulable es una medicién que corresponde a la cantidad de hidroxido de
sodio utilizado para neutralizar los grupos acidos organicos en un alimento (131), estos se
han utilizado en la conservacion de alimentos y como una nueva generacion de promotores

de crecimiento en lugar de antibioticos (104).

Como se puede observar en la Tabla 6, el polen fue el producto de la colmena con la
mayor acidez. El compuesto responsable de la acidez en el polen es el acido glucdnico, el
cual puede alcanzar una concentracion de hasta 3.2g/100g (104). Fuenmayor (2014),
encontré un minimo de 155 mEg/kg y un maximo de 402 meqg/kg (103), la variabilidad de
los resultados pudiera al método empleado el cual tuvo algunas diferencias con respecto

Fuenmayor, ya que en el realizaron un monitoreo del pH durante la titulacion.

Con respecto a la miel, el acido predominante de igual forma es el glucénico, su

presencia, se origina a partir de la actividad de la glucosa oxidasa, la cual es de gran interés
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ya que causa la produccion de peroxido de hidrogeno que no solo estabiliza la maduracion
del néctar contra el deterioro, sino que también tiene una accién microbicida (132). La NMX-
F-036-1997 establece un maximo de 40 mEqg/kg de &cido (77), por lo que a partir de los datos
expuestos en la Tabla 6, las mieles estudiadas (miel clara y oscura) cumplieron con este
pardmetro al contener 21.00+1.73 mEq y 28.33 £2.88 mEq/kg. Aazza y colaboradores (2014)
en Marruecos, report6 valores para una miel de lavanda de 21.10+0.70 mEqg/kg y 27.00£0.7
mEq/kg para una multifloral (133), los cuales fueron similares a la miel clara y miel oscura
respectivamente. Por tanto, se puede deducir que las muestras de miel de Tulancingo, tienen
estabilidad contra el deterioro causado por los microorganismos, al cumplir con lo

establecido por la norma anteriormente mencionada.

En cuanto al propdleo, su acidez esta dada por el acido benzoico y sus derivados, el
cual ademas de conferirle esta propiedad (acidez), permite al propdleo una actividad
antimicrobiana (134), inclusive, ha sido utilizado en extracto como conservador de
salchichas, como lo describe Viera y colaboradores (2016) (135), por tanto el propéleo al
formar parte del alimento de disefio le conferiria una estabilidad frente al almacenamiento y

desarrollo microbiano.

Por ultimo, el &cido 10-hidroxi-2 decenoico, mejor conocido como 10-HDA es el mas
abundante en la jalea real, al cual se le atribuye gran parte de su acidez y olor caracteristico,
el cual ha demostrado actividades bioldgicas y farmacologicas (136,137), actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y negativas (138) y se utiliza como marcador
de la calidad y autenticidad (33). La acidez en la jalea real de Tulancingo, fue menor a lo
referido por Salamanca-Grosso y colaboradores (2009) en Colombia, en el cual se
compararon muestras de abejas africanas y europeas, hallando valores de 346.30+13.2
mEq/kg y 268.00£0.25 mEqg/kg (100).

8.1.2.4  Hidroximetilfurfural (HMF)

El HMF es un aldehido producido por la degradacion del azlcar a través de la
reaccion de Maillard (reaccion de pardeamiento no enzimatico) durante el procesamiento de

alimentos, como la aplicacidn de calor o el almacenamiento prolongado (139).
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La determinacién de la concentracién de HMF es ampliamente reconocida como un
pardmetro que afecta la frescura y calidad de la miel (140,141), ya que cuando ésta es
sometida a altas temperaturas, almacenada durante mucho tiempo y/o en presencia de luz,
genera como resultado una mayor descomposicion del peroxido de hidrégeno, mayores
cantidades de reacciones redo las cuales pueden influir sobre la estabilidad de los
antioxidantes y asi como una disminucion en el contenido de aminoécidos, lo cual se debe a
su vez a transformaciones quimicas que ocurren por las reacciones de Maillard (142-144).
Existen normativas internacionales y nacionales, como el Codex Stan 12-1981 y la Unién
Europea (Directiva 110/2001), quienes establecen que el contenido de HMF en la miel
después de su elaboracion y/o mezcla no debe ser superior a 40 mg/kg y para mieles de
ambientes tropicales, debe contener un maximo de 80 mg/kg (145,146), mientras que la
NMX-F-036-1997, determina un valor maximo de 150 mg/kg (77). Tomando en cuenta los
valores obtenidos de las muestras de miel clara y oscura (Tabla 7), las mieles evaluadas
cumplen con los parametros establecidos en las tres reglamentaciones, con 20.4 mg/kg en
miel clara y 21.9 mg/kg en miel oscura, concluyendo asi que las mieles analizadas no tenian
mucho tiempo de almacenamiento y fueron tratadas en condiciones térmicas adecuadas
durante su proceso de obtencion. Estos resultados difieren de los obtenidos por Pasias (2017),
en donde se estudiaron mieles multiflorales de Grecia, quien menciona que la variacion de
este parametro depende drasticamente si la miel es fresca, pues el HMF aumenta conforme

la miel envejece (147).

8.1.25 Viscosidad

La evaluacion de la viscosidad en las mieles representa una propiedad importante
en los aspectos tecnoldgicos de su produccion ya que proporciona informacion sobre la
variacion estructural de los azlcares, los cuales pueden verse afectados por diversos
paramétros como la temperatura, contenido de humedad y la presencia de cristales o coloides
en el producto (148). Draiaia (2015), menciona que la proporcién de fructosa/glucosa es un
indicador que afecta la viscosidad en mieles, asi entonces una relacion por debajo de 1.0
provoca una cristalizacion mas rapida teniendo una viscosidad mayor y se convierte mas
lenta cuando dicha relacion es mayor de 1.0, confiriéndole una menor viscosidad, ello pudiera
explicar por qué la miel clara de Tulancingo tiene una mayor viscosidad en comparacion a la

miel oscura de Tulancingo (149).
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Por otro lado, la aparicion de las curvas del comportamiento reoldgico de las mieles
en la Figura 4, confirma que la naturaleza de las muestras bajo analisis es no newtoniana,
pues la viscosidad fue disminuyendo al tiempo que aumentaba la velocidad de corte,
generando un cambio en su consistencia al adelgazarse (150). Pocos autores han informado
sobre este comportamiento en miel, sin embargo se sugiere que puede ser debido a la
presencia de compuestos de alto peso molecular como proteinas o polisacéricos (dextrano)
(151). Comportamiento similar para ambos tipos de mieles, fue el observado por Witczak y
colaboradores (2011) en muestras de miel originarias de Polonia (150) y resultados similares
a los de miel oscura en mieles de India (1140-5018) (125).

La utilidad de las propiedades reoldgicas en este escrito se sugiere que radica en su
contenido de polisacaridos como los dextranos, los cuales estarian siendo aportados en el
alimento de disefio a traves de la mezcla de ambos tipos de mieles con otros productos de la
colmena. Dentro de la industria alimentaria los dextranos se utilizan como agentes para la
inhibicion de la cristalizacion del aztcar, como gelificantes en caramelos y jaleas, espesantes,

asi como emulsionantes (para la estabilizacion de las particulas de una emulsién) (152,153).

8.1.3 Anadlisis microbiologico

El diagnostico de la calidad microbioldgica de un alimento permite la evaluacion de
las condiciones de procesamiento, almacenamiento y distribucion, asi como la presencia de
microorganismos, en el polen de abeja, se relaciona con practicas inadecuadas durante su
manipulacién (154). Los resultados obtenidos con respecto a meséfilos aerobios demuestran
su presencia en el polen (1.95+0.24 Log'® UFC/g); resultado de la exposicidn continua del
polen al medio ambiente, asi como por la interaccién de las abejas con el mismo (155). No
se cuenta con alguna regulacién de los parametros microbioldgicos, sin embargo, los
resultados obtenidos fueron menores a los reportados por De-Melo (2015) en polen brasilefio
con 2.04-2.88 Log! UFC/g (156).

La miel por su lado, es un alimento de humedad intermedia, con un pH &cido,
humedad y actividad de agua bajas, elevada viscosidad, alta concentracién de azlcares y
presién osmotica alta, por lo que la hacen un sustrato poco apto para el desarrollo microbiano
(157). Algunos autores también puntualizan que la actividad antimicrobiana de la miel se

debe a la presencia de perdxido de hidrégeno producido por la enzima glucosa-oxidasa, los
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flavonoides, cidos aromaticos y los antioxidantes fendlicos (158), otros sugieren que debido
a su alta osmolaridad generada por el gran contenido de carbohidratos en forma de azlcares,
las bacterias no tienen suficiente acceso al agua para crecer y en consecuencia, los
microorganismos se deshidratan y finalmente mueren (159,160). Todo lo anterior explica la
ausencia de UFC en las muestras de miel, ademas, los resultados coinciden con las

encontradas por Malika y colaboradores y por lurlina en 2005 (132,161).

Para el recuento de enterobacterias, no se detectaron microrganismos, por lo que las
muestras no presentan riesgo sanitario. Los resultados concuerdan con lurlina (2005), en
muestras de miel y con los pardmetros establecidos por la NMX-F-036-1997, la cual
establece que la miel no debe contener enterobacterias (77,161). Tampoco se detectaron
esporas en mieles, propdleo y jalea real. EnColombia en el 2010, asi mismo se demostro
también ausencia de esporas en miel (162).

Por lo anterior, las muestras analizadas tuvieron un correcto buenas practicas de higiene

durante su obtencidn, procesamiento y almacenamiento.

8.2 Propiedades funcionales de productos de la colmena de Tulancingo y Mérida
8.2.1 Contenido de antioxidantes

Actualmente, la cuantificacion de compuestos antioxidantes es de gran interés, debido
a su capacidad donante de atomos de hidrogeno, que los convierte en una alternativa para
prevenir y |contrarrestar enfermedades asociadas al estrés oxidativo, como el cancer, diabetes
y las enfermedades cardiovasculares (163). La cuantificacion de betaninas y betaxantina se
presenta en la Figura 5 y 6, expresadas como betaninas y equivalentes de indicaxantinas,

respectivamente.

8.2.1.1  Betalainas (betaninas y betaxantinas)

Las betalainas son un grupo de pigmentos que se dividen en betaninas (mas
abundantes en frutos y dan coloracion rojo-plrpura) y betaxantinas (proveen coloracion
amarillo-naranja) (82). Diversas publicaciones sefialan las propiedades antioxidantes de estos
compuestos y su importancia al ser apreciados como ingredientes nutracéuticos promotores
de la salud (164-166).
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Los resultados mostrados en la Figura 5 reflejaron que el valor més alto de betaninas
correspondio al propé6leo de Mérida (19.46+1.09 mg EB/100g). No existen evidencias
cientificas sobre la determinacion de este compuesto en muestras de prop6leo, no obstante,
Garcia-Cruz y colaboradores en 2016, identificaron un contenido de 42.4-57.1 mg EB/100g
en muestras de xoconostle y pitaya de Puebla (167), mayor a lo observado en este documento.

En relacion al contenido de betaxantinas, la muestras de propéleo (PR TGO con
51.59 mg EI/100g y PR ME con 1.14 mg EI/100g) mostraron el contenido més alto; sin
embargo, el propdleo de Tulancingo resulto ser el producto de la colmena con el mayor
aporte. No existe evidencia que describa la proporcion es este pigmento en productos
apiarios, por lo que, comparando los valores hallados en este trabajo, con lo exhibido por
Ramirez-Ramos (2015) en México de diferentes variedades de tuna, los resultados en la tuna
purpura (10-59.18 mg EI/100), fueron semejantes al propoleo de Tulancingo (PR TGO) y los
valores para las variedades Altefia Blanca, Platano, Huatusco, se consideran similares al resto
de las muestras (0.21-2.76mg E1/100g) (168).

8.2.1.2 Fenoles

Dentro del amplio grupo de compuestos funcionales de los alimentos, estan los
polifenoles, ellos son importantes para el desarrollo y el buen funcionamiento de las plantas,
ya que actuan como atrayentes de animales para la polinizacion, agentes protectores contra
la luz UV o contra la infeccidn por organismos fitopatdgenos. Su contenido es muy variable,
ya que depende de muchos factores como la variedad o el grado de maduracion del mismo
(169,170).

De acuerdo con Cartaya, (2001), los compuestos fendlicos que poseen un gran
namero de grupos hidroxilos insustituidos, se encuentran combinados con glucosa, galactosa,
arabinosa etc., los cuales son compuestos considerados no polares, por lo que son
moderadamente solubles en solventes como etanol, metanol, butanol, acetona, DMSO
(dimetilsulfoxido) (170); ello puede explicar parte del porque el propéleo de Tulancingo fue
la muestra con mayor contenido de fenoles, ya que en su procedimiento de extraccion se
utilizé una solucion etandlica ademas el propdleo se caracteriza por una composicién quimica
compleja y diversificada, dependiendo de la planta de la que se recolecta y de muchos

factores como es el clima o la humedad del ambiente, es asi como entre sus tantos
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componentes, el papel mas importante hacia la salud se le atribuye a sus compuestos
fendlicos, en los cuales se han identificado acidos fendlicos como el protocatéquico, p-
cumaérico, feralico y cafeico (171,172). Lamentablemente, pocas evidencias han sido
desarrolladas con prop6leos mexicanos, pero es evidente que aporta una actividad biolégica
relevante, derivado de sus compuestos antioxidantes que contiene. Los valores obtenidos en
este escrito (Figura 7) difieren de los presentados en una investigacion realizada en propéleo
de Jalisco, México en el cual se exhibieron valores de 26,000 mg EAG/100g (173).

Por otro lado, el contenido de fenoles en las mieles analizadas en comparacion con
las de otros paises, la miel clara de Tulancingo (37.98 mg EAG/100g), present6 similitud a
lo reportado por Moniruzzaman y colaboradores en el 2013 (Malasia), con valores de 35.27
mg EAG/100g) (174). Los valores arrojados en la miel oscura de Tulancingo (52.38 mg
EAG/100g) evidencian, un contenido semejante a lo encontrado en miel proveniente de
Malasia (58.92 mg EAG/100g) (175). Con respecto a las muestras de miel de Mérida, ambas
(miel clara y oscura) fueron menores a lo reportado por Alvarez-Suarez (2010) (65), la
variabilidad en su contenido se esperaba ya que las propiedades y composicion de la miel se
ven muy afectadas por diversos factores como puede ser la fuente del néctar, temporada de
recoleccion y condiciones de almacenamiento (176). Algunos de los compuestos bioactivos
existentes en la miel que se han reportado son galangina, apigenina, quercetina, kaempferol,

luteolina e isorhamnetina y naringenina (177).

Los resultados obtenidos en la jalea real de Tulancingo y Mérida (389.44+0.40 y
6.92+0.09 mg EAG/100 g; respectivamente), arrojaron una presencia menor a lo reportado
por Ceksteryte y colaboradores (2016) en muestras de Lituania (1,070+3.00mg EAG/100g)
(178) (Figura 7). Se han documentado numerosos compuestos fendlicos en la jalea real, entre

ellos la herperetina, naringenina, acacetina, apigenina, crisina, luteolinay kaempferol (179).

Finalmente, en base a los datos expuestos en la figura 7, se observo en polen un total
de 1583.86+1.15 EAG/100 g, los cuales fueron similares con respecto a los reportados por
Morais y colaboradores (2011) en polen portugués (minimo de 1050 y maximo de 1680
EAG/100g (180). Algunos de los compuestos que se han identificado en el polen son el acido
clorogénico, &cido galico, acido ferdlico, cindmico, cafeico, quercetina, kaempferol y

miricetina (181).
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8.2.1.3  Acido ascorbico

Es un representante del grupo de las vitaminas hidrosolubles, que se puede sintetizar
por las plantas y por muchos mamiferos, pero no por el humano, esta presente en pequefias
cantidades en los alimentos, siendo indispensable para la vida y la salud, por lo que el
desarrollo de los métodos para la determinacién de este compuesto han recibido una atencién
creciente, ya que actia como antioxidante contra una variedad de enfermedades y desempefia

muchas funciones fisiologicas (182,183).

El &cido ascorbico estuvo presente en mayor concentracion en el polen de Tulancingo
(Figura 8), los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren a lo informado por
Bonta en el 2013, en Rumania (184), la diferencia se puede explicar por la variabilidad
climatica, region y al periodo del afio en que se recolectaron las muestras (185). Por otro
lado, se ha establecido que el proceso de deshidratacion que se lleva a cabo en el polen,
pudiera dar lugar a procesos de fermentacion y deterioro, mismo que puede provocar una
pérdida en el aporte del acido ascorbico durante su procesamiento y almacenamiento (186).
Por tanto, se pudiera inferir que las combinaciones de estos factores anteriormente
mencionados juegan un papel determinante en la modificacién del contenido de acido

ascérbico aun siendo originarios del mismo pais tal como sucedié en el polen de Mérida.

8.2.2 Actividad antioxidante y actividad quelante

Existen sistemas de defensa antioxidante en los seres que tienen la propiedad de
impedir la accion nociva de los radicales libres, sin embargo cuando los sistemas sin
insuficientes, resulta necesario el proveerle al organismo sustancias antioxidantes exdgenas
a partir de los alimentos (187). La actividad antioxidante de ciertos alimentos depende del
contenido de una mezcla de antioxidantes con diferentes mecanismos de accion e
interacciones sinérgicas. Por este motivo, es necesario aplicar varios métodos para determinar

la capacidad antioxidante in vitro de los alimentos (90).

Numerosas investigaciones in vitro con métodos utilizando por DPPH**, ABTS*" y
FRAP han confirmado su potencial antioxidante de los productos de la colmena, la cual
puede estar determinada por diversos factores, en el caso del polen esta determinada por el
contenido de polifenoles y flavonoides anteriormente mencionados (181). En cuanto a la jalea

real, sus propiedades antioxidantes se atribuyen principalmente a la presencia de acido 10-
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hidroxi-2-decenoico y aminoécidos libres que incluyen prolina, cistina y cisteina (188). Por
otra parte, los compuestos fendlicos diferentes a los flavonoides (como el &cido
cafeicoquinico y artepilina C) y los flavonoides existentes en el propéleo, son responsables
de su actividad antioxidante (189,190).

En relacion a la actividad antioxidante de la miel, se debe a la presencia de una
variedad de compuestos como los flavonoides (apigenina,, kaempferol, quercetina, y crisina),
acidos fendlicos (4cido galico, cafeico, p-cumarico y ferulico), acido ascorbico, tocoferoles,
superoxido dismutasa, productos de reaccion de Maillard, péptidos, aminoacidos y selenio,
dentro de los cuales el que aporta gran parte de la actividad y el mas potente es el acido galico
(191,192).

Asi entonces, en base a los compuestos con actividad biologica en los productos de
la colmena que le confieren su actividad antioxidante, se han llevado a cabo investigaciones
en modelos humanos, animales y en tejidos con la finalidad de evaluar el efecto benéfico en
la salud humana, en diversas afecciones como las enfermedades cronicas no transmitibles,
cancer, inflamatorias, las cuales se mencionaron con anterioridad en el apartado de

antecedentes.

8.2.2.1  Actividad antioxidante por DPPH**

La molécula de DPPH*", se caracteriza por ser un radical libre que tiene mayor
afinidad para interpretar la actividad antirradical de compuestos liposolubles, ya que no
puede disolverse en medios acuosos (193). Los resultados para cada una de las muestras

analizadas se presentan en la Figura 9.

La mayor actividad antirradical por este método se observd en el propdleo de
Tulancingo (PO TGO), con un porcentaje de captacion de radicales mayor a lo reportado por
Marghitas y colaboradores (2009), (60.34% y 50%; respectivamente), en donde ademas se
encontrd una correlacion positiva entre la concentracion de flavonoides totales y la actividad
antioxidante por este método, mismo que puede explicar la razon del porque el PO TGO
presento la mas contenido de fenoles y por consiguiente mayor actividad antioxidante por
DPPH*" (194). Asi mismo, la elevada actividad antirradical del propdleo pudiera estar

relacionada con la alta proporcion de lipidos (extracto etéreo), del propdleo, pues el ensayo
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DPPH** es a fin a compuestos liposolubles. En adicion, el propéleo de Tulancingo (PR TGO)
y Mérida (PR ME), presentaron una actividad alta (24,250t 54.12 pmol ET/100g y
21615+404.76 pumol ET/100g; respectivamente), de igual forma observada por Palomino en
2009 (3390 y 32460 pmol ET/100g) (195).

Los valores obtenidos para las muestras de miel evaluadas (MC TGO, MO TGO, MC
ME y MO ME) presentaron una actividad menor a lo reportado por Anand y colaboradores
(2018), en mieles australianas, mismos que manifestaron un intervalo de 687-1869 pumol
ET/100g. Por otro lado, las mieles oscuras (MO TGO y MO ME), tuvieron valores mayores
comparado con las mieles claras (MC TGO y MC ME), hecho que puede ser explicado por
una correlacion entre el color y la actividad antioxidante, de modo que a mayor color mayor
actividad antioxidante (196). Con respecto al porcentaje de captacion de radicales, las mieles
analizadas presentaron un intervalo de 30.75 a 53.87%, siendo similar a lo reportado por
Moniruzzaman (2013) en miel de Malasia al observar un rango de 41.30-59.89% (174).

Finalmente, las muestras de polen exhibieron una captacion de radicales libres de
45.14% y 78.96% (PO TGO y PO ME respectivamente), siendo similar al rango reportado
por Dos Santos-Vasconcelos (2017) (42.35-78.58%) (197).

8.2.2.2  Actividad antioxidante por ABTS**

La utilizacion del sustrato acido 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazilina-6-sulfonato), es un
método eficaz para evaluar la actividad antioxidante al actuar con compuestos de naturaleza
lipofilica e hidrofilica (193).

Palomino en 2009, identifico en propdleo colombiano una actividad antioxidante, de
45550-109100 mg EAC/100g (195), el cual fue mayor a lo obtenido en el PR TGO y PR ME
(1766.88+£26.07 y 72994.48+0.00 mg EAC /100g), dichos resultados pudieran diferir al
presente estudio debido a las condiciones climaticas de México comparadas con Colombia y

de su origen botéanico.

Por otro lado, los resultados identificados en las muestras de miel analizadas (MC
TGO; 6.68+0.02 mg EAC /100g, MO TGO;14.00+0.00 mg EAC / 100g, MC ME; 33.58+0.34
mg EAC / 100g y MO ME; 30.01+0.30 mg EAC / 100g) (Figura 10), se hallaron semejantes

a mieles de Bangladesh en 2018, al evidenciar valores que oscilaron entre 8.24-111.48 mg
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EAC/100g (198). Por otro lado, una investigacion previa en Hidalgo, en mieles de Tasquillo,
Huehuetla y Acaxochitlan, evidencié una actividad antirradical de 23.44+0.80, 7.34+0.41 y
14.81+0.48 mg EAC/100g, respectivamente(199). Lo anterior refleja que la MC TGO fue
similar a la miel de Tasquillo, MO TGO a la de Acaxochitlan y las mieles de Mérida (MC
ME y MO ME), a la de Tasquillo. Mientras que en mieles hidalguenses de Acaxochitlan y
Tasquillo, se informaron valores de 54.2 y 58.25 mg EAC/100; respectivamente (200), las
diferencia entre las muestras pudo estar influenciado por el origen botéanico del néctar asi
como de la temporada de recoleccién, factores ambientales como la humedad, temperatura y
la composicion del suelo (201).

Finalmente, para las muestras de polen las muestras provenientes de Tulancingo y
Mérida (PO TGO: 1507.53+0.00 mg EAG/100g y PO ME: 1237.35+9.95 mg EAC/100g),
manifestaron un actividad antioxidante mayor con respecto a las muestras de polen de
Lituania, con 647 mg ET/100g (178), la variabilidad en las cifras pudieran deberse al reactivo

utilizado para la realizacion de la curva patron.

8.2.2.3  Actividad antioxidante por FRAP

El ensayo de FRAP, es un método empleado para medir el poder reductor en muestras
de plasma, sin embargo, también se ha adaptado y utilizado para el ensayo de antioxidantes
en productos alimenticios y se considera la actividad antioxidante de una muestra como una
medida de su capacidad reductora Fe** (202). La figura 11 muestra las diferencias

significativas (p <0.05) entre los productos de la colmena.

Con respecto a las muestras de miel de Tulancingo, se pudo observar que los
resultados encontrados fueron semejantes a los reportados por Ruiz-Navajas en el 2011, en
Tabasco, México, en mieles uniflorales y multiflorales (203). La muestra de MO TGO
(157.58+1.44 mmol Fe*?), arrojé una actividad antioxidante similar a las mieles multiflorales,
mientras que la MC TGO y MC ME (82.54+0.72 mmol Fe*2y 229.43+0.001 mmol Fe*?,

respectivamente), fueron similares a las mieles uniflorales.

Los valores observados en el presente documento para las mieles, también resultaron

parecidos a los descritos en un estudio realizado por Alvarez —Suérez (2010), en mieles
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uniflorales originarias de cuba de diferentes variedades (vid navidefia, gloria de la mafana,

vid de lino y frijol cantante) (65).

En cuanto a las muestras de polen de Tulancingo y Mérida, ambas difieren a lo
informado por Dos Santos-Vasconcelos (2017). Los resultados pudieron ser diferentes a
causa de las unidades utilizadas para expresar los resultados, ya que en este trabajo se
expresaron como mmol Fe*2 y Dos Santos en mg EAG/g (197), la variacion en sus
componentes también puede deberse a que las propiedades del polen se ven influenciadas
por su origen botanico, las condiciones del suelo, clima y tiempo de cosecha creando un
factor adicional al momento del anélisis de los resultados (197).

Por Gltimo, en relacion a la jalea real para JR TGO y JR ME fueron contrastadas con
2 estudios: uno realizado por Balkanska y colaboradores en el 2017, el cual obtuvo valores
similares (350 mmol Fe*?/100g) (204), a los de JR TGO (370.91+1.44 mmol Fe*?/100g), y
otro llevado a cabo por Pavel en el 2014 en Rumania en donde compararon la jalea real local
y comercial (220 mmol Fe*?/100g y 183 mmol Fe*?/100g, respectivamente) (205), siendo
ambos mayores a los hallados en la JR ME. Los diferentes resultados pueden ser dependiente
de la edad de la larvas que estén consumiendo la jalea real, asi como del tiempo de

recoleccion después de la transferencia de las larvas a la colmena (24,48, 72 horas) (188).

8.2.2.4  Actividad quelante

La terapia de quelacion en el medio clinico ha sido propuesta para la eliminacién de
metales pesados en el cuerpo, asi como la disminucién en la produccién de radicales libres,
de tal modo que el EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) constituye una alternativa para

la determinacion de actividad quelante (206,207).

La actividad quelante se refiere a la capacidad de un compuesto formar complejos
con iones metalicos; nutricionalmente hablando es de suma importancia que los iones de
hierro, cobre, cromo, se encuentren quelados en el organismo ya que, de no ser asi,
experimentan reacciones redox que poseen la capacidad de producir radicales libres. Los
principales mecanismos para causar toxicidad por metales pesados incluyen: la alteracién de

la homeostasis de la actividad antioxidante/ pro-oxidante (208,209).
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Todas las muestras presentaron actividad quelante en menor o mayor medida, como
se describid anteriormente en la Figura 12, en donde el PO TGO tuvo los valores mas altos
para esta propiedad, con un porcentaje de 68.27+0.05%. Kao y colaboradores (2011)
observaron en muestras de polen de Taiwén, una relacion dependiente de la cantidad de
muestra, asi como del tipo de extraccidn, de modo tal que al disolverlo en agua caliente, agua
fria, etanol al 50% y etanol al 95%, a diferentes concentraciones (2-16 mg/mL), concluyeron
que la extraccion al 50% de etanol, mostré una mayor actividad quelante, la cual oscilé entre
50-75% (210), siendo parecido a la obtenida en la este documento para el PO TGO.

Por otra parte, las muestras de miel evaluadas evidenciaron una actividad quelante
mayor (MC TGO 58.72+0.03; MO TGO 60.14+0.15, MC ME 28.17+0.01 y MO ME
27.92+1.72), a la referida por Nse-Ita en 2011 (Nigeria), ya que en dicha investigacion se
exhibié un rango menor al 10%, tomando como referencia el EDTA (211), por lo tanto, las
muestras analizadas de Hidalgo y Mérida, manifiestan una mayor capacidad para generar

complejos con iones metalicos.

Con respecto al propoleo de Tulancingo y Meérida, la actividad quelante fue de
28.17+0.01% y 16.73+0.95%, respectivamente (Figura 13). Un estudio realizado en Portugal
refirio un porcentaje variable en el rango de 23.91-50.36%, para aquel recolectado en
primavera y un intervalo de 32.53-64.52% de invierno (212), realizando la extraccion con
etanol, el disolvente mas comunmente utilizado para la extraccion de prop6leos es el etanol
(particularmente a una concentracion de 70-75%) (188), este mismo procedimiento fue
llevado a cabo en el presente trabajo (1 g de muestra en 30 mL de etanol al 70%), por lo que
se esperaria que los resultados fueran semejantes, sin embargo, la composicion quimica del
propdleo esta intimamente relacionada a la biodiversidad de la flora, regidén geogréfica, clima
donde se recolecta (213,214).

8.3 Formulacién y microbiologia del alimento de disefio y comparacion de las
propiedades fisicoquimicas y funcionales entre el producto Mérida y el
formulado.

8.3.1 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial surge como disciplina para medir la calidad de los alimentos,

para conocer la opinion y mejorar la aceptacion de los productos por parte del consumidor,
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ademas no solamente se tiene en cuenta para el mejoramiento y optimizacion de los productos
alimenticios existentes, sino también para realizar investigaciones en la elaboracion e
innovacion de nuevos productos, en el aseguramiento de la calidad para su promocion y venta
(215).

La figura 13 muestra los puntajes de la evaluacion sensorial obtenidos para cada

formula (producto Mérida y alimento de disefio) y atributo evaluado.

8.3.1.1 Color

Una caracteristica del tipo organoléptica asociada a la calidad de la miel, es el color,
el cual tiene que ver con su aspecto que permite juzgarla; este parametro generalmente se
relaciona con la madurez, origen botanico y geogréafico (216). Los valores obtenidos
oscilaron entre 5.83 y 6.13 puntos (nivel de agrado de ni me gusta ni me disgusta y me gusta
ligeramente), siendo la numero 90 aquella con el puntaje menor y la 48 con el puntaje mas
alto, esto se puede deber a que la formula 90 contenia menor cantidad de miel clara igual al
11%, en comparacion a un 16% presente en la formula 48, mismo que le pudo otorgar un
color méas tenue o menos brillante y por ende los panelistas la identificaron con un menor

grado de aceptacion para este atributo.

8.3.1.2 Olor

El olor es la cualidad de una sustancia que afecta olfato y pertenece a los sentidos
quimicos, puesto gque reacciona solamente por estimulos. Algunas clases de compuestos
organicos responsables de olores en alimentos, son los ésteres, acidos y aldehidos volatiles
(217). El olor de la miel depende en gran medida del origen floral debido a las sustancias
organica volatiles que le afiade cada néctar, asi como el grado de antigtiedad de la misma, el
polen por su lado presenta olor de resina, paja y miel y el propdéleo un olor balsdmico (218-
220). Los resultados para éste parametro fluctuaron entre 5.63-6.07, refiriéndolos de acuerdo
a la escala heddnica en un nivel de agrado entre “no me gusta ni me disgusta” y “me gusta
ligeramente ”. El Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (2014), sugiere que el
problema general del analisis de aroma, es la desproporcion existente entre las sensaciones y
el vocabulario utilizable de los panelistas, que dificultan la comunicacion sutil de las

diferencias percibidas entre tratamientos o productos (221).
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Para este procedimiento se utilizaron diversas proporciones de miel claray oscura, en
combinacion con polen, jalea real y propoleo, sin embargo, la poca diferencia en el puntaje
para este atributo pudiera ser explicado por la combinacion maltiple de olores que cada
ingrediente le afiadia, mismo que originé en cierta forma una dificultad para discernir cual
tenia mejor olor, no obstante, la formula 90 mostré los valores mas bajos, la cual al
compararla con la formula 48 que tuvo el mayor puntaje de agrado, se encontré que ambas
contenian la misma proporcion de polen, jalea y propdleo (ver anexos) pero diferente
cantidad de miel clara y oscura por lo que la variacién en cuanto al nivel de agrado para dicho
parametro fue dependiente de la cantidad de miel clara y miel oscura utilizada.

8.3.1.3 Sabor

El sentido del gusto hace referencia a los sabores en los alimento, y es una
caracteristica percibida por la lengua (215,216). Los valores obtenidos para esta caracteristica
variaron de 5.10-6.10, determinandose de igual forma con un nivel de agrado de no me agrada
ni me desagrada a me gusta ligeramente, siendo la formula 58 la que correspondio el valor
mas bajo para este criterio, de donde la cantidad utilizada de cada ingrediente, se encontrd
que ésta contenia un 2% menos de propoleo, 1% mas de polen, 2% menos de miel claray 3%
de miel mas de miel oscura en comparacion con la muestra 48, la cual tuvo el mayor nivel de
agrado para sabor, contrario a lo que se esperaba, los panelistas no encontraron desagrado en
el producto cuando este contenia mayor cantidad de propGleo en extracto, pero si una

diferencia notable cuando la cantidad de miel oscura se elevaba.

Arrabal (2000), menciona que el sabor de la miel varia en funcion del tipo de flor, de
la region geografica y del clima, asi como de la presencia de acido glucénico, sin embargo
no debe de estar presente en gran cantidad debido a que le puede originar un sabor &cido
(222), por lo cual se puede deducir que los acidos organicos en cada una de las muestras y en
especial en las mieles al ser parte mayoritaria del producto, se consideran determinantes en

el sabor de las formulaciones.

8.3.14 Consistencia

Este atributo se refiere la evaluacion de las caracteristicas mecanicas (dureza,
cohesidn, viscosidad), y geométricas (arenosidad, granulosidad, fibroso), asi como el orden

en el cual éstos se presentan desde que se prueba, se deglute o mastica (18). Los panelistas
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refirieron esta propiedad con el nivel de agrado de “ni me gusta ni me disgusta a me gusta
ligeramente”, traducido en puntajes estos oscilaron de 5.40 a 6.10, de donde el puntaje menor
correspondio a la férmula 58, esto pudo deberse a un aumento en la viscosidad provocada
por un menor contenido de propdleo en extracto (5%) y un mayor contenido de miel oscura
(53%). Por lo cual se podria afirmar que los panelistas prefirieron una consistencia menos
viscosa, 0 con una textura mas suave, como en la formula 48, la cual fue la de mayor nivel

de agrado al contener 7% de propdleo en extracto y 50% de miel oscura.

8.3.1.5  Aceptacion general

De acuerdo con Costell (2001), la aceptacion general es el resultado de la interaccion
de los atributos fisicos y organolépticos del alimento y el estado de salud, fisiolégico y
psicologico del consumidor en un momento determinado (223). En la escala sensorial las 6
formulaciones fueron calificadas con una valoracion de 5.13 (ni me gusta, ni me disgusta) a
6.00, la mezcla de 50% miel clara, 16% miel oscura, 25% polen, 2% jalea real y 7% propéleo
fue la méas aceptada. Esta preferencia por parte de los panelistas puede deberse a las
caracteristicas de textura, dulzura, acidez y color que le otorgo cada uno de los ingredientes,
lo cual hizo ser identificada como aquella con mayor aceptabilidad, relacionado
simultdneamente a que también fue la mejor calificada para la mayoria de los atributos, como

se menciond anteriormente.

8.3.2 Propiedades fisicoquimicas del producto Mérida y formulado
8321 pH

Como se menciono anteriormente, hubo diferencias significativas para este parametro
en las formulaciones (Tabla 7), correspondiendo el valor mas bajo al producto formulado
(alimento de disefio) y pudo deberse a que su componente mayoritario fue miel oscura (en
50%, con un pH de 3.82, por lo tanto, al combinarse con el resto de los ingredientes, origind

gue se mantuviera este nivel de acidez.

Por otro lado, Carrero-Castillo en 2016 evalu6 el pH de una mezcla con 90% de miel
de abeja y 10% jalea real, reportd un valor de 4.50, siendo similar al encontrado en el
producto de Mérida (219).
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8.3.2.2 Sélidos solubles

De acuerdo con Murillo (2015), a mayor contenido de humedad, menos °Brix (130),
ello pudiera explicar que en el alimento de disefio se encontr6 un total de 71+1.15 en
comparacion con 76+0.00 de la muestra de Mérida (Tabla 4). Es decir, que el alimento de
disefio al contener propdleo en extracto, el cual contenia alcohol de cafa y jalea real, la cual
tiene una humedad del 67%, ambos ingredientes le confirieron al producto mayor humedad
y por lo tanto gener6 una disminucion en el contenido de sélidos solubles.

8.3.2.3 Viscosidad

Con respecto a la viscosidad, se puede observar en la figura 14 ambas muestras que
ambas muestras tuvieron un comportamiento newtoniano similar, sin embargo, el alimento
de disefio tuvo una menor resistencia a fluir conforme la velocidad de corte aumentaba, este
efecto, pudo ser originado por un mayor porcentaje de humedad, en la muestra y a la adicién
de propdleo en extracto y jalea real.

8.3.3 Microbiologia del producto formulado

Los resultados anteriormente descritos demuestran que el producto formulado, es
inocuo, con un bajo contenido de meséfilos aerobios y esporas, asi como una ausencia de
enterobacterias, este comportamiento pudo tener su origen en las caracteristicas
fisicoquimicas del producto como el pH y la elevada viscosidad. Los acidos organicos de la
miel conforman aproximadamente el 0.5% de su composicidn, los cuales influyen

favorablemente en el sabor y en la estabilidad que presenta frente a microorganismos (224).

Otros autores también refieren que el efecto antiséptico en la miel se debe a su fuente
floral y por otro lado la osmolaridad que presenta la miel, creando un ambiente capaz de
inhibir microorganismos patdgenos, por lo que la proporcion alta de miel en el producto (un
50% de miel oscura y 16% miel clara; 66% total), le proporcioné cierto efecto inhibitorio

contra el crecimiento bacteriano y de esporas (225).
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8.3.4 Contenido de antioxidantes del producto Mérida y formulado
8.3.4.1 Betalainas (betaninas y betaxantinas)

Los valores obtenidos para betaninas reflejaron un contenido mayor cuando la
muestra se encontrd en extraccion acuosa, correspondiendo el valor mas alto al producto
formulado (FORM TGO AC), con 2.25+0.00 mg EB/100g (Figura 15). Gandia-Herrero
(2016) menciona que las betalainas (las cuales incluyen a las betaninas y betaxantinas), son
compuestos solubles en agua (226), hecho que puede explicar que el valor més alto fuera se
encontrara en la FORM TGO AC, ademas de contener mas productos de la colmena en
comparacion con la FORM ME AC.

Los resultados obtenidos en la FORM TGO AC fueron semejantes con los reportados
por Albano 2015, en el cual se evalud el contenido de betaninas de dos variedades de tuna,

siendo la tuna naranja la que mostré un contenido de 3.6+0.9 mg EB/100g (227).

Respecto a las betaxatinas, el valor mas alto se hallo en la FORM TGO AC (Figura
16), en donde de igual forma pudo deberse a que las betaxantinas son solubles en agua (226).
Los valores obtenidos para todas las muestras (Figura 18), exhibieron un contenido menor a
los de Fernandez-Lépez (2018), el cual determinG este compuesto en variedades de tunas

originarias de Espafa (27.5+1.6 mg EI1/100 g).

Asi mismo, algunos estudios in vivo han determinado la actividad biologica de estos
compuestos atribuyéndole un efecto supresor en la produccion de acidos grasos de cadena
corta en modelos de ratas dislipidémicas, asi como responsables de la reduccion de colesterol,

triglicéridos y un aumento de HDL en un modelo de ratas diabéticas (228,229).

8.3.4.2 Fenoles totales

Como se detalld anteriormente en la figura 17, la extraccién acuosa organica arrojo
valores mayores de fenoles para ambas muestras en comparacion con la extraccion acuosa,
sin embargo, el contenido mayor se identifico en la FORM TGO AO (550.29+15.72 mg
EAG/100 g. Existen pocas evidencias sobre la cuantificacion de fenoles en miel mezclada
con otros productos. Juszczak y colaboradores en el 2016 evaluaron el contenido de fenoles

en muestras de miel complementada con polen, miel con propdleo y miel con jalea real
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(84.22+£23.84,114.82+42.5y 39.88+7.11 mg EAG/100, respectivamente) (230), por lo que el

contenido fue menor al referido en este documento.

Se han analizado el contenido de fenoles de mieles mezcladas con otros productos,
como en miel con ciruela adicionada en diferentes proporciones, indicando que este
aumentaba a medida que incrementaba la cantidad de ciruela afiadida, identificando un aporte
maximo de 41.64 mg EAG/100 g (231), estas cifras fueron menores a los hallados el presente

trabajo.

Cetkovic (2014), afiadié chabacano seco a la miel, la muestra que contenia un 40%
de chabacano, mostrd un incremento significativo de fenoles de 23.96+1.92 a 102.87+4.82
mg EAG/100 g (232), estos valores fueron también menores a los reportados en esta

investigacion.

Finalmente, se ha establecido que la ingesta regular de fenoles se asocia con una
mejoria significativa sobre los efectos adversos de varias enfermedades como céancer,
diabetes, alteraciones hepaticas, cardiovasculares, entre otros (233), debiéndose a la
presencia compuestos bioactivos especificos considerados dentro de la gama de fenoles,
como lo son los compuestos fendlicos y flavonoides, mismos que se han identificado en los
productos de la colmena, por ejemplo, en el caso de la miel se puede encontrar apigenina,
luteolina, kaempferol, miricetina, quercetina (234), en el prop6leo por su parte se ha

identificado acido cafeico, cumarico, ferulico kaempferol, apigenina y crisina (235).

8.3.4.3  Acido ascorbico
Comparando los resultados por tipo de extraccién para cada muestra, se pudo

observar en la Figura 18 que los valores mas altos correspondieron a la extraccion acuosa
organica. Debido a que no existen evidencias cientificas donde determinen acido ascérbico
en una mezcla de miel con otros productos, los resultados fueron contrastados con los
hallados por Khalil, 2012 en muestras de miel de Malasia identificando una concentracion
de 15.1-29.5 mg EAC/100g (236), siendo similares a los obtenidos en la FORM TGO AC y
la FORM ME AC (28.38+0.17 mg EAC/100g y 26.56+0.17 mg EAC/100g, respectivamente)
y menores a la FORM TGO AO y FORM ME AO (258.58+1.74 mg EAC/100g vy
286.86+4.62 mg EAC/100g, respectivamente).
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Otra publicacion similar en miel Ilevado a cabo en Arabia Saudita en el 2019, por Al-
Mosa y colaboradores identificO un contenido de 239.2-260.4 mg EAC/100g, los cuales
fueron semejantes a la FORM TGO AO y la FORM ME AO.

La determinacién de este compuesto toma importancia en base a el papel que juega
en el mantenimiento del equilibrio de la reduccién de 6xido (redox), asi como el probable
efecto que pueda tener en el tratamiento de enfermedades cronicas, autoinmunes y cancer
(237). Ademas Aljadi y Kamaruddin (2004), establecen que la capacidad antioxidante de la
miel esta fuertemente correlacionada con el contenido fendlico total en relacion con la
cantidad de vitaminas C y E (238). Por tanto, la actividad biolégica del alimento de disefio
se la estaria aportando el contenido de acido ascérbico, su alta proporcion de miel (tanto
oscura como clara) y la presencia de polen el cual en base a los resultados previamente

expuestos en la Figura 10.

8.3.5 Actividad antioxidante y quelante del producto Mérida y formulado
8.3.5.1  Actividad antioxidante por DPPH**

Tal como se describio en la Figura 19, el producto formulado presentd la mayor
actividad antiradical cuando se extrajo en medio acuoso organico (FORM TGO AO),
expresada en umol ET/100 g (Figura 20). No obstante, al convertir los valores a porcentaje
de inhibicion, el mas alto se manifesté en la FORM TGO AC (61.68+0.70%), el cual fue
27.6% mayor al observado en una mezcla de miel complementada con polen 'y 39.29% mayor
al de una mezcla de miel con polen, ambos analizados por Juszczak y colaboradores en el
2016 (230).

Mahmoud y colaboradores (2017), evaluaron la actividad antioxidante por DPPH**
en una mezcla de ciruela pasa, zanahoria, grosella, cascara de granada, zumaque, achicoria,
miel de maiz, soya y vitaminas (B2, C y D), hallando un porcentaje de inhibicion de
66.77+3.04%, cuando se encontraba en extraccion metandlica (239), siendo semejante a la
FORM TGO AC (61.68+0.70%).

Por Gltimo, los valores obtenidos para la FORM TGO AO (1385.66+27.53 umol
ET/100g), fueron mayores a los referidos por Chen y colaboradores en el 2014 en muestras
de naranja (966 umol ET/100g) y pera (648 umol ET/100g) (240), y menores por lo
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consiguiente para el resto de las muestras (FORM ME AO: 315.66+40.72 umol ET/100g,
FORM TGO AC: 219.90+2.5 pmol ET/100g, FORM ME AC: 162.90£2.5 umol ET/100g).

8.3.5.2  Actividad antioxidante por ABTS **

La mayor actividad antioxidante por este método, se identifico en el alimento de
disefio en la extraccion acuosa organica (FORM TGO AO) con 45.81+1.90 umol EAC
(Figura 20). Existe poca evidencia sobre la determinacion de actividad antirradical en
mezclas de alimentos. No obstante, el comportamiento con respecto al porcentaje de
inhibicidn, arrojé valores menores para todas las muestras en comparacién con las observadas
por Kennas y colaboradores (2018), en muestras de yogur complementado con miel y cascara
de granada, los cuales contenian una proporcién de granada de 2.5 al 10% y 2.5 al 5% de
miel (241).

Por otro lado, en base a los resultados reportados por Juszczak (2016), en una mezcla
miel con jalea real (14.87+3.40% de inhibicion) (230), fueron similares a los encontrados en
la FORM TGO AO y FORM ME AO (16.83£0.68% y 10.42+0.68%, respectivamente).

Finalmente, el porcentaje de inhibicidn, para el alimento de disefio y el producto
Mérida en ambos tipos de extraccion, fueron menores a los mostrados por Nguyen y Hwang
en 2016, en una mezcla de yogur y una baya nativa de America del Norte y Europa llamada
aronia en proporciones de 1 a 3%, evidenciando un rango promedio de 59.98-70.90% (242),

en comparacion con el rango hallado en este documento el cual fue de 10.42-29.27%.

8.3.56.3  Actividad antioxidante por FRAP

El poder reductor de las formulaciones medido por el método de FRAP, exhibid los
valores mayores en la FORM TGO AO (41.25+£0.52 umol Fe (11) / 100 g), de acuerdo con la
Figura 21.

Este resultado fue menor a lo reportado por Juszczak y colaboradores (2016), el cual
observé una actividad antioxidante de 232.31+71.1452 umol Fe (I1) / 100 g, en una mezcla

de miel con jalea real adicionada (230).

De igual forma, de acuerdo con Singh (2016), los resultados para todas las muestras

(FORM TGO AO: 41.25+0.52 pmol Fe (11) / 100 g, FORM ME AO: 21.59 pmol Fe (1) /
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100 g, FORM TGO AC: 10.64+0.02 umol Fe (11) / 100 g, FORM ME AC: 7.25+0.03 umol
Fe (1) / 100 g), fueron menores a los identificados en muestras de meldn, en el cual se
reportaron valores en el rango de 115-386 1452 pmol Fe (11) / 100 g (243). Guo y
colaboradores en 2003, identific la actividad antioxidante de FRAP en muestras de pulpa
de mango, manifestando 380 umol Fe (I1) / 100g (244), siendo menor a lo hallado en todas

las muestras en este trabajo.

8.3.5.4  Actividad quelante

Con respecto a la capacidad de quelacion de iones ferrosos, debido a que no existe
evidencia sobre la evaluacion de la actividad quelante de productos similares al alimento de
disefio formulado, los resultados (Figura 22). Alogbi (2016), determiné esta caracteristica en
muestras de jugo de granada obteniendo un rango de 14-18% (245), siendo similar a lo
hallado en la FORM TGO AO (19.89+0.13%) y menor al resto de las muestras.

Por otra parte, la FORM TGO AC con 50.51+0.30% y la FORM ME AC con
46.60+0.55%, manifestaron un comportamiento similar al observado por Kim en el 2018, en
mora azul (52.47+0.75%) y arandano (47.60+0.39%) (246). No obstante, aunque el alimento
de disefio en comparacion con el producto de Mérida contenia mayor diversidad de productos
apiarios, ambos tuvieron valores muy cercanos entre si en la extraccion acuosa, lo cual puede
estar explicado por los ingredientes que compartian que fueron la miel y el polen, por lo que
se puede concluir que la actividad quelante en ambas muestras dependio en gran parte por la

presencia de estos dos productos de la colmena en este tipo de extraccion (acuosa).

En adicion, Viuda-Martos y colaboradores en el 2013 en Espafia describieron una
actividad quelante en muestras de jugo de granada en un rango entre 2.47-47.04% (247), por
lo que la FORM TGO AO, FORM ME AO y FORM ME AC, se hallaron dentro del rango.

Se ha evidenciado que los acidos tienen propiedades quelantes de iones metalicos, los
cuales son catalizadores de reacciones indeseables en los alimentos como decoloracion,
rancidez, pérdida de nutrientes. Consecuentemente, los &cidos organicos mejoran la
proteccién producida por antioxidantes (248), uno de ellos es el acido glucénico, el cual esta
presente en los productos de la colmena y especialmente en la miel hasta en 1%, en solucion

acuosa y a pH neutro forma el ion gluconato mismo que le ha conferido diversas aplicaciones
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en el industria alimentaria, como un componente de agentes leudantes en productos
horneados y en la reduccion de la absorcion de grasa en donas (249). Dentro de las
aplicaciones en la salud, se distingue su utilizacion para tratar la deficiencia nutricional de
calcio (gluconato de calcio), en la profilaxis de la anemia por deficiencia de hierro en forma
de gluconato y fosfogluconato de hierro y como ingrediente para el tratamiento del resfriado
comun y para las enfermedades causadas por deficiencias de zinc, como la maduracién sexual

retrasada, el letargo mental y la susceptibilidad a las infecciones (gluconato de zinc) (250).

Otro agente quelante y aglutinante de metales, es el &cido citrico, el cual es un &cido
débil que es empleado en primera instancia para mejorar la asimilacion de los micronutrientes
en las plantas y hablando de la salud humana ha sido utilizado para aumentar la
biodisponibilidad del hierro en el organismo, debido a su capacidad para reducir el hierro no
Hem, mantener su solubilidad a pH alto y por tanto aumentar la cantidad de hierro soluble
en el intestino, dando como resultado una opcion de profilaxis combinada para los estados

de anemia por deficiencia de hierro (251,252).

En conclusidn, los productos de la colmena al formar parte del alimento de disefio y al
ser fuentes de acido gluconico y acido citrico, le confieren la capacidad de generar complejos
con actividad quelante para diversos metales que se requieren para mantener un correcto
estado de salud, por lo que se esperaria que, al probar este producto en humanos a partir de

futuras investigaciones, se confirmen los supuestos tedricos de esta propiedad.
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IX. CONCLUSIONES

La jalea real, las mieles (clara y oscura) y el prop6leo son las muestras con el mayor
porcentaje de humedad, hidratos de carbono y grasa, respectivamente; mientras que la mayor
proporcién para cenizas y proteina correspondié al polen. En cuanto a la presencia de
hidroximetilfurfural, los valores obtenidos refieren que es apta para consumo humano, esto
de acuerdo a los pardmetros establecidos por la NMX-F-036-1997. Por otro lado, la miel

clara fue la muestra con la mayor viscosidad.

A través del analisis microbiolégico, se verifico la inocuidad de las muestras,
evidenciando que los productos de la colmena analizados tienen buenas précticas de higiene

durante su procesamiento y obtencion.

El propdleo de Tulancingo es el producto apiario con mayor valor funcional, al exhibir
los valores mas altos de betaxantinas, fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH".

La evaluacion sensorial de las formulaciones, resulto ser un parametro clave para conocer
las propiedades sensoriales de las formulaciones, siendo la que contiene 50% de miel oscura,
25% de polen, 16% de miel clara, 7% de propdleo y 2% de jalea real, la cual manifesto el

mayor nivel de agrado hacia los consumidores, consoliddndose como el alimento de disefio.

El alimento de disefio formulado, mostr6 un comportamiento reolégico similar al del
producto el Mérida, no obstante, el contenido de solidos solubles totales fue mayor
significativamente en el alimento de disefio. En base al analisis microbiologico del alimento
de disefio, el producto es inocuo ya que muestra ausencia de enterobacterias y baja
concentracion de mesofilos aerobios y esporas. En relacidn a la determinacién del contenido
de antioxidantes y actividad antioxidante, el alimento de disefio en extraccion acuosa
organica es la muestra que cuenta con los valores mas altos para contenido de fenoles,
DPPH", ABTS™"y actividad quelante.

En base a los resultados mencionados anteriormente, el alimento de disefio puede

considerarse como un producto con alto valor nutricional y contenido de antioxidantes, por
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

lo que el fomentar su consumo como parte de la alimentacion del mexicano, pudiera

contribuir a la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades.

X. RECOMENDACIONES

Un anélisis mas profundo sobre las propiedades de los productos de la colmena y del
alimento de disefio permitira el establecimiento conciso de su funcionalidad en la salud

humana, por tanto, se propone considerar los siguientes analisis:

% Identificacién de compuestos bioactivos (fenoles y acidos fendlicos) por HPLC de las
muestras (miel clara, miel oscura, polen, jalea y prop6leo) y en el producto formulado.

¢ Evaluacion de la bio-disponibilidad de los antioxidantes del alimento de disefio, a
través de un modelo in vitro de digestion.

% Estudio de la modificacion de las propiedades fisicoquimicas y funcionales del
alimento de disefio durante un periodo de almacenamiento.

%+ Estimacion de la toxicidad del producto formulado, por medio de un modelo animal

con la finalidad de conocer los posibles riesgos para poblacion sobre su consumo
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XIl.  ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1. Distribucién de ingredientes en formulacion Al, cubriendo 15% de la

recomendacion de fenoles, expresados en mg EAG

Nombre de la  Cantidad de

muestra muestra /100g mg EAG mg EAG /30 g
'(\g)'e' oscura 53 27.76 8.32
FORMULACION  Migl clara (g) 14 5.31 1.59
Al Polen (g) 26 411.80 123.54
Jaleareal (g) 2 7.78 2.33
Propdleo (ml) 5 49.04 14.71
Total 150.51
% Recomendacion 15.05

Anexo 2. Distribucion de ingredientes en formulacion A2, cubriendo 15% de la

recomendacion de fenoles, expresados en mg EAG

e e MEAG g EAGr0S
Miel oscura (g) 47 24.62 7.38
) Miel clara (g) 19 7.21 2.16
FORMULACION
A2 Polen (g) 26 411.80 123.54
Jalea real () 2 7.78 2.33
Propoleo (ml) 6 58.85 17.65
mg 153.08
% Recomendacion 15.30
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ANEXOS

Anexo 3. Distribucion de ingredientes en formulacion A3, cubriendo 15% de la

recomendacion de fenoles, expresados en mg EAG

Nombre de la  Cantidad de ma EAG mg EAG/30
muestra muestra/100g g g
Miel oscura — gg 28.81 8.64
(9)
FORMULACION A3 Mielclara (g) 13 4.93 1.48
Polen (g) 28 443.48 133.04
Jaleareal (g) 2 7.78 2.33
Propbleo (ml) 2 19.61 5.88
mg 151.39
% Recomendacion 15.139

Anexo 4. Distribucion de ingredientes en formulacion A2, cubriendo 15% de la

recomendacion de fenoles, expresados en mg EAG

Nombrecels e maEAs g EAGr0s
Miel oscura (g) 50 26.19 7.85
) Miel clara(g) 16 6.07 1.82
FORMULACION Ad Polen (g) 25 395.96 118.79
Jalea real () 2 7.78 2.33
Prop6leo (ml) 7 68.66 20.59
mg 151.40
% Recomendacion 15.14
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ANEXOS

Anexo 5. Distribucion de ingredientes en formulacion A5, cubriendo 15% de la

recomendacion de fenoles, expresados en EAG/Equivalentes de Acido Galico

Nombrecels Gt magAs g eAcr0s
Miel oscura (g) 45 23.57 7.07
) Mielclara (g) 22 8.35 2.50
FORMULACION A5 Polen (g) 26 411.80 123.54
Jalea real (g) 2 7.78 2.33
Propdleo (ml) 5 49.04 14.71
mg 150.17
% Recomendacion 15.01

Anexo 6. Distribucion de ingredientes en formulacion A6, cubriendo 15% de la

recomendacion de fenoles, expresados en EAG/Equivalentes de Acido Galico

Nombrcels  Camide A g eAcr0s
Miel oscura (g) 55 28.81 8.64
) Miel clara (g) 11 4.17 1.25
FORMULACION A6
Polen (g) 25 395.96 118.79
Jalea real () 2 7.78 2.33
Propoleo (ml) 5 68.66 20.59
mg 151.62
% Recomendacion 15.16
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ANEXO 7. Formato de prueba sensorial (Parte 1)

Elaborado por: LM Gloria Isabel Camacho Bernal

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

Instifuto de Ciencias de Salud

Maestria en Ciencias Biomeédicas v de la Salud

Prueba hedonica de producto

Mombre: Fecha:

Edad:

Instrucciones: Describa su agrade con respecto a cada atributo de la muestra
proporcionada, colocando el codigo de la muestra en cada escala, segin lo

considere.

Codigos de las muestras (de izguierda a derecha): 58, 90,16, 05,22, 43

COLOR
I | | | I |

ANEXOS

| | | [ | |

1 2 3 4 5 6

Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta Nime gusta  Me gusta
muchisima mucho bastante ligeramente i Fe ligeramenite
disgusta

OLOR

I I | | I I

E

Me pusta
bastante

he gusta
mucho

|
9

Me gusta
muchisimo

| | | [ | |

1 2 3 i 5 6

Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta Nime gusta  Me gusta
muchisima mucho bastante ligeramente na me ligeramenite
dsgusta

SABOR

I I | I I I

Me gusta
bastante

e gusta
friucho

|
9

e gusta
muchisimo

| | | [ | |

1 2 3 i 5 6

Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta Nimegusta  Me gusta
muchitimao mucho bastante ligeramente s me ligeramenite
dsgusta

B

Me gusta
bastante

8

e gusta
friucho

|
9

e gusta
muchisimo
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ANEXOS

ANEXO 8. Formato de prueba sensorial (Parte 2)

Elaborado por: LK. Gloria 1sabel Camacho Bernal

CONSISTENCIA

| | | | | | | | |
! | | ! ! | | 1 |

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta Nime gusta  Me gusta Meguita  Megusta e gusta
muchisimo mucho bastante ligeramente na me ligeramente bastante mucho muchisimao
disgusta

ACEPTACION GENERAL

l | | | | | | | |
| | ! ! ! | | ! l

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta  Me disgusta Nime gusta Mo gusta Megusta  Megusta  Me gusta
muchisimo mucha bastante ligeramente e me ligeramenie bastante mucha muchisimao
disgusta

Comentarios generales:

iMuchas gracias!
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