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INTRODUCCION

La abeja melifera o abeja de miel, es reconocida como el insecto mas
valioso desde el punto de vista econémico. Esta reputacion se debe en parte
a que produce Miel, Polen, Cera, Jalea Real, Propéleo y Apitoxina o
veneno de abejas (ver anexo 3). La abeja melifera es un insecto social que
solo puede sobrevivir como miembro de una comunidad llamada colonia,
nido o colmena. La comunidad de las abejas estd compuesta de tres castas
diferentes: La reina (hembra); el zadngano (macho) y las obreras (hembras
estériles). Estas castas estan asociadas a diferentes funciones en la colonia;
cada una posee sus propios instintos especiales respecto a las necesidades

de su comunidad. (14)

La Reina, es la unica hembra sexualmente productiva de la comunidad v,
por lo tanto la madre de todos los zanganos, obreras y futuras reinas. Las
abejas obreras jovenes llamadas nodrizas segregan de sus glandulas Jalea
Real que sirve para alimentar a las larvas en desarrollo y a la reina durante

toda su vida. (14,30

La Jalea Real, es el elemento de estudio de esta investigacion, ya que ésta
sustancia, que es una secrecion interna de las abejas, posee propiedades
terapéuticas y nutricionales; por su composicion muy compleja que incluye

azucares, proteinas, lipidos, vitaminas, minerales y acidos organicos (zs).
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En El Salvador, la Jalea Real constituye una materia prima poco utilizada
por las Industria Farmacéutica, Alimentaria y Cosmética; debido a la poca
difusién de la informacidon que existe sobre esta materia prima y sus
propiedades. También cabe destacar que no existen actualmente técnicas
de analisis adaptadas las cuales sean aplicables para determinar la calidad,
tanto fisicoquimica como microbioldgica, de este producto apicola; para que
de esa manera la industria nacional tenga la confianza de utilizar esta

materia prima de origen animal en sus productos.

Basado en la normativa internacional existente sobre la calidad que debe
poseer la Jalea Real, se tomd una serie de pruebas, fisicoquimicas y
microbiolégicas que son: Caracteristicas Organolépticas, Humedad, pH,
Contenido de Proteinas, Cenizas, indice de Acidez, Metales Pesados,
Deteccion de Tetraciclinas, Determinacion de Almidon, Coliformes Fecales,
Salmonella spp — Shiguella, Recuento de Hongos y Levaduras. Estas
pruebas se aplicaron sobre muestras de Jalea Real, virgen vy liofilizada,
proporcionadas por Industrias nacionales que en la actualidad utilizan esta
materia prima en sus productos. Con las muestras recolectadas se comenzé
ha aplicar las técnicas analiticas las cuales se encuentran inmersas en los
métodos analiticos ya existentes. Después de pasado el periodo de
evaluacion se obtuvo una serie de resultados que posteriormente fueron
comparados con normas internacionales, las cuales son: ElI Caodigo

Alimentario Argentino, Parametros de Calidad de la Jalea Real para
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Consumo Humano (Cuba) y Reglamento Técnico para la Determinacion de

Identidad y Calidad de la Jalea Real (Brasil).

Por ultimo se presentan los resultados con sus respectivas interpretaciones;
asi como también las conclusiones y recomendaciones con las que se
finaliza esta investigacion que servira como antecedente para el desarrollo
de nuevas técnicas analiticas para cuantificar y evaluar otros componentes
quimicos de interés farmacéutico, cosmético y nutricional, como son las
vitaminas, hormonas, micro elementos, asi como también pruebas de

efectividad antimicrobiana.
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1.0. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general.

Proponer métodos de analisis para evaluar la calidad de la Jalea Real

producida por la abeja Apis melifera'y comercializada en EIl Salvador.

1.2. Objetivos especificos.

1.2.1. Establecer métodos analiticos fisico-quimicos para evaluar la calidad de

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

la jalea real virgen vy liofilizada.

Determinar la calidad sanitaria de la jalea real virgen vy liofilizada a partir
de ensayos microbiolégicos.

Comparar los resultados obtenidos en el analisis de la jalea real virgen y
liofilizada con las especificaciones establecidas en el Codigo Alimentario
Argentino, Pardmetros de Calidad de la Jalea Real para Consumo
Humano(Cuba), y el Reglamento Técnico para Determinar la Identidad y
Calidad de la Jalea Real(Brasil).

Dar a conocer los resultados obtenidos de la calidad de la jalea real a la
Industria Quimico- Farmacéutica (INQUIFAR), Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAG), Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social

(MISPAS) y Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).
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2.0. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de las Abejas

Segun la clasificacion de Carlos Linneo, las abejas pertenecen al orden de los
Himendpteros, a la stuper familia de los Apoideos y a la familia de los Apidos.
Estos, a su vez, se dividen en cuatro tribus, entre ellas la de los Apini, que
incluye él genero Apis, este Ultimo comprende varias especies, entre ella la

abeja doméstica, Apis melifera. 33)

Apis melifera, constituye la raza o conjunto méas apreciado en apicultura por ser
mas resistente a enfermedades, mejor productoras de miel, mas prolificas con
menor tendencia a la enjambrazén y, mas décil, muy buena pecoreadora, forma
colonias fuertes. Debido a estas cualidades, ésta abeja ha llegado a ser la

principal del comercio mundial. (30)

La colmena es la casa de las abejas, comunmente llamada panal, las cuales se
construyen de cera con celdillas o alvéolos, y la colonia es el conjunto de
habitantes de la colmena, dentro de la cual se distinguen tres clases de

individuos: (ver anexo 1).

2.1.1 Reina o Maestra (Unica): es mayor que las obreras y mas gruesa, puede
vivir hasta los ocho afios, pero al afio, debe ser reemplazada. Su funcién

es exclusivamente poner huevos. (14)
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2.1.2 Obreras: son hembras imperfectas que no se han desarrollado para la
reproduccion, sus oOrganos sexuales estan atrofiados y no pueden ser
fecundados por los zanganos, porgue no poseen espermateca, pero las
obreras poseen otros 6rganos que no tiene la reina ni el zangano, como
las glandulas lactiferas que producen “Jalea Real” para alimentar a la
reina y larvas jovenes, y ademas poseen glandulas salivares que producen
enzimas para madurar la miel. (14)

2.1.3 Zadnganos o machos: su Unica funcién es fecundar a la reina. Se

alimenta de la miel de la reserva de las colonias. (14)

2.2. Alimentacion de las Abejas

Durante los dos primeros dias de vida, todas las larvas reciben Jalea Real, que
es la secrecion de las glandulas lactiferas de las abejas nodrizas. Las larvas de
las celdillas reales, reciben la jalea real pura, sin polen, mientras que las larvas
de obreras la reciben con granos de polen. A partir del tercer dia, las larvas de
obreras son alimentadas con una papilla de miel, polen y agua, mientras que la
reina recibe Jalea Real durante toda su existencia y eso explica que las
reinas tengan un tamafio mayor que las obreras, vivan de 10 a 12 veces mas
tiempo y sean fértiles. (14,33)

Existe ademas una diferencia de calidad en la jalea que recibe la obrera
respecto a la de la reina. Esta diferencia esta dada por dos componentes

fundamentales de la Jalea Real: La biopterina (24 mg/g) y la neopterina



23

(3mg/qg). El alimento o jalea de la obrera contiene seis veces menos biopterina,
diez veces menos neopterina Yy siete veces menos acido pantoténico, que la
Jalea Real, que reciben las abejas reinas. (14)

Las abejas emplean unos 250-300 g de Jalea Real en la alimentacién de una
reina y debido a esto la abeja madre es capaz de vivir seis afios en promedio
(las obreras de uno a tres meses), nace con 6rganos de reproduccion y
sexuales altamente desarrolladas, es de mayor tamafio que el resto de las
abejas y procreara intensamente durante toda su vida mas de 2000 a 3000
huevos diarios. (14)

Este fendbmeno ha dado lugar a que muchos investigadores exploren tanto la
composicién quimica como los posibles usos terapéuticos de la jalea real,
especialmente durante las ultimas décadas. Asi, se ha encontrado que ésta
sustancia compleja es rica en aminoacidos, acidos grasos esenciales, vitaminas

y minerales, ARN, ADN y muchos otros elementos de utilidad clinica. (19)

2.3. Concepto de Jalea Real.

El nombre de Jalea Real fue dado por el suizo Francois Huber, en el siglo XVIII,
y se define como “Un producto de la secrecion interna de las abejas segregado
por las glandulas hipofaringeas (secrecion clara), situadas simétricamente a la
derecha e izquierda en la cabeza de las obreras, y por las glandulas
mandibulares (secrecion blanca) de las abejas obreras en el estadio temporal

de nodriza (5-14 dias de edad), cuando disponen de polen, agua, miel existente
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en la colmena, asi como también de la temperatura y la cantidad de crias”.

(42,47,48)

El Cddigo Alimentario Argentino, en él capitulo X, articulo 784-(Res 3363,
30.10.79) establece: “Con la denominacion de Jalea Real, Papilla Real o Leche
de Abeja, se entiende como el alimento de larva de la abeja reina hasta el tercer
o cuarto dia de vida, constituido por la secrecion de las glandulas de la cabeza

de abejas jovenes (5-15 dias de vida). 42)

Es un producto que se presenta como una emulsion semifluida, mas viscosa,
de aspecto lechoso, cuando es segregada es fluida, opalescente, color amarillo
palido o blancuzco, de sabor acido ligeramente picante, astringente, no-dulce,

de olor fendlico y con reaccion ligeramente acida (pH 3.5-4.5). @47)

2.4. Clasificacion:

2.4.1. La Jalea Real ,segun el Cédigo Alimentario Argentinoz), se clasifica en:
2.4.1.1. Jalea Real Virgen:
Es la que se recolecta directamente de la copa celda en su estado
natural sin mas procesamiento que la recoleccion, filtracion, envasado o

empacado.
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2.4.1.2. Jalea Real Liofilizada:

Es aquella que ha sido sometida a un proceso de secado 0 evaporacion en

frio bajo condiciones controladas de presion y temperatura (liofilizacion) para

mejorar la estabilidad de la misma.

2.4.2. La Jalea Real, segun el Reglamento Técnico para la Determinacion de

Identidad y Calidad de la Jalea Real (34), se clasifica en :

2.4.2.1. Jalea Real Fresca:

Es el producto colectado por proceso mecanico a partir de la celda real,

retirada la larva y filtrada.

2.4.2.2. Jalea Real en Natural:

Es el producto mantenido y comercializado directamente en la celda real

después de la remocion de la larva.

2.5. Composicion Quimica:

La Jalea Real presenta la siguiente composicion quimica porcentual (Segun

el Cddigo Alimentario Argentino) (2):
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CUADRO 1: COMPOSICION QUIMICA

COMPONENTE PORCENTAJE
Agua 60 -70
Azucares 10-15
Proteinas 11-15
Lipidos 5-7
Cenizas 08-1

Dentro de los azucares o glucidos estan principalmente glucosa, fructosa, junto

a sacarosa y pequefias cantidades de maltosa, enlosa, trevalosa y melibiosa.
(42)

Dentro de su composicion protéica, contiene aminoacidos en estado libre y
combinados tales como: alanina, acido aspartico, acido glutamico, cistina,
glicocola, leucina, isoleucina, fenilalanina, metionina, prolina, serina, taurina,
treonina, tirosina, valina, arginina, histidina, triptéfano, lisina, acido amino-

butirico y glicina. (42,49)

Dentro de los lipidos, se encuentra una composicion de acidos grasos dentro de
los cuales podemos mencionar: 7-hidroxioctanoico, 3-hidroxidocendico, 6-
hidroxidecendico, metiloctandidico, 8-hidroxioctandico, 9-hidroxinonandico,
palmitico, dodecandico, eicosanodico, y un &cido graso especifico, al que se le

atribuyen las propiedades antibidticas y antisépticas de la Jalea Real que se
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conoce con el nombre de acido 10-hidroxidecendico, el cual se sintetiza en las
glandulas hipofaringeas (anexo 2), mientras que las mandibulares sintetizan
una mezcla de &cidos grasos, siendo el componente principal el &cido
9-oxodecenoico, ademas de sintetizar acido octandico y otros acidos volatiles.
Diversos estudios actuales han demostrado que las glandulas mandibulares

también sintetizan acido 10-hidroxidecendico, aunque en poca cantidad. (47,48)

La alimentacion es uno de los factores mas influyentes sobre la actividad de las
glandulas, siendo el polen la fuente mas importante para biosintesis de estos
acidos organicos. Otra influencia sobre el desarrollo del funcionamiento de

estas glandulas es la edad de la abeja. (42,49

Ademas contiene los siguientes microelementos (1-3%): Hierro, oro, calcio,
cobalto, silicio, magnesio, manganeso, niquel, plata, azufre, cromo, zinc,

potasio y cobre. @42)

Dentro de las vitaminas que la Jalea Real posee estan las hidrosolubles como:
Tiamina (B1), Riboflavina (B2), acido pantoténico (B5), Piridoxina (B6), Biotina
(Bs), Cianocobalamina (B12), acido Nicotinico (PP), Inositol, acido félico y acido
ascorbico. También contiene vitaminas liposolubles como la vitamina A, Dy E.
Por dltimo podemos encontrar en su composicibn hormonas en el siguiente

porcentaje (42,45):
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HORMONA PORCENTAJE
Estradiol 416.7 ng/100g

Testosterona 140 ng/100g

Progesterona 108.2 ng/100g

2.6. Propiedades de la Jalea Real (43,44,45,46,47)

Las principales propiedades de la Jalea Real son las siguientes:

- Estimula la circulacién sanguinea.

- Ejerce acciéon tonificante sobre algunos centros del hipotalamo, como

resultado de lo cual aumenta la secrecion de hormona adrenocorticotrépica

(ACTH) en la hipdfisis.

- Normaliza la presion arterial.

- Potente estimulante en las impotencias y astenias sexuales.

- Posee accién vasodilatadora, mejorando el estado de las personas afectadas

con trastornos cardiacos.

- Disminuye en un tercio, tres horas después de su ingestion, los niveles de

azucar en la sangre.

- Tiene poder bactericida sobre Staphylococcus aureus y sobre el Bacilo de

Koch; en concentraciones de 7.5 mg por litro actia sobre Escherichia coli,

Megatherium y Proteus X19.
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- Contiene trazas de acetilcolina, por lo que se transforma en una alternativa
para el mal de Alzheimer y esclerosis multiple.

- Estimula el metabolismo celular y es excelente epitelizante y regenerador
tisular.

- Retarda el proceso de envejecimiento de la piel y mejora su hidratacion y
elasticidad.

- Contiene gammaglobulina, componente que es capaz de frenar la senilidad y
aumentar la resistencia, y que ejerce funciones antivirales, antimicrobianas y
antitoxicas.

- Normaliza los procesos metabdlicos; mejora el metabolismo basal.

- Provoca afluencia de fuerzas, aumenta la vitalidad, la longevidad y la
resistencia al frio y a la fatiga.

- Eleva el contenido de hemoglobina en la sangre, asi como también
leucocitos, glucosa y globulos rojos.

- Da la sensacion de euforia con recuperacion de fuerzas y del apetito.

- Disminuye la emotividad.

- Tiene efectos sefalados sobre la actividad de las glandulas suprarrenales.

- Aumenta el peso corporal y la tasa de desarrollo, mejora el crecimiento en el
caso de subalimentacion en nifios de corta edad.

- Posee efectos enzimaticos por la colinesterasa y la fosfatasa.

Mejora el desarrollo mental de los nifios trisomicos.

- Tiene accién antitumoral.
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- Se usa en el tratamiento de la arteriosclerosis, coronariocardiosclerosis,
hipotonia y distonia vegetativa vascular, endarteritis espasmadica,
rehabilitacion después del infarto al miocardio, estados asténicos e impotencia
sexual.

- Es particularmente activa en la incontinencia de orina, la convalecencia de
gripe —que abrevia notablemente-, y en ciertas enfermedades de la piel. Se
usa también en el tratamiento de las astenias, anorexia en nifios, lactantes y
de corta edad, alteraciones de la lactancia materna, seborrea facial,
envejecimiento del organismo, neuritis del nervio auditivo y en las afecciones
del tracto gastrointestinal, espasmos estomacales y en Ulceras del duodeno,

debido a su contenido de acido pantoténico. (14,43,46).

Los estudios clinicos llevados a cabo durante las ultimas décadas han
apoyado alguna de éstas indicaciones, incluyendo la reduccion de tumores en
ratones, la disminucion de las cifras de colesterol en seres humanos, la lucha
contra infecciones microbianas y virales, y la reduccion del temblor asociado a

la enfermedad de Parkinson. (19)

Pero se debe tener en cuenta también lo siguiente(i4,43,46) :
- La administracion prolongada de la Jalea Real y en cantidades excesivas no

es recomendable.
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- Si se ingiere en gran cantidad, la Jalea Real, produce cefalea, aumento de la
tension arterial, aumento del ritmo cardiaco y nauseas.

- Debe tomarse moderadamente, en pequefias cantidades, dosis mayores de
500 mg diarios pueden ser carcinégenas, pues afecta las células malignas y
las normales.

- La Jalea Real esta contraindicada en la enfermedad de Addison (insuficiencia
cronica de las glandulas suprarrenales).

- Contraindicada en mujeres embarazadas, nifios menores de un afio de edad
y personas alérgicas a la jalea real.

- Algunos investigadores han descrito casos de asma inducida por la jalea real
(incluyendo un caso de muerte), y también se la ha acusado de producir
gastroenteritis. Sin embargo se necesitan mas estudios para determinar

claramente la relaciéon entre la jalea real y posibles reacciones alérgicas. (19)

2.7. Produccién

La Jalea Real debe extraerse en el periodo de mayor actividad de la colmena,
es decir, cuando haya maxima floracion. En pequeiia escala se produce
dejando huérfana a una colonia bien poblada que tenga huevos y larvas
jovenes de obreras, las mismas construyen celdas reales de emergencia, de las
cuales se les extrae la Jalea Real. Este método provee poco rendimiento, no

se emplea a escala comercial. (4s)
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Para la produccion de mayor escala, se utiliza la técnica modificada estandar
(Doolitle)de transferencia de larvas. Con esta técnica se utilizan colonias fuertes
las cuales se horfanizan con lo que se estimula a las obreras nodrizas a
preparar celdas reales de emergencia y a producir jalea real. Transcurridos
cuatro dias después del horfanizado, se preparan los cuadros con las copas
celdas, se les agrega una gota de Jalea Real diluida y se transfieren las larvas
jovenes mas pequefas (no mayores de cuatro dias). Los cuadros con las copas
se colocan dentro de la colmena; se recomienda un maximo de 45 celdas por
colonia y 15 celdas por cuadro. Posteriormente, a las 72 horas se abre la
colmena para retirar los cuadros y extraer la jalea en el centro de

procesamiento (anexo 4). (30,33)

Una vez en el centro de procesamiento o laboratorio, se retiran las celdas y se
corta con un cuchillo afilado a la altura de las larvas, seguidamente se retira la
larva con una pinza. La extraccion de la Jalea Real, se realiza con una pequefia
espatula (en el sistema de baja produccion) y con una bomba de vacié cuando
se trabaja en gran escala. La cantidad de Jalea Real producida estéa relacionada
con la fortaleza de la colonia, época del afio y alimentacion estimulativa. La
produccion varia de 150 a 300 mg de Jalea Real por copa, requiriéndose cerca

de 1000 celdas para producir 112 kilos de jalea. La Jalea Real debe colarse a

través de una tela de nylon para eliminar restos de cera y pieles larvales. (30,33).
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2.8. Conservacion.

A causa de su composicion, la jalea real se conserva dificilmente. Se deteriora
muy rapido por la luz solar, el oxigeno del aire, la humedad, y particularmente el
calor, que favorecen el enrranciamiento de sus materias grasas. A las dos horas
posteriores a su extraccion de la celdilla real o copa celda, la jalea comienza a
cambiar sus propiedades. A 0 — 30 °C envejece a las 20 horas; a 35 °C pierde
sus propiedades a las 12 — 14 horas. El plazo de almacenamiento a - 6 °C es

de 1 — 2 dias, y a 6 °C de un dia, si se le pretende dar uso terapéutico. (1)

2.8.1. Aspectos importantes de conservacion.

2.8.1.1. Pura debe de ser mantenida a una temperatura aproximadamente de 0
°C en recipientes opacos, preferentemente negros, bien llenos y cerrados
herméticamente, con tapa de material plastico. (1)

2.8.1.2. Para mezclar la jalea real con miel, lo mejor es no sobrepasar los 30-40
gramos de jalea real por kilogramo de miel, para evitar fermentaciones, y lo
optimo es 10 gramos solamente. Se debe de utilizar miel con un bajo
porcentaje de humedad, si es posible miel concentrada. La jalea real mezclada
con miel debe de conservarse o envasarse en frascos opacos, 0 negros de
plastico, porcelana o vidrio, con cierre hermético. Se prepara la mezcla batiendo
de 2 — 2.5 gramos de jalea real con 100 gramos de miel cristalizada, fina y
homogéneamente (18 % de humedad como méaximo) durante ocho horas. El

tiempo de conservacion de la mezcla depende, de la humedad de la miel. (1)
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2.8.1.3 La liofilizacibn es la tecnologia que aplica evaporacion al vacio
en estado de congelacion. Se puede conservar a 6 °C en papel aluminio. 1)

2.8.1.4. El mejor secado se obtiene por liofilizacion. Si no puede
liofilizar, conservar la jalea mezclando una parte de esta en un mortero de
porcelana con cuatro partes de una mezcla de lactosa (97 — 98 %) y glucosa (2
— 3 %). Esta jalea real se puede conservar a 6 °C en frasco oscuro. En esta, se
observan algunos procesos de fermentacién acido — lactica en los tres primeros
meses de almacenamiento: aumento de 50 — 65 % de &cido lactico en la jalea
real sin procesar y aumento de 13 — 50 % de &cido lactico en la jalea real

liofilizada. (v

Segun el Caodigo Alimentario Argentino, la Jalea Real se podra comercializar en
su estado natural, liofilizado o mezclas con miel, siempre que la proporcion de

Jalea no sea superior al 10 %. No podra contener sustancias extrafas,
excipientes, ni aditivos y se rotularan: Jalea Real, Papilla Real o Leche de Abeja
o miel con X % de Jalea Real, segun corresponda (X representa el porcentaje
de Jalea Real presente en la mezcla), en una sola frase con caracteres de igual

tamano, realce y visibilidad. En lugar y con caracteres bien visibles debera
figurar: peso neto y fecha de elaboracibn (mes y afio), asi como el de

vencimiento del producto (2).
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Queda prohibido consignar en el rotulo expresiones tales como natural, genuina
y otras similares. El rétulo de los envases de Jalea Real y sus mezclas con miel

debe llevar la leyenda: “Manténgase refrigerado”. @2

2.9. Control de Calidad de la Jalea Real.
La Jalea Real constituye una materia prima valiosa para la industria
farmacéutica, alimentaria y cosmética, por lo tanto es necesario llevar a cabo un

control de calidad de este producto apicola.

El control de calidad se define como el conjunto de técnicas fundamentales que
abarcan todos los niveles de responsabilidad de la empresa, los cuales
permiten medir la calidad de un bien o un servicio; tomar las acciones
necesarias para reducirlas, a un minimo aceptable, las desviaciones y

garantizar la aptitud para el uso y el consumo. (s).

En el laboratorio, se reduce a verificaciones mas sencillas como las
caracteristicas organolépticas, la identificacion y el andlisis cuantitativo. Es
decir, que la verificacion de la calidad es la actividad mediante la cual una
entidad ajena al ente productivo, establece si un producto dado, cumple o no
con las especificaciones y demas exigencias contenidas en la norma de calidad

especificas para tal producto. (31,32).
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El Cbdigo Alimentario Argentino, Capitulo X, Articulo 784-(Res 3363,30.10.79)

establece que “la Jalea real debera responder a las siguientes caracteristicas

analiticas de composicion”: (a2).

CUADRO 3: ESPECIFICACIONES DE CALIDAD SEGUN CODIGO

ALIMENTARIO ARGENTINO@42)

CARACTERISTICAS DE JALEA REAL VIRGEN JALEA REAL
COMPOSICION LIOFILIZADA

Humedad,secado a 70 °C

por 12 horas. 60-70 % 5-10%

pH, soluciébn al 5% P / V

az20°C 34-45 | e

indice de Acidez (mg de

KOH/g de muestra) 23-48 | e
Proteinas, N x 6.25 11-15% 27 —-40 %
Relacion azucares

reductores / Proteinas. 08-12 | e
Lipidos totales 5-7% 10 — 35%
Lipidos Acidos 43-5% | e
Cenizas a 500 °C 0.8-1% 2-5%

Fosforo, como P.

150 mg — 250 mg

1800 — 3500 mg

AzUcares reductores,

como glucosa

10-15%

11 -26 %

Sacarosa, maximo

5%

10%




CUADRO 4: PARAMETROS

DE CALIDAD DE LA

CONSUMO HUMANO (CUBA) ().
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JALEA REAL PARA

CARACTERISTICAS DE JALEA REAL JALEA REAL
COMPOSICION VIRGEN LIOFILIZADA
Humedad, desecada con calor 62.5-68.5% menos de 5.0 %
a baja presion.
Proteina Bruta, por método 11.0-14.5% 30.0-41.0%

Kjeldahl.

Acido 10-hidroxi-2-decenoico
por cromatografia en fase

gaseosa.

mas de 1.4 %

mas de 3.5 %

Acidez, por titulacion alcalina

32-53 mEq de acido
/1009 de jalea real

pH 35-45 | e
Contenido de Nitrogeno, por 19 -25%
método Kjeldanl. | | s
Contenido de azucar 9.0-13.0% |  emeememeeee

Contenido de Cenizas

Menos de 1.5 %

Contenido de extracto acuoso. 220-31.0% | = cememmeeeee
Contenido de extracto 140-22.0%
alcohdlico. | |

Metales pesados.

Menos de 5.0 ppm

Arsénico.

Menos de 1.0 ppm

Tetraciclina

No debe ser detectada
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CUADRO 5: ESPECIFICACIONES DE CALIDAD SEGUN REGLAMENTO
TECNICO PARA LA DETERMINACION DE IDENTIDAD Y

CALIDAD DE LA JALEA REAL (BRASIL) (34

REQUISITOS FISICOQUiMICOS JALEA REAL VIRGEN
Humedad 60 —-70 %
Cenizas Méaximo 1.5 %
Proteinas Minimo 10 %
AzUcares reductores Minimo 10 %
Almidon Ausente
Lipidos totales Minimo 3.0 %
pH 3.4-45
indice de Acidez 23 -53 mg KOH/ g
Sacarosa Maximo 5.0 %
minimo 2.0 % p/p, base seca
incluyendo:
10-HDA -acido hidroxitransdecendico: 0.5-1%
-acido hidroxitransdecendidico: 0.5-2%
-acido cetotransdecenoico: 1-2 %




39

Los requisitos establecidos en el Reglamento Técnico para la Determinaciéon de
Identidad y Calidad de la Jalea Real, para las caracteristicas organolépticas,
son las siguientes (34):

- Apariencia: sustancia cremosa y peculiar

- Color: varia de blanco a marfil

- Aroma: caracteristico

- Sabor: 4cido y picante.

CUADRO 6: CRITERIOS MICROBIOLOGICOS SEGUN REGLAMENTO
TECNICO PARA LA DETERMINACION DE IDENTIDAD Y

CALIDAD DE LA JALEA REAL (BRASIL) (34)

CRITERIO DE
MICROORGANISMO ACEPTACION ETODO DE ANALISIS
Coliformes a 45°C/ g Ausencia APHA 1992c.24 *
Salmonella spp — Ausencia FIL 93 1985 *
Shiguella/ 259
Hongos y levaduras Menos de 100 UFC/g FIL 948 1990 *
UFClg

* Métodos de andlisis a los que hace referencia el Reglamento Técnico para la

Determinacion de ldentidad y Calidad de la Jalea Real.
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Uno de los componentes mas importantes de la Jalea Real, con un c._._._._
efecto inmunomodulador es el 4cido 10-hidroxidecendico el cual es un lipido
acido (acido graso libre), este se utiliza para el control de calidad de la Jalea
Real.

Otras fuentes especificas mencionan que el contenido porcentual del acido 10-
hidroxidecendico debe estar en el rango de 2.5 al 6 %, y sobre la base de este

contenido es el precio al cual se compra la Jalea real. (ing. Mario Vides, Apifarma).



CAPITULO 1lI

DISENO METODOLOGICO
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3.0. DISENO METODOLOGICO

3.1.Tipo de investigacion:

- Exploratorio:

Debido a que la jalea real es un producto apicola poco estudiado en El

Salvador, y se realizé con el fin de obtener datos fieles y seguros para la

sistematizacion de estudios posteriores.

- Experimental:

Debido a que, por medio de trabajo de laboratorio, se obtienen datos

fidedignos de la calidad de la jalea real.

3.2. Universo de estudio:

- Jalea real elaborada por la abeja Apis melifera y comercializada en El

Salvador.

3.3. Muestra:

- Jalea real virgen y liofilizada comercializada por la Sociedad Cooperativa

de Apicultores de El Salvador (SCAES), Industrias Apicolas Don Alvaro

S.A, VAPE S.Ade C.V, y Apiarios Vides Silva.
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3.4- La muestra se seleccioné sobre la base de las siguientes caracteristicas:

Tipo de jalea.

Cantidad.

Fecha de obtencion.

Lugar de recoleccion.

Procedencia

3.5- Disefio muestreal:

- El disefio que se empled es no probabilistico o deterministico. (4

3.6- Tipo de muestreo:
- Dirigido o intencional, el cual consiste en seleccionar las unidades
de estudio segun el criterio de los investigadores, dado que las

unidades seleccionadas gozan de representatividad. ()

3.7. La metodologia se desarroll6 en tres etapas:

3.7.1.Investigacion Bibliografica.

3.7.2.Investigacion de Campo.

3.7.3.Investigacion Experimental.



44

3.7.1. Investigacion Bibliogréfica:

Se desarroll6 a través de visitas a bibliotecas de las instituciones siguientes:

Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador, UES.

Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de El Salvador, UES.

Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal, CENTA.

Escuela Nacional de Agricultura: “Roberto Quifibnez”, ENA.

Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT.

Fundacion Salvadorefia para el Desarrollo Econdmico y Social, FUSADES.

Sociedad Cooperativa de Apicultores de El Salvador, de R.L. SCAES.
- Centro de Documentacion de la Organizacion Panamericana de la Salud,
OPS.

- Universidad Centroamericana “José Simedén Canas”, UCA.

3.7.2. Investigacion de campo:

Esta etapa consistié en la visita a las empresas apicolas que se dedican a la
comercializacion de la jalea real como materia prima y producto terminado, las
cuales a su vez proporcionaron las muestras para el analisis; estas empresas
fueron:

SCAES de R.L.

Don Alvaro S.A.

VAPE S.A. de C.V.

Apiarios Vides Silva.
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CUADRO 7: NUMERO Y TIPO DE MUESTRA PARA ANALISIS

TIPO DE NUMERO CANTIDAD FECHA DE
PROVEEDOR | MUESTRA DE PROCEDENCIA DE RECOLECCION
MUESTRA MUESTRA
Al. Jalea real 1 China 509 Noviembre/2002
virgen
A2. Jalea real 2 El Salvador 119 Abril / 2003
virgen
B Jalea real 3 El Salvador 609 Agosto /2002
virgen
Cl. Jalea real 4 Cuba 369 2001
Virgen
c2. Jalea real 5 China 3649 2002
Virgen
Cs. Jalea real 6 México 36 g. Abril / 2003(*)
Liofilizada
D Jalea real 7 EE UU 50 g. Julio / 2003 (¥)
liofilizada

(*) Estas fechas corresponden al mes en el cual se recibieron las muestras.
Proveedor A: que proporciond0 dos muestras identificadas como Al y A2.
Proveedor B: que proporcion6 una muestra identificada como B.

Proveedor C: que proporcioné tres muestras identificadas como C1, C2, y C3,
respectivamente.

Proveedor D: que proporcioné una muestra identificada como D.
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3.7.3.La Investigacion de Laboratorio.
La fase experimental se efectu6 en los laboratorios de las siguientes
instituciones:
- Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador
- Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud , Universidad de El Salvador
- Laboratorio de Quimica Agricola, Centro Nacional de Tecnologia
Agropecuaria y Forestal. CENTA.
- Laboratorios de Servicios Analiticos PROCAFE.

- Instituto de Investigacion y Desarrollo Quimico Bioldgico S. A. de C.V.

La fase experimental comprendio:

-Analisis fisico-quimico de la Jalea Real.

Caracteristicas Organolépticas. (Estado fisico, color, olor, sabor).

Humedad.

- pH (potenciométrico)

- Contenido de proteinas.

- Indice de Acidez.

- Contenido de Acido 10- Hidroxidecendico(*).
- Contenido de Cenizas.

- Metales pesados.

- Determinacion de almidon.

- Deteccion de tetraciclina.
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* La determinacion del acido 10-Hidroxidecendico se realiza por cromatografia
de gases, por lo cual solo se adjunta el método analitico y queda sujeto de

comprobacion experimental en investigaciones futuras.

- Analisis microbioldgico de la Jalea Real.
- Coliformes fecales.
- Salmonella spp y Shigella.

- Recuento de hongos y levaduras.



CAPITULO IV

FUNDAMENTOS DE METODOS
ANALITICOS
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4.0. FUNDAMENTOS DE METODOS ANALITICOS

4.1. Fundamentos de Métodos de Analisis Fisico - Quimicos
4.1.1. Determinacién de humedadasy):
Se entiende por humedad a la pérdida de masa durante el proceso de
desecacion; es decir, el agua de las muestras se pierde por volatilizacién a
causa del calor. La cantidad de material residual después de eliminar la
humedad, constituye la materia seca.
Los resultados obtenidos en las determinaciones de humedad se expresan
como “humedad”, “agua”, o “sélidos totales”. No hay reglas rigidas para cada
caso particular, pero el estudio se puede guiar por lo siguiente:
- Humedad: se usa principalmente en polvos como harina, cacao molido y
azucar, cuyos contenidos son comparativamente pequefios.
- Agua: es mas comun cuando la cantidad presente es bastante mas alta,
como alimentos frescos, embutidos, queso.
- Solidos totales: se utiliza mas a menudo por los liquidos, como el vinagre,

jugos, bebidas alcohdlicas y leche.

4.1.2. Determinacion de Proteinas por el Método Micro-Kjeldahl. (11,16,20,38)
El método de Kjeldahl fue introducido en 1883 por Johan Kjeldahl. En este
método, la muestra se descompone con acido sulfurico concentrado en caliente

para convertir el nitrdgeno combinado en ion amonio. La solucion resultante se
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enfria, se diluye y se alcaliniza. El amoniaco liberado se separa por destilacién,
se recoge en solucion 4cida, y por ultimo se cuantifica por titulacion. EI método

Kjeldahl puede ser dividido en tres pasos principales:

4.1.2.1 Digestion:
Consiste en la descomposicion de nitrdgeno en muestras organicas utilizando
soluciones de acidos concentrados. La ecuacion general para la digestion de

una muestra organica es como sigue:

A
Nitrogeno organico + H2SOs4 (NH4)2SO4 + H20 + CO2

La etapa crucial es la descomposicion de la muestra con acido sulfarico, el cual
oxida al carbono e hidrégeno a dioxido de carbono y agua; entonces el
nitrégeno inorganico en forma de ion amonio(NH4) es liberado. Durante la
digestién, parte del H2SOa4 es reducido a SO2 el cual a su vez reduce el material
nitrogenado en amonio. Sin embargo, la transformacion del nitrdgeno depende
del estado de combinacibn en la muestra original. EI nitrégeno aminicoy
amidico se transforma cuantitativamente en ion amonio. Por el contrario, el
nitrogeno en forma de grupos nitro, azo y azoxi pueden originar nitrdgeno

elemental o algunos 6éxidos de nitrégeno que se pierden en medio caliente.
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-NO2 -N=N- -N=N-
|
O-
Nitro grupo azo grupo azoxi

Esta pérdida puede evitarse al tratar previamente la muestra con un agente
reductor para formar productos que se comporten como el nitrégeno aminico o
amidico. En uno de estos tratamientos de prerreduccién se agregan acido
salicilico y tiosulfato de sodio a la mezcla de acido sulfurico concentrado con la

muestra. Poco después se lleva a cabo la digestion de la misma manera.

El problema de usar acido sulfurico solo para la digestion, es que el tiempo de
digestidon resulta demasiado largo, debido al lento tiempo de descomposicién
organica. La adicion de una sal inorganica al digerido eleva el punto de
ebullicion del H2SOa4. La temperatura de la solucion es de 330°C; al adicionar
una sal como el sulfato de potasio (K2SO4) se puede elevar la temperatura de
la mezcla de digestion a 390 °C o mas; esto decrementa significativamente el
tiempo de descomposicion organica, disminuyendo el tiempo requerido para la
digestion. Asi también se hace uso de catalizadores; dentro de estos tenemos
el oxido de mercurio que ha sido usado de forma efectiva; el mercurio forma un
complejo con el ion amonio durante la digestion. La adicion de tiosulfato o
sulfuro de sodio después de la digestion y antes de la destilacion puede romper

el complejo y precipitar sulfuro de mercurio. Esto es importante desde un punto
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de vista de seguridad ya que los vapores de mercurio pueden escapar a la
atmosfera durante el proceso de destilacion; pero debido a los problemas
ambientales sobre la manipulacién y disposicién del mercurio, se emplean otros
catalizadores; muchos métodos emplean sulfato de cobre, y se pueden preparar

mezclas del sulfato de potasio y un catalizador ( por Ej. K2SO4 + CuSOa).

4.1.2.2 Destilacion:
Adicionando un exceso de base a la digestion acida para convertir amonio
(NHs4+) en amoniaco (NHs), seguido por ebullicibn y condensacion de gas

amoniaco en una solucion fijadora.

La mezcla de digestion acida es diluida y se hace fuertemente alcalina con
hidroxido de sodio, liberando amoniaco como sigue:

A

(NH4)2S0Os4 + 2 NaOH — 2NH3 + Na2S0s4 + H20
Sulfato de amonio  hidréxido sodico gas amonico sulfato soédico agua

La mezcla de digestién &cida es usualmente enfriada y diluida con agua libre de
amonio. Solucién de NaOH concentrado (50% P/V) es adicionada suavemente
por el cuello del frasco, para hacer al digerido fuertemente alcalino ( pH > 11).
La mayoria del amoniaco es destilado y atrapado en la solucién fijadora en los
primeros 5 0 10 minutos de ebullicion; pero depende del volumen de la mezcla
digerida; 15 a 150 ml de condensado puede ser colectado en el frasco recibidor

para asegurar la completa recoleccién de nitrégeno.
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Soluciones fijadoras:

Si la solucion fijadora es estandarizada ( HCl o H2SO4), es deseable que tenga
solo un ligero exceso después que el amoniaco es destilado y atrapado en la
solucion fijadora, para minimizar el volumen gastado en la retro-valoracion.

Si el acido borico es usado, la concentracion exacta no es necesaria debido a
que la titulacion directa mide la cantidad de amonio en el destilado por
neutralizacion del complejo 1:1 formado por amoniaco y acido borico. Grandes
cantidades de acido bdrico pueden ser adicionadas a la solucién fijadora para

asegurar gue la absorcion del amoniaco es completa en la solucion.

4.1.2.3 Titulacion:

Para cuantificar la cantidad de amonio en la solucion fijadora hay dos tipos de
titulacion: La retro-valoracion vy la titulacion directa. Ambos métodos indican el
amoniaco presente en el destilado con un cambio de color y seguido por el
calculo de concentraciones desconocidas.

Retro-valoracion:

El amoniaco es capturado por un exceso cuidadosamente medido de una
solucion de acido estandarizada en el frasco recibidor. El exceso de acido en la

solucion fijadora mantiene el pH bajo y el indicador no cambia.

2NHs +  2H2SO4 —» (NH4)2S0O4 + H2SOa4

amoniaco  acido sulfarico sulfato de amonio &cido sulfdrico (exceso)



54

La solucién en exceso de &cido es neutralizada exactamente por una solucion
cuidadosamente medida de base estandar como hidroxido de sodio. Un cambio

de color es producido al punto final de la titulacion.

(NH4)2SOs4 + H2S0s4 + 2NaOH —» Na2S0s4 + (NH4)2SOs4 + 2H20
sulfato aménico &c.sulfrico hidroxido sédico sulfato sédico  sulfato aménico agua
Titulacion directa:

Una alternativa conveniente, la cual solo requiere una solucién estandar
(ventaja), comprende la recoleccion del amoniaco en un exceso no medido de

acido borico, este captura el gas amoniaco formando un complejo amonio-

borato:
HsBOs + NHs ——» NH4H2BOs + HsBOs (exceso)
Acido bérico amoniaco amonio-borato acido bérico

El ion dihidrégeno-borato producido es una base razonablemente fuerte que se
puede titular con una solucién patrén de acido sulfurico o clorhidrico:

H2BOs3 + HsO — H3BOs3s + H20

lon borato ion hidronio acido bérico  agua

En el punto de equivalencia, la solucion contiene acido bérico y iones amonio,
por tanto requiere un indicador con intervalo de transicion acido (por Ej. El verde

de bromocresol).
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Factor empirico (N) para proteinas:

El método Kjeldahl determina la proteina bruta o la materia nitrogenada total.
Esta se calcula multiplicando el nitrdgeno total por un factor empirico, y el
resultado se expresa como “proteina (N x 6.25)”, “proteina (N x 6.38)", etc.
Estos factores se han calculado considerando los componentes basicos de un

gran numero de muestras del mismo alimento:

Factor = media de la materia nitrogenada total por diferencia = PN/ NK
Media del nitrégeno total por Kjeldahl

Por ejemplo:
PN = 100 — (%agua + %grasa + %cenizas)
Con los otros alimentos se deben ademas restar los carbohidratos, fibra, etc.

El factor 6.25 es conocido como factor general.

4.1.3. Determinacién de indice de Acidez. (32,35)

El indice de acidez es la cantidad en miligramos de hidroxido de potasio,
necesarios para neutralizar los acidos grasos libres de un gramo de muestra.

El método se fundamenta en una retrovaloracion acido -base en el cual la base
o alcali en exceso no reaccionante, se valora con un acido fuerte, y por
diferencia de volimenes se obtiene la cantidad consumida por los acidos
grasos . El punto final de la valoracion se determina por el viraje de color del

indicador fenolftaleina de rosado a incoloro.
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La reaccion que se lleva a cabo entre el acido organico y la base es la
siguiente:

CH3(CH2)nCOOH + KOH  ——» CHs3(CH2)nCOOK + H20
Acido débil Base Sal Agua

La reaccion que se lleva a cabo en la retrovaloracion es la siguiente:

KOH (exceso) + HCI . KCl + H20
Base Acido Fuerte Sal Agua

El analisis se efectia en medio éter etilico — etanol , en la cual se determinan
moléculas organicas capaces de ceder un proton (que tengan un hidroégeno
liberable), insolubles o poco solubles en agua, o de acidez muy débil para

determinarse directamente en medio acuoso.

Reactivos titulantes:

Deben de ser bases muy fuertes. Hidréxidos alcalinos en solucién en alcoholes
alifaticos, como el hidroxido de potasio alcohdlico, el cual debe conservarse en
un recipiente de vidrio blanco. La alcalinidad del medio favorece la poli
condensacion de derivados del etanol. Los productos que se forman se
destruyen por reaccion fotoquimica. El hidroxido de potasio metandlico es
analogo al anterior, pero no tiene las reacciones de degradacién de la solucion

etandlica.
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4.1.4. Determinacion de Lipidos acidos expresados como:

Acido 10-hidroxidecenéico (4cidos grasos de cadena corta) (25.37)

La determinacién se basa en la extraccion de las grasas con un solvente
adecuado y la obtencion de los ésteres metilicos de los acidos grasos, mediante
la reaccion de esterificacion de los acidos con una solucion de hidroxido
potasico y metanol, y la posterior inyeccion directamente de la disolucion de
ésteres metilicos en el cromatografo de gases.

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos, que
permite separar componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por otros medios. En
todas las separaciones cromatogréficas, la muestra se disuelve en una fase
movil que puede ser un gas, liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se
hace pasar a través de una fase estacionaria inmiscible, la cual se mantiene fija
en una columna o sobre una superficie solida. Las dos fases se eligen de forma
tal, que los componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la
fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son retenidos con
fuerza por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase
movil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase
estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta
movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas discriminadas

que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.
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Debido a que el método planteado para la determinacion del 10-HDA es de
cromatografia de gases, a continuacion se presenta una breve descripcion del
fundamento de dicho método.

En cromatografia de gases (CG), la muestra se volatiliza y se inyecta en la
cabeza de una columna cromatografica. La elusion se produce por el flujo de
una fase mévil de un gas inerte, y a diferencia de la mayoria de los tipos de
cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su
Unica funcion es transportar el analito a través de la columna. Existen dos tipos
de cromatografia de gases: la cromatografia gas-sélido (CGS) y la
cromatografia gas-liquido (CGL).

La CGS ha tenida una aplicacion limitada debido a la retencion semipermanente
de las moléculas activas o polares y a la obtencion de picos de elusion con
colas (una consecuencia del caracter no lineal del proceso de adsorcion), de
modo que esta técnica no ha encontrado una gran aplicacion, excepto para la
separacion de ciertas especies gaseosas de bajo peso molecular.

La CGL se emplea para el analisis de &acidos grasos como el 10-
hidroxidecendico, entre otras aplicaciones, y se basa en la distribucion del
analito entre una fase movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la

superficie de un sélido inerte.
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4.1.5. Determinacion Potenciométrica del Valor de pH. (37,39)

La escala de pH es una serie de nUmeros que expresan el grado de acidez (o
alcalinidad) de una solucion, en comparacion con la cantidad total de acido o
base de algun material previamente determinado, por medio de una titulacién

acidimétrica (o alcalimétrica).

Esta prueba se basa en la determinacion de la actividad de iones hidrégeno,
empleando un instrumento potenciométrico, con sensibilidad para producir
valores de pH de 0.05 unidades usando un electrodo indicador al ion hidrogeno
como electrodo de vidrio y un electrodo de referencia apropiado, tal como el de
calomel o el de cloruro de plata-plata. El equipo debe de detectar el potencial en

mV y en unidades de pH a través del par de electrodos.

El pH se define convencionalmente como el logaritmo negativo de la
concentracion del ion hidrégeno:

pH = -log [H+]

Para las mediciones de pH, se utiliza ampliamente el electrodo de vidrio, porque
da una respuesta inmediata a los cambios rapidos de las concentraciones de
iones hidrégeno adn en soluciones poco reguladas. Como el mecanismo de
este electrodo no implica un cambio de electrones, resulta ser el Unico electrodo

sensible a los iones hidrogeno, al cual no perturban los agentes de oxidacién o
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reduccion. Los valores de pH, de las soluciones o suspensiones que son solo
parcialmente acuosas y que pueden considerarse solamente como “Valores
aparentes de pH” pueden medirse con un electrodo adecuado y normalizado
adecuadamente al medidor de pH.

El electrodo de vidrio es una herramienta muy versatil para la medida de pH en
muy diversas condiciones. El electrodo se puede utilizar sin interferencias en
disoluciones que contienen oxidantes fuertes, reductores, gases y proteinas (en
presencia de proteinas se utiliza un electrodo de referencia de calomelanos en
vez de un electrodo de plata / cloruro de plata, debido a que los iones plata
reaccionan con las proteinas); se puede determinar el pH de fluidos viscosos e
incluso semisolidos.

Como los valores de pH dependen de la temperatura, las mediciones se deben
efectuar a determinadas temperaturas constantes. Las soluciones empleadas
para determinar el pH se deben preparar con agua exenta de dioxido de

carbono.

4.1.6. Determinaciéon de Cenizas. (16,25)

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo
inorganico que queda después de quemar la materia organica. Las cenizas,
normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el
alimento original, debido a las pérdidas por volatilizacion por las interacciones

quimicas entre los constituyentes.
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El valor principal de la determinacion de cenizas (y también de las cenizas
solubles en agua, la alcalinidad de las cenizas y las cenizas insolubles en acido)
es que supone un método sencillo para determinar la calidad de ciertos
alimentos. Las cenizas de los alimentos deberan estar comprendidas entre
ciertos valores, lo cual facilitara en parte su identificacion.

La determinacion del contenido de cenizas se basa en que una muestra pesada
inicialmente y sometida a un proceso de calcinacion a 500 °C, pierde los
materiales o componentes organicos, obteniéndose un residuo inorganico al

gue se le denomina cenizas.

4.1.7. Determinacion de Metales Pesados. (Plomo). 2.35)

Los metales pesados son aquellos cuya densidad sobrepasa los 3 g/cms.
Dentro de estos se tienen el mercurio, cadmio, cromo, y el plomo, entre otros.
Convencionalmente se expresa el contenido de metales pesados como partes
por millon de plomo.

El plomo es uno de los contaminantes que se encuentran mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Su elevada resistencia a la corrosion le ha hecho
encontrar numerosas aplicaciones, entre las que destaca la fabricacion de
acumuladores eléctricos (baterias) y soldaduras. Los derivados tanto organicos
como inorganicos del plomo también encuentran aplicacién en la industria del

vidrio y la ceramica, la fabricacion de pinturas y de aditivos para gasolinas.
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El plomo es extremadamente toxico; sus efectos en los humanos son
acumulativos. Se introduce en el cuerpo ya sea como i6n plomo (Pb 1)
inorganico o como tetraetilplomo. Inhalado o ingerido, el plomo se concentra en
la sangre, en los tejidos y en los huesos. Se sabe que los iones de plomo
inhiben las enzimas que catalizan las reacciones de biosintesis de la
hemoglobina. El tetraetilplomo se convierte en el higado en el iébn Pb(C2H5)3+,
este iOn puede atravesar con mas facilidad las capas de membranas que los
iones plomo no complejados, y por lo tanto pueden atacar enzimas en diversas
zonas, tales como el cerebro.

Quimicamente los metales pesados precipitan a un pH de 3.5 en la forma de
sulfuros coloreados por la accion de iones sulfuro o reactivos capaces de
producirlos (tioacetamina hidrolizada en medio alcalino).

En estas condiciones precipitan plomo, cobre, plata, mercurio, cobalto, cadmio.
El interés de la prueba es determinar impurezas minerales (contaminantes),
toxico para el organismo humano por su acumulacion.

La determinacion de metales pesados, convencionalmente se efectia por la
comparacion con un testigo que tenga una cantidad conocida de plomo,
realizandose la prueba en tubos de comparacion. El contenido global de
“metales pesados” se expresa en plomo, aunque los diferentes metales no se
manifiestan en la reaccion (precipitacion de sulfuros) con la misma sensibilidad.
Otro método para determinar plomo, es a través de espectrofotometria de

absorcion atémica.
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La espectrofotometria de absorciéon atomica (AA) se basa en la medicidn de la
cantidad de energia absorbida por los atomos de un elemento metalico al
tratarse en condiciones determinadas.

La caracteristica de interés en las medidas por AA, es el monto de luz, a la
longitud de onda resonante que es absorbida, cuando la luz pasa a través de
una nube atdmica. Conforme el nimero de atomos se incrementa en el paso
de la luz, la cantidad que de ésta sera absorbida se incrementara en una
forma predecible. Se puede efectuar una determinacion cuantitativa del analito
presente, midiendo la cantidad de luz absorbida.

La nube de atomos requerida para las mediciones en absorcion atdmica, es
producida por la adicion de suficiente energia térmica a la muestra para
disociar los compuestos quimicos en atomos libres. La aspiracion de una
solucion de la muestra dentro de una llama alineada con el rayo de luz, sirve
para este propoésito. Bajo condiciones apropiadas de llama, muchos de los
atomos permaneceran en la forma de su estado fundamental y ser capaces de

absorber luz de longitud de onda apropiada proveniente de una fuente de luz.

La determinacion de plomo en la jalea real virgen y liofilizada se basa en un
tratamiento de la muestra por calcinacion en mufla a 500 °C, con posterior
tratamiento con acido nitrico y acido clorhidrico, obteniéndose la solucion de
prueba. Posteriormente se aspira la solucion de muestra en el

espectrofotometro de absorcion atomica, se elabora la curva de calibracién con
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soluciones estandar de concentracion conocida de plomo y cuantificacion
posterior de plomo en la solucién de prueba por interpolacién en la curva de

calibracion.

4.1.8. Determinaciéon de Tetraciclina. (6,8,10,35)

Las tetraciclinas son derivadas del quimico policiclico naftacenocarboxamida
obtenido del cultivo de microorganismos de Streptomyces. Ellos presentan un
amplio rango de actividad contra bacterias gram (+) y gram (-) y otros
microorganismos que no responden a otras drogas.

Las tetraciclinas son utilizadas en apicultura para el tratamiento de la loque
americana y la loque europea que son producidas por las bacterias Bacillus
larvae para la primera, y para la europea , las bacterias Melissococcus plutén,
Bacillus alvei, Bacillus laterosporus, Achromobacter eurydice y otros gérmenes.
Las dosis para la oxitetraciclina y clorhidrato de tetraciclina es de 1 gramo de
sustancia activa por colonia de abejas tres veces en intervalos de 7 dias, en el
caso de la loque americana; y para la loque europea, la dosis es de 0.5 gramos
de sustancia activa por colonia de abejas, tres veces en intervalos de 7 dias.
Estos tratamientos deben de efectuarse en el periodo en el cual no hay
cosecha, ya sea de miel o jalea real, cuya presencia en estos productos es un

indicativo de su uso en épocas de cosecha o en cantidades elevadas.
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La identificacion de estas sustancias en la jalea real, se basa en la extraccion
de las tetraciclinas en medio acido diluido, las cuales presentan absorcion en la
region ultravioleta del espectro electromagnético.
Las tetraciclinas, como la oxitetraciclina y la tetraciclina presentan absorcion
maxima en las siguientes longitudes de onda en medio acido diluido:

- Oxitetraciclina: 268 y 352 nm.

- Tetraciclina: 270 y 356 nm.
Por tanto, obteniéndose los espectros ultravioleta de estandares de estas
sustancias, en el rango de longitudes de onda de 230 a 360 nm, y
comparandose con los espectros obtenidos de las muestras en el mismo rango
de longitudes de onda, es posible determinar la presencia o ausencia de

tetraciclinas en la jalea real.

4.1.9. Determinacion de Almidon. 26,32,38)

El almidén es un polisacarido, compuesto constituidos por muchas unidades de
monosacaridos, moléculas, cientos e incluso miles de ellas; en el caso del
almidon, esta formado por unidades de D-(+)-glucosa que se mantienen unidas
por enlaces glucosidicos.

El almidon contiene generalmente alrededor del 20 % de una fraccion soluble
en agua llamada amilosa, y el 80 % de una insoluble conocida como

amilopectina.
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La deteccion de almidén de la jalea real se basa en la adicion de reactivo de
yodo-yoduro (lugol), a una suspensién acuosa de jalea real, que en presencia
de almidon producird un color azul intenso.

Esta reaccion de coloraciéon se debe a que cuando miles de moléculas de
glucosa polimerizan, forman grandes moléculas de p-amilosa, las cuales
tienden a adoptar una estructura helicoidal, y entonces la especie de yoduro 15
se incorpora o0 se adsorbe en el interior de la cadena helicoidal, componente
macromolecular de muchos almidones. La o-amilosa esta intimamente

relacionada, forma un aducto rojo con el yodo.
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4.2. Fundamentos de Métodos de Analisis Microbiolégicos

4.2.1. Determinacion de Coliformes totales y Coliformes fecales (17,1823

El grupo de microorganismos llamados coliformes totales pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Se caracterizan porque son de forma bacilar, Gram
negativos, aerdbicos y anaerdbicos facultativos, no forman esporas y fermentan
el azUcar lactosa con produccion de acido y gas a 35°C dentro de 48 hrs. A este
grupo pertenecen bacterias del género: Escherichia, Enterobacter; Citrobacter
y Klebsiella. Estas bacterias se encuentran comunmente en las plantas, el

suelo y los animales, incluyendo a los humanos.

Dado a que el grupo coliformes totales incluye un amplio rango de bacterias
cuya fuente primaria no necesariamente es el tracto intestinal, se utilizan como
indicadores de contaminacion fecal, bacterias pertenecientes al grupo de los
coliformes fecales. Estas bacterias se definen como bacilos gram negativos,
aerobicos y anaerobicos facultativos, que fermentan la lactosa formando acido y
gas a 44.5°C en 24 hrs. Estas bacterias se encuentran presentes en el intestino
del hombre y de animales de sangre caliente e incluye bacterias pertenecientes,
a lo menos, a los géneros Escherichia y Klebsiella. Para la determinacion de

coliformes totales y fecales se usa el método del Niumero Mas Probable.
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4.2.1.1.Numero Mas Probable (NMP)

Es una estrategia eficiente de estimacion de densidades poblacionales
especialmente cuando una evaluacion cuantitativa de células individuales no es
factible. La técnica se basa en la determinacion de presencia o ausencia en
réplicas de diluciones consecutivas de atributos particulares de
microorganismos presentes en las muestras. Se puede hacer con 3 6 5 tubos.
En este método, varias porciones de muestra de jalea real son sembradas en
varios caldos de cultivo apropiado, los que se conoce como “Técnica de Tubos

Multiples”.

Después de incubar y leer los resultados, el numero de tubos positivos de cada
dilucién se consulta en cuadros de probabilidad que siguen una distribucion de

Poisson. Para obtener el numero mas probable, se utilizan en 10 tubos.

La prueba de los tubos multiples se dividen en 3 etapas:
4.2.1.1.1 Prueba Presuntiva.
4.2.1.1.2 Prueba Confirmativa.

4.2.1.1.3 Prueba de Coliformes Fecales.

4.2.1.1.1 Prueba presuntiva:
Para la prueba presuntiva se inocula la muestra en tubos con caldo Lauril

Triptosa con campanas de Durham para detectar la produccién de gas. El caldo
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lactosado puede usarse como alternativa, sin embargo, incrementa la
frecuencia de resultados falso-positivo. El laurato del Caldo Lauril Triptosa
disminuye la tension superficial y tiene efecto adverso sobre un crecimiento de
bacterias aerdbicas esporuladas. Los tubos inoculados a 35°C por 48 horas
haciendo la lectura de la presencia de gas a las 24 y 48 horas. Si hay gas en
alguno de los tubos se procede a continuar con el analisis, por que se considera
prueba presuntiva positiva.

Una prueba presuntiva positiva no siempre significa que la muestra contenga
coliformes. Los resultados falsos positivos pueden deberse a otros
microorganismos capaces de fermentar la lactosa con produccion de gas o a la
accion sinérgica de varios microorganismos que individualmente no serian

capaces de hacerlo.

4.2.1.1.2 Prueba Confirmativa:

Si sometemos los tubos positivos de la prueba presuntiva a un proceso de
confirmacioén, se eliminan los resultados falsos positivos. La prueba confirmativa
consiste en inocular los tubos con Caldo Bilis Verde Brillante (CBVB), a partir
del crecimiento microbiano obtenido en los tubos positivo de la prueba
presuntiva. Los tubos con CBVB que presenta gas a las 24 horas a 35 °C, se
consideran como positivos para la prueba confirmativa.

Es deseable que los tubos positivos de la prueba presuntiva se confirmen tan

pronto presenten gas, aunque esto ocurra antes de las 24 horas de incubacion
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ya que con frecuencia el pH del medio disminuye tanto que puede alterar la
viabilidad de los coliformes, conduciendo a pruebas confirmativas negativas

falsas.

4.2.1.1.3 Prueba de Coliformes Fecales:

Esta prueba permite distinguir las bacterias coliformes fecales de los coliformes
de otras fuentes y se usa en paralelo con la prueba confirmatoria. El
fundamento de esta prueba es la temperatura de 44.5°C. A que pueden
cultivarse los coliformes fecales, porque proviene del intestino, en tanto que los

coliformes ambientales no pueden hacerlo a esa temperatura.

4.2.2. Determinacion de Hongos y Levaduras.(i7,23)

El crecimiento de Hongos y levaduras en la Jalea Real significa que esta ha
sido almacenada por un largo periodo de tiempo y es indicio de contaminacion
ambiental. Ocasionalmente una materia prima parece libre de hongos y
levaduras, pero un examen microbiolégico determina que esta contaminado.

La contaminacion de materias primas y productos terminados por hongos y
levaduras resulta en pérdidas econdmicas para el productor, distribuidor y
consumidor.

Muchos hongos y levaduras pueden ser capaces de producir enfermedades en

humanos y animales a causa de su habilidad para producir metabolitos téxicos
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conocidos como micotoxinas. Ciertos hongos y levaduras pueden producir

reacciones alérgicas o infecciones.

La determinacién de hongos y levaduras se puede realizar directamente en la
muestra de Jalea Real humedecido e incubado a 25°C o bien mediante
diluciones sucesivas y siembra en placa en superficie. Es necesario afadir
agentes antibacterianos como el acido tartarico al medio de cultivo para evitar

el crecimiento de las bacterias, que es mas rapido que el de los mohos.

4.2.3. Salmonella spp — Shiguella (17,18,23)

Las especies de Salmonella y Shigella pertenecen a la familia de las
Enterobacteriaceae, que son bacilos gram negativos. Estas bacterias son
causantes de sindromes diarréicos y disentéricos acompafiados por fiebre y

septicemia en casos tipicos de fiebre tifoidea.

La prueba de deteccién de Salmonella y Shigella en muestras de Jalea real se
divide en tres partes:

4.2.3.1. Enriguecimiento no-selectivo.

4.2.3.2 Enriguecimiento selectivo.

4.2.3.3 Aislamiento selectivo.
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4.2.3.1 Enriquecimiento no-selectivo.

Para el enriquecimiento no-selectivo, a la muestra se le afiade un volumen
medido de medio fluido MOSSEL, que es un medio de enriquecimiento para
todas las especies de enterobacterias. Este medio contiene verde brillante y
sales biliares que inhiben completamente a las bacterias gram positivas
acompanantes. La dextrosa favorece el crecimiento de todas Ilas
enterobacterias. La alta capacidad buferizante de este medio de -cultivo
previene la muerte de las bacterias por la formacién de &cido debido a la

fermentacion del azucar.

4.2.3.2 Enriquecimiento selectivo.

Para el enriguecimiento selectivo la muestra previamente enriquecida se
inocula en medio fluido para gram negativos (GN); que incrementa el
crecimiento de ciertas especies bacterianas e inhibe el desarrollo de
microorganismos no deseados. Este medio fluido contiene desoxicolato y
citrato que son inhibidores de las bacterias gram positivas. Muchas cepas de
Shigella crecen bien. La concentracion de manitol, mayor que la glucosa, que
posee el medio, limita el crecimiento de especies de Proteus, promoviendo el
crecimiento de especies de Salmonella y Shigella capaces de fermentar
manitol. Este medio se utiliza para recuperacion de especies de Salmonella y

Shigella cuando se hallan en pocas cantidades en las muestras.
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4.2.3.3 Aislamiento Selectivo.

En el aislamiento selectivo, la muestra contenida en el medio fluido para gram
negativos (GN); se siembra con hisopos estériles en forma de estrias, sobre
placas con agar Salmonella-Shiguella (agar SS). Se incuban las placas a 35-
37°C durante 18-24 horas. El agar SS es un medio altamente selectivo
formulado para inhibir el crecimiento de muchos microorganismos coliformes y
permitir el crecimiento de especies de Salmonella y Shigella. Contiene verde
brillante, sales biliares y altas concentraciones de tiosulfato de sodio y citrato de
amonio férrico que inhibe a todas las bacterias gram positivas y muchos
microorganismos gram negativos incluyendo las coliformes. Cualquier bacteria
que produce Sulfuro de hidrogeno se detecta por el precipitado negro formado
con citrato férrico. La lactosa es el unico carbohidrato presente en este medio y
el rojo neutro es el indicador para la deteccion de acidos producidos por la

fermentacion.



CAPITULO V
ANALISIS DE RESULTADOS
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

Con el objeto de realizar el analisis de los resultados , se presentan en el

siguiente cuadro las especificaciones de calidad

tomadas del Cddigo

Alimentario Argentino, Parametros de Calidad de la Jalea Real para Consumo

Humano (Cuba) y el Reglamento Técnico para la Determinacion de ldentidad y

Calidad de la Jalea Real (Brasil).

CUADRO 8 . ESPECIFICACIONES DE CALIDAD PARA LA EVALUACION

FISICOQUIMICA DE LA JALEA REAL VIRGEN Y
LIOFILIZADA (1,34,42)

CARACTERI'STIC,AS JALEA REAL JALEA REAL
DE COMPOSICION VIRGEN LIOFILIZADA
Humedad, secado a
70°C por 12 horas * 60 - 70 % < 5.0 % **

pH, solucion al
5.0 % plv * 34-45 | e
indice de Acidez (mg
KOH / g de muestra)* 23-48 | e
% Nitrégeno 176 -24% | = -
Proteinas , N x 6.25 * 11-15% 27 -40%
Cenizas, 500°C * 08-1.0% 2-5%
Metales Pesados
(ppm Pb) ** <50ppm | e
Tetraciclinas ** No debe ser detectada | = ------
Almidén *** Ausente | e

* Cédigo Alimentario Argentino

** Parametros de calidad de la jalea real para consumo humano ( Cuba)

*** Reglamento técnico para la determinacién de identidad y calidad de la jalea real(Brasil).



5.1. RESULTADOS DE ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LA JALEA REAL

VIRGEN Y LIOFILIZADA.

CUADRO 9: Resultados de analisis fisico-quimico de Jalea Real Virgen .

Procedencia: China — Al
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DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
% Humedad 60 —70 % 62.2
% Materia seca 30-40% 37.8
% Nitrogeno 1.76 - 2.4 % 2.16
% Proteinas 11-15% 13.52
pH 3.4-45 3.69
indice de Acidez (mg KOH / g) 23 —48 36.94
% Cenizas 0.8-1.0% 0.91
Metales Pesados ( ppm Pb) <5 ppm No detectado
Almidon Ausencia Ausencia
Tetraciclinas No detectada No detectada

En el cuadro 9 se presenta los resultados del andlisis de la muestra de jalea
Real Virgen procedente de China . Se observa que la muestra cumple con las

especificaciones de calidad fisico-quimica establecidas en el cuadro 8.

CUADRO 10: Resultados de analisis fisico-quimico de Jalea Real Virgen .

Procedencia: El Salvador — A2

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
% Humedad 60 —70 % 61.8
% Materia seca 30-40% 38.2
% Nitrégeno 176 -24% 2.29
% Proteinas 11-15% 14.35
pH 3.4-45 3.55
indice de Acidez (mg KOH / g) 23 — 48 24.32
% Cenizas 0.8-1.0% 1.03
Metales Pesados ( ppm Pb) <5 ppm No detectado
Almidon Ausencia Ausencia
Tetraciclinas No detectada No detectada
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En el cuadro 10 se presentan los resultados del andlisis de la muestra de Jalea
Real Virgen, procedente de El Salvador. Se determina a través de los mismos,

gue cumple con las especificaciones de calidad establecidas en el cuadro 8.

CUADRO 11: Resultados de andlisis fisico-quimico de Jalea Real Virgen .

Procedencia: El Salvador — B.

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO

% Humedad 60 -70 % 64.2

% Materia seca 30-40% 35.8

% Nitrogeno 176 -24% 2.14

% Proteinas 11-15% 13.37

pH 34-45 3.69

indice de Acidez (mg KOH / g) 23— 48 24.78

% Cenizas 0.8-1.0% 0.95
Metales Pesados ( ppm Pb) <5 ppm No detectado

Almidon Ausencia Ausencia

Tetraciclinas No detectada No detectada

El cuadro 11 contiene los resultados del analisis fisicoquimico de la muestra
procedente de El Salvador. A través de estos resultados, se establece que

cumple con las especificaciones de calidad para la jalea real virgen.



CUADRO 12: Resultados de andlisis fisico-quimico de Jalea Real Virgen .

Procedencia: Cuba — C1

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO

% Humedad 60 —70 % 49.01

% Materia seca 30-40% 50.99

% Nitrogeno 1.76 -24% 1.54

% Proteinas 11-15% 9.66

pH 3.4-45 3.37

indice de Acidez (mg KOH / g) 23— 48 31.99

% Cenizas 0.8-1.0% 0.74
Metales Pesados ( ppm Pb) <5 ppm No detectado

Almidon Ausencia Ausencia

Tetraciclinas No detectada No detectada

La informacion que proporciona el cuadro 12 establece que la muestra
analizada, procedente de Cuba, no cumple con las especificaciones de calidad
establecidas para la jalea real virgen; excepto el parametro correspondiente al

indice de acidez, metales pesados, almidon y tetraciclinas, con los cuales esta

dentro de especificacion.

CUADRO 13: Resultados de analisis fisico-quimico de Jalea Real Virgen .

Procedencia: China — C2

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO

% Humedad 60 —70 % 63.34

% Materia seca 30-40% 36.66

% Nitrégeno 176 -24% 2.13

% Proteinas 11-15% 13.29

pH 3.4-45 3.72

indice de Acidez (mg KOH / g) 23 — 48 26.44

% Cenizas 0.8-1.0% 0.96
Metales Pesados ( ppm Pb) <5 ppm No detectado

Almidon Ausencia Ausencia

Tetraciclinas No detectada No detectada
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El cuadro 13 establece, a través de la informacion obtenida del analisis fisico-
quimico, que la muestra procedente de China, cumple con las especificaciones

de calidad establecidas para la Jalea Real Virgen.

CUADRO 14: Resultados de analisis fisico-quimico de Jalea Real Liofilizada

Procedencia: México — C3.

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
% Humedad <50% 0.42
% Materiaseca | = ----- 99.58
% Nitrogeno 5.88
% Proteinas 27 -40 % 36.75
pH 3.86
indice de Acidez (mg KOH / g) 73.32
% Cenizas 2-50% 2.79
Metales Pesados ( ppm Pb) No detectado
Almidon Ausencia
Tetraciclinas No detectada

En el cuadro 14 se presentan los resultados del analisis de la Jalea Real
Liofilizada procedente de México, a través de los cuales se puede observar que
cumple con las especificaciones de calidad establecidas para este tipo de
producto.

Es necesario aclarar que se carecen de especificaciones, para la Jalea Real
Liofilizada, con respecto a los parametros de indice de acidez, pH, metales

pesados, almidon y tetraciclinas.



CUADRO 15: Resultados de analisis fisico-quimico

Procedencia: EEUU — D.
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de Jalea Real Liofilizada

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO
% Humedad <50% 3.14
% Materiaseca | = ----- 96.86
% Nitrogeno 5.86
% Proteinas 27 -40 % 36.63
pH 3.88
indice de Acidez (mg KOH / g) 70.09
% Cenizas 2-50% 2.79
Metales Pesados ( ppm Pb) No detectado
Almidon Ausencia
Tetraciclinas No detectada

La informacion que proporciona el cuadro 15 establece, a través de los
resultados del andlisis fisicoquimico de la muestra procedente de Estados
Unidos, cumple con las especificaciones de calidad para la Jalea Real
Liofilizada.

No se cuenta con especificaciones que establezcan los parametros de indice de

acidez, pH, metales pesados, almidon y tetraciclinas.
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CUADRO 16: Caracteristicas Organolépticas de la Jalea Real Virgen y

Liofilizada en las Diferentes Muestras.

No. Estado
Muestra | Identificacién| Fisico Color Olor Sabor
Requisito|  ------- Cremoso | Blanco a |Caracteristico| Acidoy
marfil picante
1 Al Semifluido | Blanco — Acido -
amarillento | Caracteristico | astringente
2 A2 Semifluido | Blanco — Acido -
amarillento | Caracteristico | astringente
3 B Semifluido | Amarillo Acido —
palido | Caracteristico | astringente
4 C1 Semifluido | Blanco — Acido —
amarillento | Caracteristico | astringente
5 Cc2 Semifluido | Amarillo Acido —
palido | Caracteristico | astringente
Solido/ Acido —
6 C3 granulos | Blanco — |Caracteristico | astringente
finos amarillento
Solido/ Acido -
7 D granulos | Amarillo | Caracteristico | astringente
finos palido

El cuadro 16 contiene los resultados de la evaluacion de las propiedades o
caracteristicas organolépticas de las muestras de Jalea Real Virgen y
Liofilizada.

El Reglamento Técnico para la Determinacion de ldentidad y Calidad de la
Jalea Real presenta los requisitos para las caracteristicas organolépticas, en
base a la cual se realiza la comparacion de resultados; de igual forma, la teoria
aporta informacion sobre las propiedades o caracteristicas organolépticas a las
cuales responde la jalea real.

En base a lo especificado anteriormente, se determina que las muestras

cumplen con las especificaciones.
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5.2.RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA JALEA REAL
VIRGEN Y LIOFILIZADA.

Los criterios de aceptacion microbiolégica son tomados del Reglamento Técnico

para la Determinacion de Identidad y Calidad de Ila Jalea Real

( Ver Cuadro 6).

CUADRO 17: Resultados de analisis microbioldgico Determinacién de

Coliformes Fecales en Jalea Real Virgen y Liofilizada .

Especificacion
No. Muestra Identificacion Coliformes Resultado
Fecales
1 Al Ausencia Ausencia
2 A2 Ausencia Ausencia
3 B Ausencia Ausencia
4 C1 Ausencia Ausencia
5 C2 Ausencia Ausencia
6 Cs3 Ausencia Ausencia
7 D Ausencia Ausencia

Nota: Las muestras de la 1 — 5 corresponden a jalea real virgen. La muestra 6 y
7 corresponde a jalea real liofilizada.

El cuadro 17 establece los resultados del andlisis microbiolégico
correspondiente a la determinacién de coliformes fecales en Jalea Real Virgen y
Liofilizada, a través de los cuales se observa que cumplen con los criterios de

aceptacion con respecto a coliformes fecales.
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CUADRO 18: Resultados de analisis microbioldgico Determinacion de

Salmonella spp y Shigella en Jalea Real Virgen y Liofilizada

Especificacion
No. Muestra Identificacion Salmonella spp Resultado
y Shigella
1 Al Ausencia Ausencia
2 A2 Ausencia Ausencia
3 B Ausencia Ausencia
4 C1 Ausencia Ausencia
5 C2 Ausencia Ausencia
6 C3 Ausencia Ausencia
7 D Ausencia Ausencia

Nota: Las muestras de la 1 — 5 corresponden a jalea real virgen. La muestra 6 y
7 corresponde a jalea real liofilizada.

En el cuadro 18, se presentan los resultados correspondientes a la
determinacion de Salmonella spp — Shiguella en Jalea Real Virgen y Liofilizada,
a través de los cuales se establece que cumplen el criterio de aceptaciéon

microbiolégico .
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CUADRO 19: Resultados de analisis microbiologico . Determinacion de Hongos

y Levaduras en Jalea Real Virgeny Liofilizada .

Especificacion
No. Muestra Identificacion Hongos 'y Resultado
Levaduras
1 Al <100 UFCl/g <10 UFC/g
2 A2 <100 UFCl/g <10 UFC/g
3 B <100 UFC/g < 10 UFCl/g
4 C1 <100 UFC/g < 10 UFCl/g
5 C2 <100 UFC/g < 10 UFCl/g
6 C3 <100 UFC/g < 10 UFC/g
7 D <100 UFC/g < 10 UFCl/g

Nota: Las muestras de la 1 — 5 corresponden a jalea real virgen. La muestra 6 y
7 corresponde a jalea real liofilizada.

El cuadro 19 presenta los resultados de la determinacibn de Hongos y
Levaduras . Por medio de estos resultados se establece que cumplen con el
criterio de aceptacién establecido.

El Reglamento Técnico para la Determinacion de ldentidad y Calidad de la
Jalea Real solo establece criterios de aceptacion microbioldgica para la Jalea

Real Virgen.
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5.3. RESULTADOS DEL ANALISIS DE HUMEDAD EFECTUADOS A LAS
DIVERSAS MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN.

70+
60

504

40+
% Humedad

30+

20

10+

Al A2 B C1 Cc2 % max. % min.
Identificacion

Gréfico 1: Porcentaje de Humedad en Jalea Real virgen

No Muestra | Identificacion | % Humedad
1 Al 62.2
2 A2 61.8
3 B 64.2
4 C1 49.01
5 C2 63.34

En el gréfico 1 se presentan los porcentajes de Humedad obtenidos de las
muestras analizadas de jalea real virgen. El porcentaje de humedad para las
muestras identificadas como: Al, A2, B y C2 se encuentran en el rango de 60-
65%. La que presenta mayor porcentaje corresponde a la muestra identificada
como B, con un 64.2%. La que presentd un menor porcentaje (dentro del
rango), es la identificada como A2 ,conun 61.8 %.

Caso contrario sucede con la muestra identificada como C1, con un porcentaje

de 49.01% , estando fuera de especificacion.
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5.4. RESULTADOS DEL ANALISIS DE HUMEDAD EFECTUADOS A LAS
MUESTRAS DE JALEA REAL LIOFILIZADA.

al

5,
4.5
4 3.14
3.5
3,
% Humedad 2.5-
2,
1.5 0.42
1,
0.5
O,

C3 D % max

Identificacion

Gréfico 2: Porcentaje de Humedad en Jalea Real Liofilizada

No Muestra| ldentificacion |% Humedad
6 C3 0.42
7 D 3.14

En el gréfico 2 se presentan las humedades obtenidas de la jalea real liofilizada.
Se puede observar una notable diferencia entre ambas muestras, la que
presenté mayor contenido de humedad (3.14%) es la muestra identificada como
D de origen estadounidense; en cambio la muestra C3 , de México, presento
un menor porcentaje (0.42%).

Ambas cumplen con la especificacion de calidad para contenido de humedad en

jalea real liofilizada.
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5.5. RESULTADOS DEL ANALISIS DE PROTEINAS EFECTUADOS A LAS
DIVERSAS MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN.

161 |1352 1435 1337

13.29

141
121

10
% Proteinas

(Base Himeda)

o N A O

Al A2

B C1

11

C2 %min  %max

Identificacion

Gréfico 3: Porcentaje de Proteinas en Base Himeda en Jalea Real

Virgen

%
No Muestralldentificacion| Proteinas
1 Al 13.52
2 A2 14.35
3 B 13.37
4 C1 9.66
5 C2 13.29

El grafico 3 presenta los contenidos porcentuales de proteinas en jalea real

virgen. Las muestras Al, A2, By C2, poseen un porcentaje de proteinas en el

rango del 13 — 15%, en base humeda. La muestra que presentdé un mayor

porcentaje (14.35%) fue A2, procedente de El Salvador. La muestra que

presentd menor contenido (13.29%) corresponde a C2, de origen chino.

La muestra cubana (C1l) mostrd6 un bajo contenido de proteinas (9.66%),

encontrandose fuera de especificacion.
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5.6. RESULTADOS DEL ANALISIS DE PROTEINAS EFECTUADOS A LAS
MUESTRAS DE JALEA REAL LIOFILIZADA.

% Proteinas 2

(Base
Himeda)

36.75

36.63

C3

D % min

Identificacion

% max

40

Grafico 4: Porcentaje de Proteinas en Base humeda en Jalea Real

Liofilizada

No Muestralldentificacién(% Proteinas
6 C3 36.75
7 D 36.63

El gréfico 4 expresa los contenidos de proteinas en jalea real liofilizada. La

muestra que mostré mayor porcentaje 36.75%) fue C3, de origen mexicano; y

por consiguiente la que presentd relativamente un menor contenido protéico

(36.63%) corresponde a la muestra D, procedente de Estados Unidos.

Ambas cumplen la especificacion de calidad establecida para la jalea real

liofilizada.
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5.7. RESULTADOS DEL ANALISIS DE pH EFECTUADOS A LAS DIVERSAS
MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN.

4.5+ 3.69 3.55

3.69 3.37

Al A2

Grafico 5: Valores de pH en Jalea Real Virgen

B C1 C2

Identificacion

min.

No Muestra |ldentificacion pH
1 Al 3.69
2 A2 3.55
3 B 3.69
4 Cl 3.37
5 C2 3.72

El gréafico 5 contiene los valores de pH obtenidos de las muestras de jalea real

virgen. Todas las muestras, excepto C1, expresan un valor de pH que van de

3.55 a 3.72, cumpliendo con la especificacion establecida.

La muestra C1, de origen cubano, presenta un pH de 3.37, encontrandose fuera

de especificacion.
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5.8. RESULTADOS DEL ANALISIS DE pH EFECTUADOS A LAS
MUESTRAS DE JALEA REAL LIOFILIZADA.

3.88+

3.875+

3.87

pH 3.865-
3.86-

3.855+

3.85-

Identificacion

Gréafico 6: Valores de pH en Jalea Real Liofilizada.

No Muestra |ldentificacién pH
6 C3 3.86
7 D 3.88

El grafico 6 expresa el valor de pH de la jalea real liofilizada; ambas
muestras presentan un valor semejante ( 3.86 y 3.88).
No se poseen especificaciones de calidad de pH para la jalea real

liofilizada.



91

5.9. RESULTADOS DEL ANALISIS DE INDICE DE ACIDEZ EFECTUADOS A
LAS DIVERSAS MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN.

50+

451 48
401136.94 31.99

35 26.44
indice de 30 24.32 24.78 23
Acidez (mg 25
KOH/g) 20

Al A2 B C1 Cc2 min. max

Identificaciéon

Gréfico 7: indice de Acidez en Jalea Real Virgen

No Muestra Identificacion Irjsci:(i:c?e(;e
(mg KOH/g)
1 Al 36.94
2 A2 24.32
3 B 24.78
4 C1l 31.99
5 C2 26.44

El grafico 7 presenta los valores de indice de acidez en jalea real virgen.
Estos valores se encuentran dentro del rango de 24 a 37 mg de KOH por
gramo de muestra. Se observa que la muestra Al presenta el mayor indice
de acidez (36.94) ; el que presenta menor valor corresponde a A2 (24.32).
En este parametro, todas las muestras cumplen con la especificacion de

calidad.
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5.10.RESULTADOS DEL ANALISIS DE INDICE DE ACIDEZ EFECTUADOS A
LAS MUESTRAS DE JALEA REAL LIOFILIZADA.

73.32

Indice de
Acidez (mg
KOH/g)

Identificacién

Gréfico 8: indice de Acidez en Jalea Real Liofilizada

[ No Muestra ] ldentificacién indice de Acidez
(mg KOH/qg)
C3 73.32
D 70.09

El grafico 8 presenta los valores de indice de acidez en jalea real liofilizada.
En este caso, la que presenta mayor valor de indice de acidez (73.32)
corresponde a C3 de origen mexicano; y la de menor indice de acidez es la
muestra D (70.09) , procedente de Estados Unidos. No se poseen
especificaciones de calidad referentes al indice de acidez en jalea real

liofilizada.
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5.11. RESULTADOS DEL ANALISIS DE CENIZAS EFECTUADOS A LAS
DIVERSAS MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN.

1.2 | 0.91 1.03 0.95 0.96 1
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Gréfico 9: Porcentaje de Cenizas en Base Himeda en Jalea Real

Virgen.
No Muestra |ldentificacion| % Cenizas
1 Al 0.91
2 A2 1.03
3 B 0.95
4 C1 0.74
5 Cc2 0.96

En el grafico 9 se presentan los contenidos de cenizas, base humeda, de la
jalea real virgen. Los resultados obtenidos ,en su mayoria, se encuentran en
el rango de 0.9 a 1.03 %, siendo la muestra salvadorefia (A2) la que posee
el mayor porcentaje de cenizas (1.03%); y la muestra que presenté el menor
contenido de cenizas fue Al (0.91%) de origen chino. Todas las muestras
gque se encuentran en el rango antes mencionado cumplen con las

especificaciones de calidad para el contenido de cenizas en jalea real virgen.
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La muestra cubana (C1), contiene un menor porcentaje de cenizas (0.74%),

encontrandose fuera de especificacion.

5.12. RESULTADOS DEL ANALISIS DE CENIZAS EFECTUADOS A LAS
MUESTRAS DE JALEA REAL LIOFILIZADA.

5,

4.5

4,

3.5+

% Cenizas 31
(Base 2.5

Himeda) 24
1.5

1,

0.5+

0,

2.79 2.79

% min

% max

C3 D
Identificacion

Gréfico 10: Porcentaje de Cenizas en Base Himeda en Jalea Real

Liofilizada
No Muestra|ldentificacion| % Cenizas
6 C3 2.79
7 D 2.79

El grafico 10 expresa el contenido porcentual , en base humeda, de cenizas
en jalea real liofilizada.
Ambas presentan igual porcentaje de cenizas (2.79%), cumpliendo con la

especificacion de calidad para este parametro en la jalea real liofilizada.
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5.13. RESULTADOS DEL ANALISIS DE METALES PESADOS(Plomo)
EFECTUADOS A LAS MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN Y
LIOFILIZADA

En lo que respecta al analisis de metales pesados , expresados como ppm

de Pb, este no fue detectado en el andlisis por Espectrofotometria de

Absorcion Atomica, en todas las muestras analizadas de jalea real , tanto

virgen como liofilizada.

5.14. RESULTADOS DEL ANALISIS DE ALMIDON EFECTUADOS A LAS
MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN Y LIOFILIZADA.

En relacion a la determinacién de almidén, expresados como ausencia 0

presencia, el andlisis realizado a las muestras de jalea real virgen y

liofilizada, determina ausencia de almidén en todos los casos.

5.15. RESULTADOS DEL ANALISIS DE TETRACICLINAS EFECTUADOS
A LAS MUESTRAS DE JALEA REAL VIRGEN Y LIOFILIZADA.

Con respecto a la deteccion de tetraciclina en Jalea Real Virgen y Liofilizada,

el resultado obtenido a través del anadlisis por Espectrofotometria

Ultravioleta, efectuandose por comparacion de espectros de absorcion,

establece que los espectros de las muestras no coinciden con el espectro

del estandar de clorhidrato de tetraciclina.

Este resultado se confirma por medio del empleo de cromatografia de capa

fina, en el cual la Unica mancha que se desarrolla en la cromatoplaca vista
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bajo lampara de luz ultravioleta a longitud de onda larga, corresponde a la
solucion metandlica del estandar de clorhidrato de tetraciclina, siendo por
tanto no detectadas las tetraciclinas en las muestras de jalea real virgen y

liofilizada.
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6.0. DISCUSION DE RESULTADOS

Para el analisis de las caracteristicas organolépticas, se evaluo olor, color,
sabor y estado fisico. Durante el desarrollo de la prueba se presenté el
inconveniente de no poseer un estandar de comparacion para evaluar las
muestras. La norma empleada corresponde al Reglamento Técnico para la
Determinacion de Identidad y Calidad de la Jalea Real, para poder efectuar
la comparacién de las propiedades o caracteristicas organolépticas ; también
se empled la informacion proporcionada en la teoria , en la que se establece
que es un producto que se presenta como una emulsién semifluida, de
aspecto lechoso, cuando es segregada es fluida, opalescente, color amarillo
palido o blancuzco, de sabor &cido ligeramente picante, astringente, no-

dulce, de olor fendlico y con reaccion ligeramente acida (pH 3.5-4.5).

En el andlisis de proteinas, inicialmente se probo la técnica empleando
muestra humeda, pero la formacién de espuma era excesiva, llevando a la
pérdida de muestra, por lo tanto se optd por realizar la digestion de las
muestras a partir de muestra seca, y a la vez afadiendo dos mililitros de
peréxido de hidrogeno al 30%, y con lo anteriormente descrito se disminuy6

la formacion de espuma y el tiempo de digestion.

Con respecto a la determinacion de humedad, las muestras de jalea real
virgen se procesan separadas de la jalea real liofilizada, ya que si se

someten al proceso de secado al mismo tiempo en la misma estufa, el
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liofilizado toma una parte del agua que pierde la jalea real virgen, lo cual se
confirma al observar un aumento de peso en las muestras de jalea real

liofilizada.

Con respecto al indice de Acidez, al inicio de la investigacion se empleé el
método de titulacion directa base fuerte-acido débil obteniéndose resultados
muy bajos de este parametro para todas las muestras, estando fuera de
especificacion; esto posiblemente se debié a la reaccién incompleta de los
acidos grasos libres presentes en la jalea real. Por tanto se optd por utilizar
un método por retrovaloraciéon acido fuerte-base fuerte con reflujo ( 30
minutos ), a través del cual se extraen y reaccionan de forma completa los
acidos grasos libres hidro y liposolubles, obteniendo un punto final de la

valoracion mas definido y resultados conformes a especificacion.

En la Deteccion de Tetraciclinas, se utilizé un método espectrofotométrico de
absorcion ultravioleta, en la cual se obtuvo espectros de absorcion UV tanto
del estandar de clorhidrato de tetraciclina como de las muestras de jalea real

virgen y liofilizada.(ver anexo 9)

Se observé que el espectro del estandar presentd dos bandas de absorcion,
a 268 nm y 358 nm respectivamente; y las muestras presentaron una sola
banda de absorcion en un rango de longitudes de onda de 250 nm y
260 nm, por lo que no se sabia con exactitud si los espectros de muestra y

estandar correspondian.
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Se procedio a contaminar intencionalmente una muestra de jalea real virgen
con 40 mcg/ mL de Clorhidrato de Tetraciclina para observar la tendencia del
espectro de una muestra contaminada, observandose las dos bandas de
absorcion caracteristicas del estandar a las mismas longitudes de onda que

no presentaron las muestras sin contaminar.

Para confirmar este resultado, se realizé una cromatografia de capa fina, en
la cual se emple6 una camara de desarrollo conteniendo como eluente
metanol: amoniaco (100:1.5), un cromatofolio 20 x 20 cm de silica gel F254,
inyectandose 10 uL de solucién metandlica de clorhidrato de tetraciclina y las
respectivas soluciones metandlicas de las muestras, se dejo desarrollar el
cromatograma Yy bajo luz UV se observé que el estandar fue el Unico que se

desarroll6 en la placa.

Con respecto al analisis fisicoquimico y microbiolégico de las muestras de
jalea real virgen vy liofilizada, se puede establecer que, en general se
encuentran dentro de los rangos establecidos en las especificaciones de
calidad, las cuales son tomadas del Codigo Alimentario Argentino,
Parametros de Calidad de la Jalea real para Consumo Humano (Cuba), y el
Reglamento Técnico para la Determinacion de Identidad y Calidad de la

Jalea Real (Brasil).

En la determinacion de Humedad, Contenido de Proteinas, Contenido de

Cenizas, pH; la muestra identificada como C1 y que procede de Cuba,
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presentd un resultado bajo en estos andlisis, siendo las posibles causas de
esto, las condiciones de almacenamiento y manipulacién, desconocimiento
de la fecha de fabricacion; disminuyendo de esa manera su contenido

quimico, que se reflejan en los resultados obtenidos.

Para efectos de comparacion de los resultados obtenidos del analisis
fisicoquimico de la jalea real virgen vy liofilizada con las especificaciones de
calidad, se elabor6é un cuadro (Cuadro 8) el cual contiene los parametros
evaluados y los rangos o valores establecidos para la aceptacion o rechazo
del producto, los cuales son tomados del Cdédigo Alimentario Argentino,
Parametros de Calidad de la Jalea Real para Consumo Humano (Cuba), y el
Reglamento Técnico para la Determinacion de Identidad y Calidad de la
Jalea Real (Brasil). Es necesario hacer notar que para la jalea real liofilizada,
se carece de especificaciones para el indice de acidez, pH, metales
pesados, tetraciclinas y almidon. En el caso de metales pesados, pH,
tetraciclinas y almidon, se toma lo establecido para la jalea real virgen, pero
en el indice de acidez no se realiza comparacion, ya que los valores son
sumamente diferentes, por tanto solo quedan establecidos como datos de
analisis que podran servir como antecedentes para posteriores analisis de

jalea real liofilizada.
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Es necesario aclarar que la determinacion del &cido 10-hidroxidecendico no
se realizd, ya que para llevar a cabo este andlisis se requiere de un
cromatografo de gases, por tanto , solo se describe el método analitico

guedando sujeto a comprobacion experimental.

Con respecto a la comparacion de resultados del analisis sanitario, con las
especificaciones de calidad, es necesario hacer notar que solo el
Reglamento Técnico para la Determinaciéon de Identidad y Calidad de la
Jalea Real (Brasil) cuenta con criterios de aceptacidon microbiolégica para la
jalea real virgen, por tanto son comparados con la anteriormente citada; de
igual forma, no especifica los criterios de aceptacion para la jalea real
liofilizada, pero son tomados para efectos de comparacion, los criterios

establecidos en este Reglamento.
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7.0. CONCLUSIONES

De acuerdo a las especificaciones de calidad contenidas en las
diferentes normas empleadas, se realizaron pruebas analiticas fisico
— quimicas para evaluar la calidad de la Jalea Real Virgen y
Liofilizada; asi como también en base a dichas normas, se elabora un
cuadro de especificaciones de calidad con el objeto de efectuar las
comparaciones correspondientes de los resultados del analisis fisico —

quimico de las mismas.

Los resultados de los andlisis fisico-quimicos estan sujetos a factores
como la homogeneidad de la muestra, a la variabilidad de los
procesos de produccion de la jalea real, a la cantidad de nutrientes y
componentes quimicos presentes en las muestras, asi como la

manipulacion y almacenamiento de las mismas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las caracteristicas
organolépticas, humedad, pH, contenido de proteinas, indice de
acidez, contenido de cenizas, metales pesados, determinacién de
almidén y deteccion de tetraciclina, la mayoria de las muestras
cumplen las especificaciones establecidas por las normas
internacionales, excepto la jalea real virgen procedente de Cuba. Esto

puede deberse a las condiciones de recoleccion, fecha de obtencion,
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condiciones de almacenamiento, manipulacién del producto. También
se hace necesario , para poder efectuar una evaluacion de calidad de
este tipo de materia prima, conocer la cadena de frio por la que pasa
la muestra o el lote de donde se obtiene antes de ser llevada al

laboratorio donde se efectua la verificacion de calidad.

Con respecto a la jalea real liofilizada, en base a las pruebas fisico —
quimicas y sus resultados, se establece que cumplen con las
especificaciones que se encuentran en las normativas empleadas
para este tipo de jalea, como son humedad, proteinas y cenizas; para
las determinaciones restantes, no se cuenta con especificaciones de
calidad establecidas en las normativas, por tanto no es posible su
comparacion, sin embargo, quedan establecidos los datos obtenidos
con objeto de consulta en posteriores analisis que se efectien a esta

materia prima.

La calidad sanitaria que presentaron las muestras de jalea real virgen
y liofilizada se debe a la presencia de sustancias quimicas con
propiedades bactericidas y/o bacteriostaticas, como el acido 10-
hidroxidecendico y otros acidos organicos; adecuado almacenamiento
y manipulacion; por lo que , desde el punto de vista sanitario, es apta

para el consumo humano.
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- De acuerdo a los resultados obtenidos en la Determinacion de
Coliformes fecales, Salmonella spp - Shigella spp y Recuento de
Hongos y Levaduras; todas las muestras analizadas cumplen los
criterios microbiolégicos establecidos en el Reglamento Técnico para

la determinacién de la Identidad y calidad de la Jalea Real (Brasil).
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8.0. RECOMENDACIONES

- Efectuar la determinacion de pH e indice de acidez de forma
inmediata después de la recepcion de la muestra, con el objeto de
evitar variaciones en los resultados por pérdidas de sustancias o
acidos volatiles; proseguir con el analisis de humedad y materia seca,
proteinas, cenizas y metales pesados, ya que es necesario partir de
muestra seca para disminuir el tiempo de digestion de las proteinas y
de calcinacion en el caso de las cenizas. Asimismo, realizar la

deteccidn de tetraciclinas y almidon con muestra hiumeda.

- Con el objeto de conservar la jalea real en buen estado, se recomienda
mantener adecuada cadena de frio (almacenamiento a temperatura
de 0 °C o menor), en recipientes opacos, limpios, preferentemente
negros, bien llenos y cerrados herméticamente, con tapa de material
plastico, evitando la exposicion al aire para evitar posibles

oxidaciones.

- En base a las especificaciones empleadas en la presente
investigacion , se recomienda elaborar la Norma Salvadorefa para la
determinacion de calidad de la jalea real virgen vy liofilizada, para que
de esa manera la industria nacional cuente con especificaciones para

la evaluacion de este producto apicola.
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Desarrollar y establecer métodos de analisis para la identificacion y
cuantificacion de principios activos de interés farmacéutico, nutricional
y cosmético, como es el contenido de &cido 10 — hidroxidecendico,
hormonas, vitaminas hidro y liposolubles, y micro nutrientes,
carbohidratos, lipidos, asi como la determinacién de contaminantes
como arseénico, residuos de plaguicidas y aflatoxinas; asi como
efectuar estudios de efectividad antimicrobiana de la Jalea Real sobre

bacterias gram positivas y gram negativas.

Promover a nivel nacional el uso de la jalea real en la industria
farmacéutica, alimentaria y cosmética para que de esa manera se
emplee este producto apicola como materia prima; asi también, que
los mismos se aseguren de efectuar la evaluacién de calidad fisico-
quimica y microbiolégica de la jalea real antes de ser empleada en la
elaboracion de sus productos, para asegurar la calidad de la materia

prima y del producto a elaborar.

Realizar monitoreos en preparados que contengan Jalea Real para

determinar si se mantiene la efectividad del principio activo.

Establecer un sistema de Buenas Practicas de Manufactura (GMP) en
la industria apicola de EI Salvador, con el objeto de asegurar al
productor y al consumidor de estos productos ( miel, propéleo, polen,

jalea real, etc.) la calidad, efectividad y eficacia de los mismos.



110

Promover que las Universidades, Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, incentiven y apoyen a los apicultores, para que estos se
conviertan en productores a mayor escala de Jalea Real, y de esta
forma facilitar que la empresa privada adquiera esta materia prima;
asi como también incentivar la exportacion de este insumo como otro

producto no tradicional.

Dar a conocer la presente informacién a las instituciones y personas
involucradas en la vigilancia sanitaria y alimentacion; y en el
desarrollo de normas, como son el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social (MISPAS), Ministerio de Agricultura y Ganaderia
(MAG), y el Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT);
asi como también al Colegio de Quimicos y Farmacéuticos; para que
a través de estos organismos se difunda la informacion proporcionada

a las entidades dependientes de estas.
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GLOSARIO
Acetilcolina: es el éster acetilo de la colina. Existe en gran parte encerrada
en pequefias vesiculas sindpticas, claras, en alta concentracion en los
botones terminales de las neuronas que liberan acetilcolina. Se distribuye en
todo el sistema nervioso central, con grandes concentraciones en la corteza
cerebral, talamo y varios nucleos basales del prosencéfalo, a la vez se
localizan en la unién mioneural, terminaciones autbnomas y preganglionares,
glandulas sudoriparas parasimpaticas posganglionar y terminaciones

vasodilatadoras del misculo.(13,40)

ACTH: llamada también corticotropina u hormona adrenocorticotrépica; es
una hormona secretada por la hipofisis anterior, la cual controla la secrecién
de glucocorticoides, mineralocorticoides (aldosterona), y las hormonas

sexuales de la corteza suprarrenal.(13,40)

Antiséptico: agente quimico aplicado a tejidos para prevenir infecciones,

matando o inhibiendo el crecimiento de patdgenos.(17)

Apicultura: cuidado de las colmenas de abejas meliferas para la

polinizacidon de las cosechas, y la obtencion de miel y otros productos.(s)

Apiterapia: tratamiento alternativo basado en el empleo de la miel y otros

productos de las abejas.(19)



Arteriosclerosis: es la pérdida de la elasticidad o el endurecimiento de las
arterias por cualquier causa. Esta enfermedad predispone al infarto del
miocardio, a la trombosis cerebral, a la gangrena isquémica de las
extremidades, asi como a otros padecimientos graves. Se caracteriza por la
infiltracién de colesterol y aparicion de células espumosas en las lesiones de
las paredes arteriales, seguida de cambios complejos que involucran a
plaguetas, macrofagos, células del musculo liso y factores del crecimiento;

se distorsiona a su vez el vaso sanguineo y se rigidiza.(24,39)

Astringente: son sustancias capaces de contraer, estrechar y apretar los
tejidos orgéanicos, disminuyendo las secreciones. Esta accidon es debida a
una combinacién entre el astringente y las proteinas celulares, que

precipitan. )

Bactericida: agente con capacidad de matar microorganismos

rapidamente.17)

Calidad: es la medida en que las propiedades de un bien o servicio,
satisfacen las exigencias de un usuario; la calidad depende de los

constituyentes quimicos presentes, envase, etiquetado, etc.32)

Calidad sanitaria: es aquella que se mide generalmente mediante céalculos
de la presencia de bacterias, levaduras, mohos y fragmentos de insectos,

ademas de niveles de sedimento.(1)



Complemento alimenticio: son sustancias producidas por la industria y
constituyen un grupo intermedio entre los medicamentos y los alimentos. Se
parecen a los primeros por la técnica de elaboracion, la dosificacion,
presentacion, sitio de venta, precio elevado y uso frecuente en casos
patolégicos. Se confunden con los alimentos, porque actlan directamente
sobre todos los tiempos de la nutricion: estimulan el apetito, la digestion, el
transito intestinal, el metabolismo general y la excrecién, y como estan
formados por azucares, aminoacidos, grasa, sales minerales o vitaminas, se
emplean para dar estos nutrientes a los organismos que estdn o que
estuvieron sometidos, por un tiempo mas o menos largo, a regimenes
insuficientes en valor calérico, incompletos y disarmonicos en uno o varios

principios nutritivos e inadecuados para promover la salud y el bienestar (27) .

Copa celda: celda artificial elaborada a partir de la cera de abeja o de
caucho, con el fin de alojar las larvas para producir jalea real o criar

reinas.(14)

Distonia: estado de tonicidad anormal (hipotonia o hipertonia) en cualquier

tejido.(39)

Emulsion: sistema heterogéneo que consta de gotitas de un liquido
dispersas en otro liquido. Al que se le halla desintegrado o en forma de

glébulos, se le da el nombre de fase interna, dispersa o discontinua, y al



liguido en cuyo seno se encuentran esparcidas las gotitas del primero, se le

denomina fase externa, continua o medio dispersante.(9)

Endarteritis: inflamaciéon de la tlnica intima de una arteria.(39)

Enfermedad de Alzheimer: es la forma mas comun de demencia , una
enfermedad neurologica caracterizada por una pérdida grave de la
capacidad mental suficiente para interferir con las actividades normales de la
vida diaria. La enfermedad suele presentarse en ancianos y se caracteriza
por una disminucién de las funciones cognitivas, como la memoria,
planificacibn 'y el razonamiento. Afecta las células cerebrales,
preferentemente las situadas en las regiones cerebrales responsables del

aprendizaje, el razonamiento y la memoria.(24)

Enfermedad de Parkinson: es un trastorno cerebral, caracterizado por
temblor y dificultad en la marcha, en la movilidad y en la coordinacion. La
enfermedad estad asociada con el dafio a una parte del cerebro que esta
relacionada con el movimiento. Esta enfermedad se presenta tanto en los
hombres como en las mujeres y es uno de los trastornos neurolégicos mas
comunes en las personas de edad avanzada. Es causado por el deterioro
progresivo de las neuronas de la parte del cerebro que controla el
movimiento muscular ( los ganglios basales y el area extrapiramidal ), area
en la cual se produce normalmente la dopamina, una de las sustancias

utilizadas por las células para transmitir impulsos. El deterioro de esta area



del cerebro reduce la cantidad de dopamina disponible para el organismo lo
cual afecta el equilibrio entre ella y otros transmisores tales como la
acetilcolina. En ausencia de dopamina, las células nerviosas no pueden
transmitir mensajes en una forma adecuada, ocasionando la pérdida de la

funcion muscular.4)

Enjambrazén: es el modo natural de propagaciéon de las abejas. Se
produce normalmente después de una fuerte aportacion de polen, que ha
permitido una abundante cria de larvas y un aumento muy fuerte de la
poblacion. Es el acto durante el cual la reina 'y el 30 al 70 % de las obreras y

de los machos abandonan la colmena en un enjambre primario.(30,33)

Enjambre: es una fraccion de la colonia constituida por una reina, obreras y

machos.(30)

Esclerosis multiple: forma parte de las enfermedades desmielinizantes
primarias, la cual es caracterizada por zonas aisladas de desmielinizacion en
los nervios del ojo, el cerebro y la médula espinal. La causa se desconoce,
pero se sospecha que un virus 0 un antigeno desconocido son los
responsables que desencadenan, de alguna manera, una anomalia
inmunoldgica, que suele aparecer a una edad temprana. Entonces el cuerpo,
por algun motivo, produce anticuerpos contra su propia mielina, ello

ocasiona la inflamacion y el dafio a la vaina de mielina.24)



Espasmo: contraccion muscular involuntaria. Aumento de tension y
disminucién de longitud de un masculo que no puede liberarse

voluntariamente y que impiden el alargamiento de los masculos afectados.(9)

Excipiente: sustancia inerte que se mezcla con los medicamentos para

darles la forma o calidad convenientes para su uso.()

Fermentacion:  término empleado para describir el desdoblamiento
enzimatico de los carbohidratos y derivados, bajo condiciones anaerdbicas o

aerobicas.@1)

Hipotonia: trastorno en el cual existe disminucion o pérdida del tono
muscular, como consecuencia del cual los musculos pueden estirarse mas

alla de sus limites normales. Relajacion de las arterias.(39)

Horfanizacion: procedimiento en apicultura, por medio del cual se elimina a
una abeja reina de una colmena que ha alcanzado su mayor actividad, con
el proposito de estimular a las obreras nodrizas para que produzcan jalea

real.(14,30,33)

Impotencia: (Disfuncion eréctil) es la incapacidad de iniciar y mantener una
ereccion en al menos el cincuenta por ciento de los intentos durante la
relacion sexual, o bien la interrupcion de los intentos durante la misma. La

impotencia puede estar provocada por trastornos neurologicos, problemas



vasculares, ciertos farmacos, anomalias en el pene o0 problemas
psicolégicos que interfieren en la excitacién sexual. Las causas fisicas son
mas frecuentes en los hombres de mayor edad y los problemas psicologicos
en los varones jovenes. Como el pene necesita un flujo adecuado de sangre
para alcanzar la posicion erecta, los trastornos en los vasos sanguineos,

como la aterosclerosis, pueden causar impotencia.(24)

Infarto del miocardio: es una urgencia médica en la que parte del flujo
sanguineo que llega al corazon se ve reducido o interrumpido de manera
brusca y grave y, en consecuencia se produce destruccion ( muerte ) del
muasculo cardiaco ( miocardio ) por falta de oxigeno. Se produce
generalmente cuando la obstruccion de una arteria coronaria restringe
gravemente o interrumpe el suministro de sangre a una region del corazén.
Si el suministro es interrumpido o reducido significativamente durante mas
de unos pocos minutos, se destruye el tejido cardiaco. La causa mas
frecuente de obstruccion de una arteria coronaria es un coagulo

sanguineo.(24)

Liofilizacion: proceso de secamiento que consiste en que la solucidon que se
va a deshidratar se congela rapidamente en capas relativamente delgada y
después se elimina el agua al vacio, los cristales de hielo en la sustancia

congelada pasan al estado de vapor sin fundirse.(9)



Loque americana: Esta enfermedad también conocida como peste
maligna, pudriciébn de la cria, peste viscosa, cria putrefacta, etc., es una
enfermedad bacteriana infecciosa y altamente contagiosa que afecta a las
larvas de las abejas meliferas causadas por las esporas del Bacillus larvae,
las cuales se ingieren por via bucal a través del alimento. Es la enfermedad
de las abejas que mas pérdidas econdmicas ocasionan en todo el

mundo.(30,33)

Loque europea: es una enfermedad infecciosa de las larvas de las abejas,
también conocida como loque benigna, cria avinagrada, cria rancia, etc.
Causada por un complejo niumero de bacterias entre las que destaca el
Mellisococcus pluton, por ser el germen que inicia la infeccion. Esta
enfermedad es menos grave y menos contagiosa que la loque americana.
Sin embargo, esta extendida por casi todos los paises apicolas del mundo; a
veces desaparece espontaneamente, pero lo mas frecuente es que se
mantenga en estado endémico, y reduce los rendimientos y desencadena

algunas veces la muerte de las colonias.(30,33)

Metabolismo basal: es la cantidad de energia empleada por el organismo
Gnicamente para mantener vivo (sin gasto adicional por la digestion ni por

movimientos musculares). (a1)



Metabolismo celular: término que se refiere a todas las transformaciones
quimicas y energéticas que tienen lugar en las células del cuerpo. Conlleva
procesos de oxidacion de carbohidratos, proteinas y grasas para producir
COz2, agua y energia necesaria para el proceso de la vida, el cual se conoce
como catabolismo, a su vez implica la sintesis de proteinas, lipidos y
carbohidratos complejos que involucran la captacion de energia, proceso

denominado anabolismo.@1)

Pecoreo: actividad que realizan las abejas obreras de 21 dias en adelante,

gue consiste en recolectar néctar, polen, propdleo, y agua.(14)

Trisomia: se denomina trisomia a la presencia de un cromosoma adicional
gue se aflade a una pareja de cromosomas. La trisomia mas frecuente es en
un recién nacido la trisomia 21. Los nifios con este sindrome tienden a ser
tranquilos, rara vez lloran y tienen los musculos algo flojos ( laxos ); poseen
la cabeza pequenia, la cara ancha y aplanada, los ojos sesgados y la nariz

corta, la lengua grande y, por lo general , prominente.(24)



ANEXOS



ANEXO 1

DIFERENTES CLASES SE INDIVIDUOS QUE COMPONEN
UNA COLONIA

ABEJA
DBRERA

TANGAND



ANEXO 2

ANATOMIA DE LA ABEJA Apis melifera
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ANEXO 2 continuacién

ANATOMIA DE LA ABEJA Apis melifera
GLANDULAS HIPOFARINGEAS

GLANDULAS GLANDULAS
HIPOFARINGEAS HIPOFARINGEAS

Sistema Digestivo
de la obrera



PRODUCTO

ORIGEN

DEFINICION

COMPOSICION QUIMICA

Jalea Real

Enddgeno

Producto de la secrecién
de las glandulas
hipofaringeas y de las
glandulas mandibulares,
generalmente de abejas
obreras de 5 — 14 dias de
edad cuando disponen
de agua, miel y en la
colmena, una
temperatura conveniente.

Agua(60-79%), Ac. Pantoténico(185 ug/g),
Azicares (10-15%), Riboflavina(7ug/g),
Proteinas (11-15%), Piridoxina (50ug/g),
Lipidos(5-7%), Ac. Nicotinico (47-149 ug/g),
Cenizas (0.8-1%), Biotina (1.6-3.7 ug/g),
Minerales (3%), Inositol (78-150 ug/g), Ac.
Félico(16-22 ug/g), Vitamina E (17.3 ug/g),
Vitaminas A y C(trazas), Vitamina D (0.069 ug/g),
Vitamina B12 (0.52 ug/g), Ac. 10
hidroxidecendico (2.5-6.0 %), Acetilcolina (1
parte por mil). Estradiol, Progesterona,
Testosterona.

Miel

Exogeno

Es el producto alimenticio
producido por las abejas
meliferas a partir del
nectar de las flores o de
las secreciones
procedentes de partes
vivas de las plantas o de
excreciones de insectos
succionadores de plantas
que quedan sobre partes
vivas de la misma, que
las  abejas recogen,
transforman, almacenan,
y dejan madurar en los
panales de la colmena.

Agua (17.2%), Azulcares superiores (1.5%)
Azlcares totales (75.59%), Proteinas (0.26%)
Levulosa (38.19%), Cenizas (0.17%), taninos
Dextrosa (31.28%), alcoholes de azlcar,
Acidos totales(0.57%),flavonoides, queratina,
Tiamina, riboflavina, Ac. Nicotinico, vitamina K,

Ac. Fdlico, Biotina, Piridoxina, Ac.Pantoténico,

Ac. Ascorbico, lipidos (glicéridos, esteroles vy
fosfolipidos, sustancias coloidales (0.2-1%),
Enzimas: invertasa diastasa, catalasa,inulasa,
Fosfatasa y  Glucooxidasa, flavonoides,
sustancias aromaticas, y Kampferol, resinas,
terpenos, aldehidos, acetileolina, inhibina
(sustancia antibacteriana).
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PRODUCTO

ORIGEN

DEFINICION

COMPOSICION QUIMICA

Polen

Exégeno

Es la célula macho de las
flores, liberada tras la
dehiscencia de las
anteras. Constituye la
principal fuente de
alimento de la cria de las
abejas desde el estado
larvario hasta la de joven
adulto.

Agua(5-6%), Proteinas(25%),azticares(40%),
Lipidos (4.5%), Cenizas (5%),
Vitaminas(0.015%), Pigmentos(trazas),
Enzimas: Fosfatasa, Invertasas, Amilasa,
Rutina((0.017%), Flavonoides, Flavones,
Diglicosidos, Esteroles Flavonoides,
(naringenina,  apigenina, y Kaempferol),
reguladores del crecimiento,(auxinas,brasinas
Giberalinas, Kininas), inhibidores del crecimiento,
cuerpos indeterminados, (entre otras sustancias
antibidticos activos menos del 20%)

Propdleo

Exdgeno

Es el producto originado
de sustancias resinosas,
gomosas y balsamicas,
colectadas por abejas
meliferas, de brotes y
exudaciones de corteza,
hojas y otras partes de
las plantas, a las cuales
las abejas agregan
secreciones salivales y
cera para la elaboracién
final del Propdleo

Resinas y Balsamos aromaticos (50-80%),
aceites esenciales y otras sustancias volatiles
(4.5-15%),Ceras(12-50%), Taninos (4-10.5%),
Impurezas mecanicas(menos del 15%),polen
respecto al peso de las impurezas mecanica(5-
11%).Componentes del Polen : pterostilbeno,
xantorroeol, sakuranetina y la
pinostrobina;flavonas,flavonoles, flavononas,
dihidroflavononas, derivados del alcohol
bencilico, benzaldehido y 4&cido benzdico,
derivados del alcohol cinatico, cumarinas,
triglicéridos fendlicos, un monoterpeno, un
hexaterpeno, triterpenos, esteroles, Aacidos
grasos o alifaticos, carbohidratos, polisacaridos,
vitaminas y otros compuestos, posee &cidos
grasos poliinsaturados y el acido lindlico.
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PRODUCTO

ORIGEN

DEFINICION

COMPOSICION QUIMICA

Cera

Enddgeno

Es la sustancia segregada por
las glandulas ceriferas de las
obreras jovenes, las escamas
de cera salen de entre los
anillos del abdomen.
Recogidas y moldeadas por
las mandibulas de las obreras,
después adicionadas de polen
y propdleo, las laminillas se
transforman en el panal.

Vitamina A (4.096U1/1009)),
Carbohidratos(16%),
monohidricos de cadena simple (31%),

Cerina,
Alcoholes

acidos hidréxidos (13%), otras sustancias
(6%), Miricina (palmitato de miricilo y
alcohol miricilico), &cido cerdtico.

Apitoxina o
veneno de
Abejas

Enddgeno

Es un liquido transparente,
con olor a miel, acentuado por
un sabor amargo, acre. Es
producida por las gléandulas
situadas en la parte posterior
del abdomen de las obreras y
de la reina. Se acumula en el
saco del veneno unido al
aguijon.

Agua (88%), una histamina (militina que es
una proteina relativamente simple), una
lisolecitina (apanina 1-3%), Fosfolipasa
A2(10-12%), Hialuronidasa(1-3%), Posee
acido formico, clorhidrico y ortofosforico,
colina, triptéfano, hierro, yodo, potasio,
azufre, cloro, calcio, magnesio, manganeso,
cobre, zinc, melitina(50%), secapina (0.5-
2%), péptido DCM (1-2%), tertiapina (0.1%),

procamina(1-2%), dopamina  (0.2-1%),
noradrenalina(0.1-0.5%), acido
aminobultirico, glucosa, fructosa,

fosfolipidos (aminodcidos y feromonas),
fosfato de magnesio (0.08%).
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1- Horfanizacion
(Dia 1).

2- Se preparan
los cuadros con
cOnAas celdas.

3- A las copas
se les agrega
1 gota de Jalea

Real diluida
(Nia 4)

4- Se transfieren
larvas de no mas
de 4 dias a las
copas celdas.

5- Los cuadros con
las colpas celdas se
colocan dentro de la
colmena

6- Los cuadros con las
copas celdas se retiran
de la colmena (Dia 8).
Se retira la larvay se
extrae la Jalea Real.

ANEXO 4

PRODUCCION DE JALEA REAL

1

0000000
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0000000

1
0000000

Colmena

Cuadros con
copa celda.

Copas celdas

Se extraen larvas de
la colmena




ANEXO 5
METODOS DE ANALISIS FISICO-QUIMICOS PARA LA
DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA JALEA REAL

VIRGEN Y LIOFILIZADA

1. Caracteristicas organolépticas (Estado fisico, color, olor, sabor) (7,12 .
1.1 Procedimiento

Tomar una cantidad de muestra (0.5g) de jalea real virgen y liofilizada en
vidrios de reloj separados, y realizar las pruebas sensoriales siguientes:
Estado fisico: se determina por observacion directa de la muestra, la cual
debe ser semifluida en el caso de la jalea real virgen, y sélida en el caso de
la jalea real liofilizada.

Color: se observa cuidadosamente la muestra de jalea real sobre un fondo
blanco y con luz blanca, y se registra el color observado.

Sabor: proceder a tomar una pequefia cantidad de muestra de jalea real
con la ayuda de una espatula y a continuacién se coloca en la lengua para
percibir su sabor; se registra el sabor percibido.

Olor: se procede a percibir el olor de la muestra de jalea real acercando el
vidrio de reloj que la contiene hacia el érgano olfativo (nariz), y registrar el

olor percibido.

2 Determinacion de humedad. @6,25)
2.1 Procedimiento
2.1.1 Limpiar adecuadamente con un pincel suave los recipientes de

porcelana cada vez que se va a colocar una muestra. Si la muestra se



va a usar posteriormente para la determinacion del extracto etéreo,
enjuagar los recipientes con etanol al 95 %, y luego con éter etilico
antes de colocarla. Permitir que se evapore el éter en una capilla y
luego coloque los recipientes a secar en estufa a 105 °C por una hora
como minimo. Sacarlos de la estufa, trasladarlos a un desecador con
silica gel activada, se enfrian y se pesan.

2.1.2 Pesar por diferencia entre 2 y 4 g de muestra en capsulas de porcelana
y colocarlos en estufa a 70 °C por doce horas.

2.1.3 Sacar los recipientes con la muestra, y se transfieren a un desecador
hasta enfriarlos. Sacar los recipientes del desecador y pesar
rapidamente.

2.1.4 Las muestras se deben almacenar en un desecador mientras se le

determina el extracto etéreo, si este fuera el caso.

2.2 Célculos:

M1 - M2
% Humedad = X 100

M1 - Mo

Donde:

Mo =  Masa, en gramos, de la capsula sin muestra.

M1 = Masa, en gramos, de la capsula con la muestra

antes del proceso de secado.
M2 = Masa, en gramos, de la capsula, y de la muestra

final, tras la operacion de secado.

% Materia seca = 100% - % humedad



3.Determinacién de Proteinas. Método Micro-Kjeldahl- titulacién
directa. (2.8

3.1 Procedimiento

3.1.1Homogenizar la muestra. Pesar 0.1 g de muestra hUumeda o seca
utilizando un gotero de plastico o espatula, y transferir a un balén micro-
Kjeldahl, adicionar 1g de mezcla catalitica.

3.1.2 Colocar el balén en bafio de hielo adicionar por las paredes 2 mL de
acido sulfarico concentrado; Luego adicionar 2 mL de peroxido de
hidrogeno al 30% (precaucion: reactivo corrosivo).

3.1.3 Transferir el baléon al digestor micro-Kjeldahl que se encuentra en
camara extractora de gases, y calentar cuidadosamente a ebullicion.
Después de la adicién de H2SOs4 , el contenido del tubo se torna café
oscuro o negro. Cuando se adiciona H202, el contenido del tubo se
vuelve claro. Detener el calentamiento brevemente si la espuma se
forma excesivamente. Una vez que la espuma cesa y el acido esta
hirviendo, las muestras pueden dejarse sin atencién. Continuar la
digestion hasta que la solucion se vuelve transparente (hay una
coloraciéon azul-verdosa) sin material organico.

3.1.4 Cuando la digestidon se completa, detener el calentamiento y dejar los
balones que se enfrien a temperatura ambiente, mover las matrices si
el contenido da signos de solidificacion. Cuidadosamente agregar 25
mL de agua destilada a cada balén y de nuevo dejar que la solucion se

enfrié a la temperatura ambiente.



Destilacién:

3.1.5 Montar un aparato de destilacion Kjeldahl.

3.4.6 Con una pipeta mohr de 10 mL tomar 8 mL de HsBOs al 4 % y
transferir a un erlenmeyer de 125 mL, limpio y seco (frasco receptor).
Agregar 3 gotas de indicador mixto: Rojo de metilo-Azul de metileno.
Conectar el erlenmeyer de modo que la punta del adaptador se
extienda por debajo de la superficie del acido borico.

3.1.7 Transferir la solucion del digerido o conectar el balén Kjeldahl al
deflector o tubo para salpicaduras; adicionar 10 mL de NaOH 50% a
través de una llave de paso liquido y cerrar rapidamente. Asegurarse
gue el sistema esta bien cerrado.

3.1.8 Llevar la solucién a ebullicién y destilar a una velocidad uniforme hasta
obtener una volumen de destilado de 50 a 75 mL. Controlar la velocidad
de calentamiento para evitar que €l liquido del erlenmeyer receptor sea
aspirado.

3.1.9 Descontinuar el calentamiento, desconectar el aparato y enjuagar el
interior del condensar con porciones pequefias de agua destilada,
recogiendo los lavados en el frasco receptor.

3.1.10 Retirar el frasco receptor ( la solucion es de color verde). Titular la
solucion con H2S04 0.02 N hasta viraje del indicador a color rosado
intenso.

3.1.11 Informe el porcentaje de nitrdgeno y el porcentaje de proteina.



% N = (mL H2S0O4 0.02 N - mL de blanco) x N &cido x 1.4007

Peso de Mx (gramos)
Donde:
N = Normalidad del acido empleado en la titulacion
1.4007= miliequivalente de nitrdgeno multiplicado por 100 para obtener el

porcentaje de nitrégeno.

% Proteinas = %N x6.25

(en base seca)

Donde:

6.25 = factor empirico para proteinas.

% de Proteinas = % Proteinas Base Seca x %Materia Seca

(en base hiumeda) 100 %

4. Determinacion del indice de Acidez. (3
4.1 Procedimiento:
4.1.1 Pesar 1 — 2 g de jalea real directamente en el balén de fondo plano
esmerilado de 125 o 250 mL.
4.1.2 Adicionar 30 mL de mezcla etanol-éter etilico neutralizado a la
fenolftaleina para disolver la muestra.

4.1.3. Agregar 10 mL exactos de Hidréxido de sodio 0.1 N etandlico.



4.1.4

4.1.5

4.1.6

4.1.7

Conectar el baldbn a un condensador para reflujo de juntas
esmeriladas, calentar y reflujar suavemente por 30 minutos,
agitando con frecuencia, hasta que la solucion reaccionante sea
clara.

Agregar 2 — 3 gotas de solucién indicadora de fenolftaleina y valorar
con solucion de HCI 0.1 N, hasta que después de la adicion, la
solucion permanezca incolora.

El volumen consumido por los acidos grasos se obtiene por
diferencia entre el volumen total adicionado de hidroxido de sodio
menos el volumen gastado de &cido clorhidrico 0.1 N en la
retrovaloracion.

V mL consumidos de NaOH =(V mL NaOH 0.1 N -V mL HCI 0.1 N)

Calcular el indice de acidez por medio de la siguiente formula:

IA = 5.61(V)/M

En donde:

IA. = Es el indice de acidez de la muestra.

V = Son los mililitros de solucion de NaOH 0.1 N VS consumidos .
5.61 = Es el miliequivalente de la solucion 0.1 N de KOH.

M

Es el peso en gramos de la muestra tomada.



5. Determinacién de Lipidos acidos expresados como:

Acido 10-hidroxidecendico.(29)
5.1 Aplicacién: el método es aplicable a todos los tipos de lipidos que
contengan acidos grasos dentro del rango de Cio a Cz2.

5.2 Reactivos:

Mezcla de transmetilacion: mezclar 150 mL de metanol y 70 mL de
tolueno. Enfriar bajo chorro de agua corriente y afiadir cuidadosamente,

bajo agitacion, 7.5 mL de &cido sulfarico concentrado (peso especifico

1.84).

Eter de petroleo con punto de ebullicion dentro del rango 40 - 60°C.

Sulfato sédico anhidro en granulos.

Columna rellena de adipato de polietilenglicol al 15% de AW Celita de

100 — 200 mesh.

Estandares de los ésteres metilicos de los &cidos grasos 10-
hidréxitransdecendico, hidroxitransdecendidico y cetotransdecendico.
5.3 Aparatos:

- Cromatégrafo gas — liquido, Pye 104 de columna Unica con detector de
ionizacion de llama es apropiado, ajustado a las siguientes condiciones
de operaciéon: 60 mL de Argén / min como gas portador, 50 mL de
Hidrogeno / min, 400 mL de aire / min, temperatura del horno 300°C,
velocidad de la carta de registro 120 mm / hora. Columna de vidrio de
215 cm de longitud y 3 mm de didmetro interno.

- Microjeringa de 10 uL.



5.4 Procedimiento:

5.4.1 Pesar de 0.3 -0.4 g de jalea real virgen o de 0.05 — 0.06 g de jalea real

liofilizada si este es el caso.

5.4.2 Anadir 10 mL de mezcla de transmetilacion.

5.4.3 Calentar sobre bafio de vapor por 1 % hora bajo reflujo. Enfriar, afadir

10 mL de éter de petrdleo y 10 mL de agua destilada.

5.4.4 Tapar el matraz y agitar bien.

5.4.5. Dejar separar las capaz y eliminar la capa acuosa inferior con una

pipeta pasteur.

5.4.6. Repetir el procedimiento de lavado con otros 10 mL de agua destilada.

5.4.7. Afadir suficiente sulfato sédico ( 2- 3 g ) para clarificar la solucién de

éter.

5.4.8. Decantar la capa de éter de petréleo clara hacia un tubo y evaporar a

sequedad bajo nitrogeno.

5.4.9. Disolver el residuo en un pequefio volumen de éter de petréleo (0.3

mL).

5.4.10. Inyectar en la columna una alicuota de 10 uL de la solucién de

ésteres metilicos de acidos grasos.

5.4.11. Aumentar la sensibilidad del amplificador tras la elusion del acido
linoléico ( Cis) si se encuentran presentes acidos grasos de cadena
larga superior a C2o.

5.4.12. Identificar los ésteres metilicos eluidos por referencia a ésteres

conocidos determinando sus volimenes de retencion. (Estandares



de acido 10-hidroxidecendico, acido hidroxitransdecendico, acido

hidroxitransdecendidico y acido cetotransdecendico.).

5.5 Célculos

Los cromatogramas de los ésteres metilicos de los acidos grasos separados
se obtienen con el registrador potenciométrico. Las areas de los picos
pueden medirse manualmente o utilizando un dispositivo integrador
electronico conectado a la salida del detector. La medida manual del area de
los picos puede hacerse convenientemente a partir de la altura del pico y de
su anchura a 0.607 de la altura del pico (Si el atenuador se ha cambiado
durante el andlisis hay que hacer las correcciones oportunas).

Suponer que la respuesta del detector de ionizacion de llama a los ésteres
metilicos de los acidos grasos sea constante; en tal caso el area del pico es
proporcional al peso del acido graso.

Si:  Area del pico de los acidos grasos individuales (A, B, C, etc) = a, b, c,...
Entonces : Contenido del acido graso A (%) =[ a/(a+b+c)] x 100
Similarmente para los acidos grasos b y c.

La identificacion de los acidos grasos de C10 a Ci8 no suele presentar

problemas.

6. Determinacién Potenciométrica del Valor de pH. (8,35
6.1 Preparacion de la solucién prueba:
- Pesar 1.25 g de muestra humeda en un beaker de 30 mL, adicionar 10 mL

de agua libre de COz2 y agitar hasta disolucion de la muestra, transferir a un



balén volumétrico de 25 mL; lavar el beaker adicionando 2 porciones de 5
mL y transferir al volumétrico. Llevar a volumen con agua destilada libre de

CO2y homogenizar la solucién.

6.2 Calibracion del Potenciéometro Orion 310

6.2.1 Calibracion Automatica de Temperatura.

- Colocar el electrodo en buffer pH 7.0, presionar MODE —TEMP, aparece
Log R.

- Con la tecla Tl colocar ON, presionar YES , Presionar CAL, aparece 2P-
7. presionar YES.

- Aparece CAL 1, esperar Ready y medir la temperatura ambiente con un
termometro. Con la tecla Tl colocar la temperatura medida, presionar
YES. Aparece CAL 2.

- Colocar el electrodo en buffer pH 4.01, el cual debe estar a una
temperatura al menos 5°C menos que el buffer pH 7.0; colocar un
termometro en el buffer pH 4.01 y medir su temperatura.

- Cuando aparece Ready, bajar la temperatura con la tecla Tl hasta la
temperatura leida con el termémetro. Presionar YES.

- Aparece C. Con este paso finaliza la calibracion de temperatura.

6.2.2. Calibracion con Soluciones Buffer.
- Colocar el electrodo en buffer pH 7.0. Esperar a que llegue a la

temperatura ambiente medida inicialmente.



- Presionar MODE-CAL, aparece SLP-100, 7-4. Presionar YES . El equipo
pide pH 7.0. Aparece Ready, presionar YES.

- El equipo pide buffer pH 4.01, introducir el electrodo en buffer pH 4.01, y
cuando aparece Ready presionar YES. Aparece dato SLP.

- El equipo esté calibrado.

6.3. Determinacion de pH :

- Realizar las lecturas de pH de las soluciones de las muestras a 20 °C
introduciendo el electrodo de Ag/AgCI en la solucion de jalea real al 5%

p/v. Tomar el dato de lectura directa de pH.

7. Determinacion de Cenizas. (2,16)
7.1. Procedimiento.
7.1.1 Tara de crisoles: colocar él o los crisoles a emplear en una estufa
a una temperatura de 100-110 °C por una hora. Sacar los
crisoles con ayuda de pinzas y colocarlos en un desecador con
silica gel activada por 30 minutos. Proceder a pesar rapidamente
en balanza analitica cada uno de los crisoles a utilizar, y anotar el
peso. (Peso de crisol vacio).
7.1.2 Pesada de muestra: al crisol pesado, adicionar 2.0 gramos de
jalea real; anotar el peso obtenido ( peso de crisol + muestra).
7.1.3 Utilizando pinzas, colocar los crisoles en la mufla y proceder a la

incineracion a 500 °C por 12-16 horas.



7.1.4 Sacar los crisoles de la mufla (utilizar guantes de asbesto y pinzas),
y colocarlos en un desecador por ¥ -1 hora, hasta que los crisoles
esten frios.

7.1.5 Pesar los crisoles en balanza analitica (Peso de crisol mas
cenizas).Utilizar pinzas para la manipulacion de los crisoles.

7.1.6 Calcular el porcentaje de cenizas por la siguiente formula:

% Cenizas = (Peso crisol + cenizas) - (Peso crisol vacio) x 100

Baseseca  (Peso crisol + muestra) — (Peso crisol vacio)

%Cenizas = % Cenizas Base Seca x % materia seca

Base himeda % 100

8. Determinacién de metales pesados (plomo). (2)

8.1 Determinacion de Plomo:

8.1.1. Preparacion de Solucion Stock de Plomo.
Disolver 1.5985 g de Pb(NO3)2, previamente secado a 105 °C por dos
horas, en 500 mL HNOs 1N, y llevar a volumen en un balon volumétrico

de 1000 mL, empleando HNOs3 1N.

8.1.2. Preparacion de la Solucién de Trabajo de Plomo.
Pipetear 10 mL de la solucioén stock de plomo, e introducirlo en un balén
volumétrico de 1000 mL, afiadir 82 mL de HCI concentrado y diluir a

volumen de 1000 mL con agua destilada.



8.1.3. Preparacion de Reactivo Blanco.
Antes de proceder con el analisis, hay que probar la pureza de los
reactivos de la siguiente manera: evaporar 4 mL de HNOs en un crisol
de porcelana, secandolo sobre un hot plate o bafio de vapor. Disolver el
residuo en HCI 1N, transferir a un balon volumétrico de 25 mL. Calentar
el residuo sucesivamente con dos porciones de 5 mL de HCI 1N, y
adicionandolo al balén volumétrico. Enfriar el contenido del frasco y
diluir a volumen con HCI 1N y homogenizar. Proceder con la
determinacion total de reactivo blanco que debe de ser menor o igual a
10 mcg de Plomo (equivalentes a 0.4 ppm en muestra), para
determinaciones de niveles mayores o iguales a 1 ppm.
8.1.4. Preparacion de la Muestra.
8.1.4.1. Tomar el residuo obtenido en la determinaciéon de cenizas, Yy
cautelosamente adicionar 2 mL de HNOs, y agitar. Evaporar
cuidadosamente a sequedad en Hot plate o bafio de vapor.
8.1.4.2. Transferir a una mufla, y calentar a 500 °C por una hora. Remover
de la mufla y enfriar a temperatura ambiente.
8.1.4.3. Cuidadosamente afiadir 2 mL de HNOs hasta obtener un liquido
claro o una solucion limpia, libre de carbono.
8.1.4.4. Ainadir 10 mL de HCI 1N y disolver manteniendo un calentamiento
cuidadoso sobre un hot plate.
8.1.4.5. Transferir a un balon de 25 mL, y nuevamente calentar el residuo
sucesivamente con dos porciones de 5 mL de HClI 1IN vy

anadiéndolo al frasco volumétrico.



8.1.4.6. Enfriar y diluir a volumen con HCI 1N, y homogenizar.
8.1.5. Preparacion de la Curva Estandar.

8.1.5.1. Transferir 0, 1,3,5,15,25, y 50 mL de la solucién de trabajo de
plomo, por separado, a un baléon volumétrico de 50 mL y diluir a
volumen con HCI 1N. (0.0, 0.2, 0.6, 1.0, 3.0, 5.0, y 10 mcg Pb / mL,
respectivamente).

8.1.5.2. Previamente ajustado el espectrofotometro y establecido las
condiciones optimas para una sefial maxima de 283.3 nm, usando la
velocidad de flujo de aire-acetileno recomendada por el fabricante
para las condiciones estandares para plomo. Calibrar el
espectrofotometro con soluciones conteniendo 0.2 y 10.0 mcg de Pb
/ mL. Grabar las concentraciones obtenidas directamente después
de la calibracion del instrumento. Realizar las lecturas de los
estandares vy preparar la curva estandar de Absorbancia frente a la

concentracion expresada en mcg de Pb / mL.

8.1.6. Determinacion.
8.1.6.1. Usar una alicuota de la solucion de prueba preparada
anteriormente en 8.7. 'y determinar la absorbancia (A) de la
muestra a la longitud de onda establecida en 8.8.2.
8.1.6.2. Determinar la absorbancia del reactivo blanco y restar el valor
obtenido de las absorbancias de las muestras.
8.1.6.3. Interpolar el valor de A en la curva de calibracion y obtener los

mcg de Pb / mL en la solucion muestra.



8.1.6.4. Calcular las ppm de Pb por la siguiente formula:
ppm Pb = [ (mcg Pb / mL solucién muestra) x 25] / g de muestra.
Donde:
25 = Factor de dilucion
mcg Pb/ mL = lectura de plomo obtenida del espectrofotometro de absorcién

atémica.

9. Determinacion de Tetraciclina. (6,8,10,35)

9.1 Procedimiento:

9.1.1 Preparacion de estandar: pesar exactamente en balanza analitica
10 mg de estandar de Tetraciclina clorhidrato.

9.1.2 Disolver la cantidad pesada en 5 mL de HCI 0.1 N y transferir la
solucion a un balén volumétrico de 10 mL; lavar con 2 mL de HCI
0.1N el beaker que contenia la disolucién de tetraciclina y transferir al
balon volumétrico de 10 mL. Aforar la solucion con HCI 0.1 N a un
volumen de 10 mL, y homogenizar. Esta soluciéon contiene 1000 mcg/
mL de Tetraciclina clorhidrato (Solucion A).

9.1.3 Tomar con pipeta volumétrica 1 mL de la solucion A, y transferir a
balon volumétrico de 50 mL, llevar a volumen con HCl 0.1N vy
homogenizar. Esta solucion contiene 20 mcg / mL de tetraciclina
clorhidrato (Solucion B).

9.1.4 Preparacion de la muestra: pesar en beaker de 50 mL, 0.5 g de jalea
real virgen vy liofilizada, adicionar 25 mL de HCI 0.1N y agitar por 10

minutos.



9.1.5 Filtrar la solucién obtenida y recibir el filtrado en balén volumétrico de
100 mL, llevar a volumen con HCI 0.1N y homogenizar.

9.1.6 En espectrofotbmetro ultravioleta, hacer un barrido del estandar de
tetraciclina clorhidrato en un rango de longitudes de onda de 230 a
360 nm, y obtener el espectro de absorcion UV, en el cual la
tetraciclina presenta su absorcion maxima a 270 y 356 nm.

9.1.7 Realizar el barrido de las soluciones de las muestras en el mismo
rango espectral de longitudes de onda y obtener el espectro de
absorcion de las muestras.

9.1.8 Comparar el espectro de absorcion de las muestras con el espectro del
estandar. Si estos coinciden, se interpreta como presencia de

tetraciclinas en la jalea real.

9.2 Identificacion de Tetraciclinas por cromatografia de Capa Fina (,8,35)

Sistema cromatogréafico:

- Placa: silica gel de 250 micras de espesor, esprayado con hidroxido de
potasio 0.1M en metanol.

- Fase movil: metanol : amoniaco (100:1.5) (Preparar al momento de uso).

- Solucion de referencia: preparar una solucion de clorhidrato de Tetraciclina
en metanol conteniendo 1 mg por mL ( 1000 ug / mL). Pesar 10 mg (0.019)
de estandar de clorhidrato de Tetraciclina , disolver con 5 mL de metanol,
transferir esta solucion a un balon volumétrico de 10 mL y llevar a volumen

de 10 mL con metanol.



- Solucién prueba: preparar en metanol las soluciones de la muestra a una
concentracion porcentual P /V al 0.5%. Pesar 0.125 g de muestra de
jalea real virgen o liofilizada, adicionar 10 mL de metanol, agitar , filtrar y
recibir en balon volumétrico de 25 mL. Llevar a volumen de 25 mL con
metanol.

9.3 Procedimiento: Desarrollo del cromatograma

9.3.1. Aplicar a la cromatoplaca , por separado, 10 uL de cada una de las

soluciones de las muestras y de la solucion de referencia.

9.3.2. Colocar la placa dentro de la cAmara de cromatografia y desarrollar el
cromatograma en la fase mévil hasta que ésta ha avanzado 15 cm arriba
de la linea de aplicacion.

9.3.3. Retirar la cromatoplaca de la cAmara de desarrollo y secar con ayuda

de corriente de aire caliente.

9.3.4. Examinar bajo lampara de luz ultravioleta de longitud de onda larga.

9.3.5. Calcular los Rf de la solucién estandar y de las soluciones de las

muestras. Si estan presentes las tetraciclinas en las muestras, su

valor de Rf debe corresponder al valor de Rf del estandar.

Rf = Distancia recorrida por la muestra (o estandar)
Distancia recorrida por el solvente

Valor de Rf tedrico de la Tetraciclina. 05
Nota: La Tetraciclina, oxitetraciclina y clortetraciclina, presentan el mismo

sistema cromatografico y el mismo valor de Rf en este sistema.



10 .Determinacién de Almidoén. (3s)

10.1 Procedimiento.

10.1.1 Preparacion de patron de comparacion: pesar 0.5 g de almidén
soluble. Mezclar con suficiente agua fria para hacer una pasta fina.
Adicionar 100 mL de agua destilada hirviendo, y ebullir por un minuto
con agitacion continua Enfriar y usar sélo la solucién clara.

10.1.2 Preparacion de la muestra: pesar 0.25 g de jalea real virgen y
liofilizada en beaker de 25 mL, adicionar 5 ml de agua destilada y
agitar por 5 minutos.

10.1.3 Transferir la solucion obtenida a un tubo de ensayo; Lavar el beaker
con 2 mL de agua destilada y transferir al tubo de ensayo, adicionar 3
mL de agua vy agitar.

10.1.4 Para el patron de comparacion, medir 10 mL de solucién de almidén
TS y transferir a un tubo de ensayo.

10.1.5 Adicionar a las soluciones de las muestras y al patron de
comparacion de almidon, 3 gotas de reactivo yodo-yoduro de potasio
TS.

10.1.6 La solucion de almidon TS tomara una coloracion azul intenso; si las
muestras adquieren esa coloracion azul, se interpreta como presencia

de almidon en las muestras de jalea real.



METODOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS PARA LA
DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA JALEA REAL

VIRGEN Y LIOFILIZADA

1. Determinacion de Coliformes totales y fecales. (s)

1.1 Tratamiento de la muestra:

Obtener la muestra de Jalea real y mantener la cadena de fri6 antes de
su analisis. Tomar la muestra de Jalea Real asépticamente y
homogenizar su contenido.

1.2 Procedimiento de preparacion de diluciones de la muestra.

1.2.1 Preparar los medios, caldos y agares respectivos para esta
determinacién y esterilizarlos en autoclave a 121°C y 15 atmosferas de
presion.

1.2.2 Medir asépticamente en flujo laminar 9 mL de agua peptonada estéril

y verterlos en los respectivos frascos de dilucion (3).

1.2.3 Realizar una serie de diluciones de la muestra de la siguiente manera:

- Dilucion 10:1 En un frasco de dilucion, con 90 mL de agua peptonada
estéril, se pesa asépticamente alrededor de 10 + 0.1 g de Jalea
Real, se agita 25 veces.

- Dilucion 10:2 Se toma una porcion de 10 mL de la dilucion 10-1 con
una pipeta estéril y se transfiere a un frasco de dilucién que contiene
90 ml de agua peptonada estéril. Se debe de tener el cuidado de

evitar el contacto entre pipeta y el diluente. Agitar.



1.2.3

- Dilucién 10:3 Partiendo de la dilucion anterior se toma 10 mL con
una pipeta estéril y se transfiere a un frasco de dilucion con 90 mL
de agua peptonada estéril. Agitar.

Luego de preparadas las respectivas diluciones se mezclan los
liquidos cuidadosamente, agitando 25 veces cada dilucién, en un arco
de 30 cm. Durante 7 segundos. No se deja transcurrir mas de 15

minutos entre la dilucion de la muestra y su inoculacion en las placas.

1.3 Procedimiento para el Recuento de Coliformes totales y deteccion

Escherichia coli.

13.1

1.3.2

1.3.3

- Ensayo Presuntivo para coliformes totales.

Inocular 10 mL de la muestra diluida a 10-1 en tres tubos que
contienen 10 mL de Caldo lauril sulfato Triptosa; inocular 10 mL de la
muestra diluida a 10-2 en tres tubos que contienen 10 mL de Caldo
lauril sulfato Triptosa. Repetir el mismo procedimiento para la dilucion
de 10-3.

Se incuban los tubos a 35 °C y se examinan después de
transcurridas 24 + 2 horas para detectar la posible formacion de gas
la cual se evidencia por formacion de gas en la campana de Durhan.
Los tubos negativos se incuban un dia adicional para detectar la
formacion de gas.

Se someten a analisis confirmativo todos los tubos (+), es decir los

que presentan formacion de gas.



- Ensayo confirmativo para coliformes totales:

1.3.4 Se agitan suavemente cada uno de los tubos Caldo Lauril Sulfato
Triptosa con formacion de gas, y con el asa se transfiere una
porcién de la suspensién a un tubo con caldo verde brillante lactosa
bilis.

1.3.5 Se incuban los tubos a 35 °C durante 48 + 2 horas pero
examinandolas a las 24 y 48 horas, y se registran los tubos que
evidencian la formacién de gas, los cuales servira para calcular el

NMP de bacterias coliformes de la muestra.

- Ensayo confirmativo para coliformes fecales:

1.3.6 Se agita suavemente cada uno de los tubos de lauril sulfato Triptosa
con formacién de gas, y con el asa se transfiere una porcién de la
suspension a un tubo que contenga caldo verde brillante lactosa, se
incuban los tubos en bafio de agua a 45.5 + 0.5 °C, examinandolos
después de transcurridas 24 + 2 horas para detectar la formacién de
gas, y si el andlisis es negativo, se continla el periodo de
incubacion por 48 + 2 horas Yy se registran los tubos que evidencian
la formacién de gas, los cuales servird para calcular el NMP de

bacterias coliformes fecales de la muestra.



- Andlisis confirmativo para Escherichia coli

1.3.7 De cada tubo positivo de caldo verde brillante lactosa se extrae

una porcidén con el asa circular y se siembra en estrias sobre la

superficie de placa de Agar Eosina azul de metileno (EMB).

1.3.8 Se incuban las placas a 35 °C durante 18 a 24 horas y luego se

examina para detectar las colonias sospechosas de Escherichia coli

caracterizado por un centro oscuro con o sin brillo metélico.

CONTEO TOTAL MAS PROBABLE POR METODO DE TUBOS

MULTIPLES (USP 24)

COMBINACIONES OBSERVADAS DEL NUMERO DE
TUBOS QUE PRESENTAN CRECIMIENTO EN CADA
SET.

NUMERO DE mg ( 6 mL) DEL ESPECIMEN POR
TUBO

NUumero Mas
Probable (NMP)
de

Microorganismos
100 10 1 por gramo o
(100 uL) (10 uL) (1uL) mililitro
3 3 3 » 1100
3 3 2 1100
3 3 1 500
3 3 0 200
3 2 3 290
3 2 2 210
3 2 1 150
3 2 0 90
3 1 3 160
3 1 2 120
3 1 1 70
3 1 0 40
3 0 3 95
3 0 2 60
3 0 1 40
3 0 0 23




2. Recuento De Hongos y Levaduras. (28,25)

2.1 Procedimiento

- Inoculacion

2.1.1 Con una pipeta estéril, se transfiere 1 mL de cada una de las
diluciones a cajas de petri estériles vacias e inoculando de menor a
mayor dilucion. (Hacerlo por duplicado).

2.1.2 Luego se vierte a cada placa de 15 a 20 mL de medio de cultivo agar
papa dextrosa acidificado pH de 3.5 con acido tartarico estéril al 10 %.

2.1.3 Seguidamente se mezcla el contenido de las placas con movimiento
rotatorio, solidificando posteriormente el medio de cultivo.

2.1.4 Luego se incuban las placas a 25 °C por 5 - 7 dias en posicion
invertida.

- Interpretacion de los resultados:

2.1.5 Para el recuento de colonias se cuentan cada una de las placas que
presentan entre 30 y 300 colonias.

2.1.6 Empleando un contador de colonias, se calcula él numero promedio de
colonias a partir de los recuentos hechos de las placas seleccionadas.

2.1.7.Se reporta como €l numero de microorganismos — gramo
multiplicando él numero obtenido por el inverso del valor de cada
dilucion 10:1, 10:2, 10:3 y se expresa el resultado como él nimero de
unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de Jalea Real.

2.1.8 Si no hay formacion de colonias en la superficie de las placas de

todas las diluciones se reporta como menos de 10 UFC/g.



3. Deteccion de Salmonella spp — Shiguella (23)

3.1P

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.14

3.1.5

3.1.6

3.1.7

rocedimiento para Determinar Salmonella spp — Shigella
Enriguecimiento no selectivo
Preparar los medios, caldos y agares respectivos para esta
determinacion y esterilizarlos en autoclave a 121°C y 15 atmosferas
de presion.
Pesar asépticamente en un frasco adecuado 1 g + 0.1 de jalea real
previamente homogenizada, en balanza granataria.
Afadir un volumen de medio fluido MOSSEL para hacer 100 mL e
incubar a 35 -37 °C durante 24 horas.

Examinar el medio, si hubiera crecimiento presente (turbidez), mezclar
por agitacion suave.

Enriguecimiento selectivo

Pipetear porciones de 1.0 mL a frascos conteniendo respectivamente
10.0 mL de medio fluido para gram negativos (GN); incubar de 35-
37°C por 4 a 6 horas.

Aislamiento selectivo
A partir del medio fluido para gram negativos (GN); sembrar con
hisopos estériles en forma de estrias, sobre placas con agar
Salmonella-Shiguella (agar SS). Incubar las placas a 35-37 °C
durante 18-24 horas.

Observar las colonias sospechosas e interpretar los resultados sobre la

base del siguiente cuadro:



INTERPRETACION DE RESULTADOS PARA EL AGAR S.S.

Salmonella — Shigella.

APARIENCIA DE LAS COLONIAS

MICROORGANISMO

Shigellay algunas especies de

Colonias traslicidas o incoloras Salmonella
Proteus y muchas especies de
Trasllcidas con centro negro Salmonella

Rosado a Rojo

Escherichia coli

Colonias de color rosa o crema
opaco, mucoide

Enterobacter aerogenes




ANEXO 6

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

. Material

Agitadores de vidrio.

Asas.

Espatulas.

Balones microKjeldahl de 30 mL.

Balones de fondo plano esmerilados de 125 o0 250 mL.
Balones volumétricos de 10, 25, 50, 100, 250 y 1000 mL.
Bafio de maria.

Bafio de maria automatizado, temperatura de 44.5 °C
Beakers de 25, 50,100 y 150 mL.

Buretas de 50y 25 mL

Camaras cromatograficas.

Campanas de Durham.

Capsulas de porcelana.

Condensadores de reflujo.

Crisoles de porcelana de 50 mL.

Cromatoplacas de 20 x 20 cm.

Embudos de vidrio.

Erlenmeyers de 125 mL.

Frascos de dilucion.

Guantes.



- Hisopos estériles.

- Magnetos.

- Mallas de asbesto.

- Mascarillas.

- Matraces de 50 mL de fondo redondo.
- Mechero Bunsen.

- Microjeringas de 10 uL.

- Papel filtro.

- Placas de petri.

- Pinzas para bureta.

- Pipetas mohrde 1,2y 10 mL.

- Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 5, 10, 15, 25 y 50 mL.
- Pipetas pasteur.

- Probetas de 10,25, 50 y 100 mL.

- Soporte metélico.

- Tubos de ensayo.

- Tubos de fermentacion.

- Vidrios de relo;.

2. Equipos
- Aparato de digestion microkeldahl (Labconco).
- Aparato de destilacion microkeldahl (sin especificaciones).
- Estufas (marca Precision Thelcon, Modelo, rango de temperatura de

0-150°C).



Agitador magnético.

Autoclave.

Balanzas analiticas.

Balanza granataria.

Camara extractora de gases (Labconco).

Camara de flujo laminar.

Camara de luz U.V. (longitud de onda de 254 y 366 nm).

Contador de colonias.

Espectrofotometro de Absorcién Atomica (Perkin Elmer, Modelo
3110).

Espectrofotdmetro de absorcion U.V./Vis. (Perkin Elmer, Lambda 12).
Hot plate.

Incubadora de 35°C-37°C.

Incubadora de 23°C-25°C.

Lampara de Plomo de catodo hueco

Mufla (Termolyne)

pHmetro (Orion modelo 310).

. Reactivos.

Acido Sulfarico concentrado.

Acido Sulfarico 0.02 N V.S,

Acido Borico 4% P/V.

Agua destilada libre de amoniaco y CO2.

Acido clorhidrico 0.1N V.S.



Acido clorhidrico 1 N.

Acido nitrico 1 N.

Acido nitrico concentrado.

Amoniaco concentrado.

Agar Eosina Azul de Metileno.

Agar Papa Dextrosa.

Agua Peptonada.

Agar Salmonella-Shigella (SS).

Biftalato de Potasio estandar primario.(KHP).
Buffer pH 7 y pH 4 para calibracion de pHmetro.
Carbonato de Sodio anhidro estandar primario.
Caldo Lauril Sulfato Triptosa.

Caldo Verde Brillante Lactosa Bilis al 2 %.
Estandar de tetraciclina clorhidrato USP.
Fenolftaleina 1% en etanol.

Hidroxido de sodio al 50 % P/V.

Hidroxido de sodio etandlico 0.1 N V.S.
Hidroxido de Potasio metandlico 0.1 N.
Indicador mixto rojo de metilo-azul de metileno.
Mezcla catalitica Sulfato de Potasio-Sulfato de Cobre Pentahidratado
(15:0.6).

Mezcla etanol-éter etilico (1:1).

Metanol absoluto.

Medio Fluido Mossel.



Medio Fluido para Gran Negativos (GN).

Nitrato de Plomo salido.

Peréxido de Hidrégeno al 30 %.

Solucién Stock de plomo (1 mg de plomo por mL en HNO3 1 N).
Solucién de trabajo de Plomo ( 10 mcg Pb/ mL).

Solucién de almidon T.S.

Solucién de Yodo - Yoduro de potasio TS.



ANEXO 7
PREPARACION DE REACTIVOS
1. Hidroxido de Sodio etandlico 0.10 N VS. (839
1.1 Célculos:
40.0g ---------=--m-mmm- IN oo 1000 mL
I —— (00 N J———— 1000 mL

X = 4.0 g de NaOH

1.2 Procedimiento.

1.2.1 Pesar en balanza granataria y en beaker de 150 mL, 4.0 g de
Hidroxido de Sodio.

1.2.2 Adicionar al beaker que contiene NaOH, 4 mL de agua destilada
descarbonatada y fria, agitar hasta disolucion completa del
NaOH.

1.2.3 Transferir la solucion a un balon volumétrico de 1000 mL con
ayuda de un agitador de vidrio y un embudo.

1.2.4 Adicionar etanol para hacer 1000 mL en balén volumétrico.

1.2.5 Dejar la solucién reposar en frasco cerrado por 24 horas. Luego
rapidamente decantar el sobrenadante claro en un contenedor
adecuado.

1.2.6 Envasary etiquetar.



1.2.7 Estandarizacion: Pesar cuidadosamente 2.042 g de Biftalato de
potasio (KHP) estandar primario, previamente desecado a 110°C
por dos horas, transferir a balon volumétrico de 100 mL y disolver
con agua destilada libre de diéxido de carbono, aforar con el
mismo solvente y homogenizar. La solucion posee una
concentracion de 0.1 N de KHP. Tomar alicuotas de 10 mL de
esta solucion y transferirlas a erlenmeyers de 125 mL, adicionar
indicador fenolftaleina al 1% vy titular con la solucién etandlica de
Hidroxido de Sodio 0.1N hasta vire del indicador de incolora a
rosado tenue.

1.2.8 Calcular la normalidad por la siguiente formula:

Normalidad(N)NaOH = gramos de KHP en la alicuota tomada
Volumen gastado(NaOH) x 0.2042

Donde:

0.2042 : miliequivalente de Biftalato de potasio en g/ mL.

2. Hidroxido de sodio 50 % P/V. )

2.1 Calculos:

500 mL x _50 g NaOH =250 g de NaOH

100 mL



2.2 Procedimiento:

2.2.1 Pesar en un beaker de 600 mL, 250 g de NaOH utilizando una
balanza granataria.

2.2.2 Transferir a un beaker de 1000 mL. Conteniendo 400 mL de agua
destilada descarbonatada, tapar con un vidrio de reloj. Agitar por
medio de un agitador magnético hasta que este completamente
disuelto en NaOH.

2.2.3 Enfriar la solucion hasta temperatura ambiente y transferir a un
balén volumétrico de 500 mL. Lavar el beaker con agua destilada
libre de CO2y transferir los lavados al balén volumétrico.

2.2.4 Llevar a volumen con agua descarbonatada y homogenizar la
solucién.

2.2.5 Envasar la solucion en frascos de polietileno con tapén plastico.

2.2.6 Etiquetar.

NOTA: Trabajar en camara extractora de gases.

3. Acido Sulfarico 0.02 N VS. .36
3.1 Calculos:

Densidad: 1.84 g / mL, Pureza: 96 % p/p, PM H2S04=98.08 g / mol
Si: 49.04 g H2SO4 ------- 1000 mL------- IN

X g H2SO4------- 1000 mL------- 0.02N X =0.9808 g H2SO4



Entonces para 500 mL de &cido sulfarico 0.02 N:
0.9808 g H2SO4------- 1000 mL------- 0.02N
X g H2SO4------- 500mL-------- 0.02N
X =0.4904 g H2SO4
Empleando el porcentaje de pureza:
100 g reactivo -------- 96 g de H2SO4
X g reactivo-------- 0.4904 g H2SO4
X =0.51083 g reactivo
Empleando la férmula de densidad:
Sidensidad =1.84 g/ mL
Entonces: V (mL) = g reactivo / densidad
Sustituyendo: V (mL) =0.51083 g/ 1.84 g/mL
V (mL) = 0.277 mL de acido sulfurico concentrado (96 % p/p)
3.2. Procedimiento.
3.2.1 Medir 0.3 mL de H2SOa4 concentrado ( densidad = 1.84, 96 % p/p) con
pipeta mohr de 1 mL y transferir a un balén volumétrico de 500 mL.
3.2.2 Adicionar agua destilada a un balon volumétrico y llevar a volumen
de 500 mL. Homogenizar la solucion.
3.2.3 Envasar y etiquetar.
3.3 Estandarizacion.
3.3.1 Secar una cantidad de carbonato de sodio anhidro estandar primario

durante 1 hora en estufa a 260-270 °C, dejar enfriar en un desecador.



3.3.2 Pesar en balanza analitica 0.0106 g de carbonato de sodio anhidro
y transferir al erlenmeyer de 125 mL; Adicionarle 25 mL de agua
destilada y agitar hasta completa disolucion del Na2COs .

3.3.3 Adicionar 3 gotas de indicador verde de bromocresol TSy agitar

3.3.4 Titular la solucion con H2SO4 0.02 N hasta que el indicador vire de
azul a verde.

3.3.5 Hervir la solucion durante 2 a 3 minutos enfriar a temperatura

ambiente y completar la titulacion.
NOTA: el indicador debe cambiar del verde al azul al eliminarse el
CO2 durante el calentamiento. Si no hay ningun cambio de color,
originalmente se adiciono un exceso de &cido, por tanto hay que
desechar el valor de la titulacion. Realizar 3 titulaciones.

3.3.6 Calcular la normalidad como sigue:

NH2S04 = g de Na2CQOs titulados Meq = 0.05299 g/mL

V mL gastados x Meq Na2CO3

Equivalencia:
1mL de H2SO4 1 N equivale a 52,99 mg de Na2COs anhidro.
0.02 N x 52.99 mg = 1.0598 mg de Na2CO3
1N

1mL de H2S040.02 N equivale a 1.0598 mg de Na2CO3



4. Acido Borico 4 % P/ V.2
4.1 Célculos.
Para 500 mL de solucion:
500mLx 49 = 20g.
100 mL
4.2 Procedimiento.

4.2.1 Pesar en un beaker de 600 mL, 20 g de acido bdrico, utilizando
balanza analitica.

4.2.2 Adicionarle agua destilada caliente, tapar con vidrio reloj, agitar
haciendo uso de agitador magnético hasta completa disolucién del
acido borico.

4.2.3 Enfriar la solucion a temperatura ambiente y transferir a balon
volumétrico de 500 mL, lavar el beaker con agua destilada y agregar
el lavado al balon.

4.2.4 Llevar a volumen con agua destilada y homogenizar la solucion.

4.2.5 Envasary etiquetar.

5. Fenolftaleina al 1 % P/V. ()
5.1 Procedimiento.
5.1.1 Pesar en un beaker de 50 mL, 1 g de fenolftaleina, empleando

balanza granataria.



5.1.2 Agregar 25 mL de etanol y agitar hasta disolver completamente.
Transferir a balon volumétrico de 100 mL.

5.1.3 Lavar el beaker con etanol y transferir al balén volumétrico. Aforar a
100 mL con etanol y homogenizar la solucién.

5.1.4 Envasar en frasco a&mbar, bien cerrado.

5.1.5 Etiquetar.

6. Verde de Bromocresol TS (0.05%) (35)
6.1 Procedimiento.
6.1.1 Pesar en un beaker de 50 mL vy en balanza analitica 0.05 g de
verde de Bromocresol.
6.1.2 Agregar 25 mL de etanol, agitar hasta disolucién y transferir a un
balon volumétrico de 100 mL. Aforar utilizando etanol y
homogenizar la solucion.

6.1.3 Envasar en frasco ambar bien cerrado, etiquetar.

7. Indicador Mixto: Rojo de metilo-Azul de metileno. @s)
7.1 Procedimiento.
7.1.1 Pesar en un beaker de 100 mL y en balanza analitica, 0.1 g de rojo

de metilo y 0.05 g de azul de metileno.



7.1.2 Adicionar 40 mL de etanol y agitar hasta completa disolucion.
Transferir la solucibn a un balén volumétrico de 100 mL. Hacer

lavados al beaker con etanol y transferir el balon.
7.1.3 Llevar a volumen de 100 mL con etanol y homogenizar la solucién.

7.1.4 Envasar en frasco ambar bien cerrado, etiquetar.

8. Mezcla catalitica K2SO4 - CuS0a4.5H20 (15:0.6). (2

8.1 Calculos.

Para Sulfato de Potasio:

15.6 g de mezcla-------------=------- 15.0 g de Sulfato de potasio

50.0 g de mezcla--------------------- X

X = 48.07 g de Sulfato de Potasio.

Para Sulfato de Cobre Pentahidratado:

15.6 g de mezcla-------------------- 0.6 g de Sulfato de Cobre pentahidratado

50.0 g de mezcla------------------- X

X = 1.93 g de Sulfato de cobre pentahidratado.

8.2 Procedimiento.

8.2.1 Pesar 48.07 g de Sulfato de Potasio en balanza granataria;

separadamente pesar 1.93 g de Sulfato de cobre Pentahidratado en

balanza granataria.



8.2.2 Pulverizar separadamente empleando mortero, adicionando poco a
poco el sulfato de potasio al sulfato de cobre, mezclar con el pistilo

hasta obtener un a mezcla homogénea de los dos sdlidos.

9. Mezcla Etanol-Eter Etilico (1:1).[500mL] (s)
9.1 Procedimiento.
9.1.1 Medir en probeta, 250 mL de etanol y transferir a probeta de 500 mL.
9.1.2 Medir en probeta, 250 mL de éter etilico y transferir a la probeta que
contiene el etanol.
9.1.3 Transferir a frasco ambar, agitar suavemente y tapar, guardar en lugar

fresco.

11. Almidon TS. ()

11.1. Procedimiento:

11.1.1.Pesar 1 g de almidon soluble en balanza granataria y mezclarla con
suficiente agua destilada fria para hacer una pasta fina.

11.1.2. Adicionar 200 mL de agua destilada hirviendo, y ebullir por un minuto
con agitacion continua.

11.1.3. Enfriar y usar sélo la solucién clara.

Nota: reactivo de preparacion reciente.



12. Solucién Yodo-Yoduro de potasio TS. ()

12.1 Procedimiento:

12.1.1.Pesar exactamente en balanza analitica 500 mg de yodo y 1.5 g de
yoduro de potasio, separadamente en beakers.

12.1.2. Al beaker conteniendo el yoduro de potasio, adicionar 20 mL de agua
destilada y agitar; agregar a ésta solucion el yodo y agitar hasta completa
disolucioén. Adicionar los 5 mL restantes de agua destilada y agitar.

12.1.3. Filtrar la solucién y envasar en frasco ambar.

13. Acido Clorhidrico 0.1 N @,35)
13.1. Célculos:
Densidad : 1.18 g/ mL Peso molecular (PM): 36.46 g / mol
% pureza: 37 % p/p

En este caso, la Molaridad (M) es igual a la Normalidad (N).

Normalidad:

N =No.Eq/Lt. > N=g/Peq xLt Peq : Peso equivalente

SiPeq=PM PM: Peso molecular

Entonces: N=g/PMxLt No.EQ: NUmero de equivalentes
No.Moles: Numero de moles

Molaridad:

M = No.Moles /Lt ; Si No.Moles=g/PM

Entonces en el caso del acido clorhidrico M = N



Formula: M =gHCL/[PMHCI x V (Lts)]
Despejando:
g HCl= M x PM x V (Lts)
g HCI = 0.1 mol/Lt x 36.46 g/mol x 1 Lt
g HCI = 3.65 g de HCL

Segun porcentaje de pureza:

TR el O ——— X
X =9.86 g de Reactivo
Sustituyendo en formula de densidad despejada en volumen:
Volumen = Masa / Densidad
Volumen de HCI Concentrado = 9.86 g de reactivo/ 1.18 g/ mL

Volumen de HCI Concentrado = 8.36 mL (para 1000 mL de solucién).

13.2. Procedimiento:

13.2.1. Medir con una pipeta mohr 8.4 m de HCI concentrado (37 %p/p).

13.2.2. Transferir el HCl a un balon volumétrico de 1000 mL, el cual se
encuentra en bafio de hielo, dentro de una camara de extraccion. Llevar
a volumen de 1000 mL con agua destilada. Homogenizar la solucion.

13.2.3. Envasar y etiquetar.



14. Acido Clorhidrico 1 N (8,35).

Material, equipo y reactivos, son los mismos que se emplean en el apartado 13.
Tomando en cuenta que se necesitan 8.4 mL de HCI concentrado para preparar
1000 mL de solucién de HCI 0.1 N:

8.4 mL HCI concentrado--------------------- HCI0.1 N

X =84.0 mL de HCI concentrado para 1000 mL de HCI 1 N.
14.1. Procedimiento:
14.1.1. Medir con una probeta de 100 mL, 84 mL de HCI concentrado (37
%p/p).
14.1.2. Transferir el HCl a un balon volumétrico de 1000 mL, el cual se
encuentra en bafio de hielo, dentro de una camara de extraccion. Llevar
a volumen de 1000 mL con agua destilada. Homogenizar la solucion.

14.1.3. Envasar y etiquetar.

15. Caldo lauril sulfato triptosa. (23)
15.1 Composicion tipica (g/L).
Triptosa 20.0; Lactosa 5.0; Cloruro de sodio 5.0; Lauril sulfato de sodio
0.1; Dihidrogeno fosfato de potasio 2.75; Hidrogeno fosfato

dipotéasico 2.75.



15.2 Preparacion:
Suspender 35.5 g por litro o mas, dispensar en tubos que seran
utilizados en la prueba con campanas Durham, autoclavar 15 minutos
a 121 °C, pH: 6.8 + 0.2 a 25 °C. EIl caldo preparado es claro color

amarillento —café.

16. Caldo Verde Brillante Lactosa Bilis al 2 %. (23)
16.1 Composicion tipica (g/L).
Peptona 10.0; lactosa 10.0; Bilis deshidratada 20.0; Verde brillante
0.0133.
16.2 Preparacion:
Suspender 40 g por litro, adicionar a los tubos que se utilizaran para
la prueba con campanas Durham, autoclavar por 15 minutos a 121

°C, pH:7.2 £ 0.2 a 25 °C. El preparado es claro y verde.

17. Agar EMB ( Agar eosina azul de metileno lactosa sucrosa). (23)
17.1 Composicion tipica (g/L).
Peptonas 10.0; Hidrogeno fosfato di potasico 2.0; lactosa 5.0; sucrosa

5.0; Eosina Y amarillenta 0.4; azul de metileno 0.07; agar-agar 13.5.



17.2 Preparacion:
Suspender 36 g por litro autoclavar 15 minutos a 121 °C, verterlos en

las placas que se utilizaran para la prueba. El pH 7.1 £ 0.2 a 25 °C.

Las placas son claras y de color café rojizo a café violeta.

18. Agar Papa Dextrosa . (23
18.1 Composicion Tipica (g/L).
Infusién de papa 4.0 (infusién de 200 g de papa); D(+) glucosa 20. 0O;
agar-agar 15 .0.
18.2 Preparacion:
Suspender 39 g por litro, autoclavar por 15 minutos a 121 °C. pH: 5.6
+ 0.2 a 25 °C si el pH ha sido ajustado a 3.5 adicionar
aproximadamente 14 mL de una solucién estéril de acido tartarico al

10 % por litro a una temperatura de 45-50 °C.

19. Medio Fluido MOSSEL. (23
19.1 Composicion tipica (g/L).
Peptona 10.0; D(+) glucosa 5.0; Sales biliares 20.0; Verde brillante

0.015; hidrogeno fosfato di-sdédico 8.0; Di-hidrogeno fosfato potasico

2.0



19.2 Preparacion:
Suspender 45 g por litro, dispensar en los tubos de prueba y

autoclavar por 5 minutos a 121°C. El pH final es de 7.2 + 0.2 a 25°C.

20. Medio Fluido para Gram Negativos (GN). (23)

20.1 Composicidn tipica (g/L)
Triptosa 20.0; D (+) glucosa 1.0 ; D(-) Manitol 2.0; Hidrogeno fosfato di
potasico 4.0; Dihidrogeno fosfato de potasio 1.5 ; Cloruro de sodio
5.0; citrato de sodio 5.0; Deoxicolato de sodio 0.5.

20.2 Preparacion:
Suspender 39 g /L, dispensar en adecuados contenedores, autoclavar
(15 min a 121°C).

pH: 7.0 £ 0.2 a 25°C.

21. Agar Salmonella-Shiguella (SS) (23
21.1 Composicion tipica (g/L):
Peptona 10.0; lactosa 10.0; sales biliares 8.5; citrato de sodio 10.0;
tiosulfato de sodio 8.5; citrato de amonio ferrico 1.0; verde brillante

0.0003; rojo neutro 0.025; agar-agar 12.0.



21.2 Preparacion:
Suspender completamente 60 g por litro. Verterlos en placas de petri
estériles y resistentes  No autoclavar, el pH final es de 7.0 £ 0.2 a 25

°C.



ANEXO 8

CALCULOS
1. Determinacién de Humedad y Materia Seca. (16,25
Por ejemplo:
Mo : Peso capsula vacia: 31.5591 g
M1 : Peso capsula + muestra himeda: 36.0800 g
Peso muestra humeda: 4.5209 g
M2 : Peso capsula + muestra seca: 33.2753 g
Utilizando la formula:

% Humedad = ( M1 -M2/ M1 — Mo ) x 100

% Humedad =(36.0800 g — 33.2753 g / 36.0800 g — 31.5591 g ) X 100

% Humedad = 62.03 %

% Materia Seca = 100 - % Humedad

% Materia seca = 100 — 62.03% = 37.97 %.

2. Determinacion del Contenido de Nitrégeno y Proteinas. (16,20)
Por ejemplo:

Peso muestra seca : 0.1665 g

V (mL) gastados en muestra = 36.8 mL

V (mL) gastados en blanco = 0.1 mL

Normalidad del &cido : 0.02N



Empleando las siguientes formulas:

% N = (mL H2S04 0.02N — mL de Blanco) x N &cido x 1.4007
Peso de muestra ( gramos)

% Proteinas (Base Seca) =% N x 6.25

% Proteinas (Base Himeda) = %Proteinas Base Seca x % Materia Seca
100 %

Porcentaje de Nitrogeno:

% N =(36.8 mL—-0.1mL) x0.02 N x 1.4007 / 0.1665 g

% N=6.1748 %

% Proteina ( Base seca) = 6.1748 % x 6.25 = 38.5925 %.

% Proteina (Base Humeda) = (38.5925 % x 37.97%) / 100% = 14.6535 %.

3. Determinacion del indice de Acidez. @s)

Por ejemplo:

Volumen adicionado de NaOH 0.1N : 10 mL

Volumen gastado de HCI 0.1N : 3.7 mL

Peso de muestra : 1.0045 g

Volumen consumido de NaOH 0.1 N= (10-3.7) mL=6.3 mL
Empleando la formula:

I. A. (indice de acidez) = V(mL) x 5.61 / Peso de muestra (g)
lLA. = (6.3 mL x 5.61) / 1.0045 g

[.LA.=35.1846 mg KOH / g




4. Determinacion del Contenido de Cenizas. (2,16)
Por ejemplo:

Peso de crisol vacio : 30.4775 g

Peso crisol + muestra : 31.6763 g

Peso de muestra seca : 1.1988 g

Peso crisol + cenizas : 30.5074 g

Empleando las formulas:

%Cenizas = (Peso crisol + cenizas) - (Peso crisol vacio) x 100
(Peso crisol + muestra seca) - (peso crisol vacio)

% Cenizas (Base Hiumeda) = % Cenizas(Base seca) x % Materia seca
100 %

Sustituyendo en férmula:

% Cenizas = (30.5074 g — 30.4775 @) x 100
31.6763 g — 30.4775 g

% Cenizas = 2.49 %.
% Cenizas ( Base Humeda) = (2.49 % x 37.97%) / 100%

% Cenizas (Base Himeda) = 0.945 %.

5. Determinacion de Metales Pesados. (2
En el caso de la presente investigacion, el Plomo no fue detectado en las
soluciones de las muestras de jalea real virgen y liofilizada, pero para

efectos de ejemplificar la forma de realizar este calculo si en posteriores



analisis se llegase a presentar lecturas detectables de plomo, a continuacién
se presenta la forma de realizar dicho calculo.

Datos:

Peso de muestra : 1.0051 g

mcg Pb / mL leidos en curva (ppm) : 0.03

mcg Pb / mL leidos en curva del solucién blanco (ppm) : 0.0

Factor de Dilucion : 25

Formula:
ppm Pb = [(mcg /mL muestra — mcg /mL blanco) x FD]/ Peso muestra
ppm Pb =[(0.03 -0.00mcg / mL x 25]/1.0051

ppm Pb = 0.7461 ppm Pb.

Nota : los datos presentados se presentan solo como ejemplo.



ANEXO 9

ESPECTROS DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DEL ESTANDAR DE
CLORHIDRATO DE TETRACICLINA Y LAS SOLUCIONES DE
MUESTRAS DE JALEA REAL AL 0.5% P/V EN HCI 0.1 N.

Date: 17/9/03 Time: 16.2821
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ANEXO 9 continuacion

MUESTRA DE JALEA REAL CONTAMINADA INTENCIONALMENTE CON
40 mcg / mL DE CLORHIDRATO DE TETRACICLINA.

Date: 17/9/03 Time: 16.40.33

2,69 _
26

A 26864
24

264.69 nm

5 |

20

1,8 |

ket Espectro de

FstAndar
1,4

1,2<!

1.0 4
0.8

0,6 |
s

o

b R

0‘33 T T T

T T 1 T T T [ 1
250,0 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360.0
nm

ST-TET.SP - 17/9/03 - Concentracion 20 mcg/mL
— MIL.SP-17/9/03 - m + St-TET (1 mL en 25 mL)



ANEXO 9 continuacién

ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DE MUESTRA DE JALEA
REAL VIRGEN AL 0.5% P/V EN HCI 0.1N. (A2)

Espectro de Absorcion Ultravioleta de Muestra de Jalea real virgen al 0.5 %
P/ en HCI 0.1 N (SC2).

PERHIN-ELMER LAMBDA 12/2.8 ne {1.3) UV/V15 SPECTROMETER
DATE: @3/19/708  WEDNEGDAY TIME: 13:9@:34

METHOD NO. 2: SCAN

BAMPLE  ID: L OPERATOR ID: 2003

ABSORBANCE [nsl

Nota: Por motivos de cantidad de muestra, se obtuvo el espectro de esta
muestra de jalea real virgen, identificada como A2, en el equipo
Espectrofotometro UV/VIS Lambda 12, ya que fue el Ultimo analisis que se le
realizo a la misma.

L0, 0
IB0.0
BAO.0
FEODLO
20,0
316.0
SI0G.0
FH0. 0
280.40
e I o)
2E0.0
2E0.0
240.0
D300

EEQ.LG



ANEXO 10

CERTIFICADO DE ANALISIS ‘a2

Producto: Jalea Real Virgen

Proveedor: A

Fecha de obtencion: Noviembre / 2002
Fecha de analisis: Julio — Septiembre /2003
Identificacién de laboratorio: Al

Andlisis Especificacién Resultados
Descripcién Semifluido. Semifluido
Color Amarillo palido Blanco-Amarillento
Acido, astringente, .
Sabor picante. Acido-astringente
Olor Fendlico caracteristico. Caracteristico
Humedad 60 — 70 % p/p 62.20%
pH 34-45 3.69
indice de acidez 23 — 48 mg KOH/g 36.9432
Proteinas 11 -15% p/p 13.52%
Cenizas 0.8 -1.0% p/p 0.91 %
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

Observaciones: ND: No detectado

René F. Ramos . Analista

Sall E. Soriano. Analista

Revisado por: Lic. Isabel de Alarcén




ANEXO 10 continuacion

CERTIFICADO DE ANALISIS

Producto: Jalea Real Virgen

Proveedor: A
Fecha de : Abril / 2003

Fecha de : Julio — Septiembre /2003
Identificaciéon de laboratorio: A2

Andlisis Especificacién Resultados
Descripcién Semifluido Semifluido
Color Amarillo palido Blanco-Amarillento
Acido, astringente, .
Sabor picante. Acido-astringente
Olor Fendlico caracteristico. Caracteristico
Humedad 60 — 70 % p/p 61.80 %
pH 34-45 3.55
indice de acidez 23 — 48 mg KOH/g 24.3260
Proteinas 11 -15% p/p 14.35%
Cenizas 0.8 -1.0% p/p 1.03%
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

Observaciones: ND: No detectado

René F. Ramos. Analista

Saul E. Soriano. Analista

Revisado por: Lic. Isabel de Alarcén




ANEXO 10 continuacion

CERTIFICADO DE ANALISIS

Producto: Jalea Real Virgen

Proveedor: B

Fecha de obtencion: Agosto / 2002
Fecha de anélisis: Julio — Septiembre /2003
Identificacién de laboratorio: B

Andlisis Especificacién Resultados
Descripcién Semifluido Semifluido
Color Amarillo palido Amarillo palido
Acido, astringente, ]
Sabor picante. Acido-astringente
Olor Fendlico caracteristico. Caracteristico
Humedad 60 — 70 % p/p 64.20%
pH 34-45 3.69
indice de acidez 23 — 48 mg KOH/g 24.7855
Proteinas 11 -15% p/p 13.37%
Cenizas 0.8 -1.0% p/p 0.95%
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

Observaciones: ND: No detectado

René F. Ramos. Analista

Saul E. Soriano. Analista

Revisado por: Lic. Isabel de Alarcon




ANEXO 10 continuacion

CERTIFICADO DE ANALISIS

Producto: Jalea Real Virgen

Proveedor: C

Fecha de obtencion: 2001
Fecha de andlisis: Julio — Septiembre /2003
Identificaciéon de laboratorio: C1

Andlisis Especificacién Resultados
Descripcién Semifluido Semifluido
Color Amarillo palido Blanco-Amarillento
Acido, astringente, .
Sabor picante. Acido-astringente
Olor Fendlico caracteristico. Caracteristico
Humedad 60 — 70 % p/p 49.01%
pH 34-45 3.37
indice de acidez 23 — 48 mg KOH/g 31.9912
Proteinas 11 -15% p/p 9.66 %
Cenizas 0.8 -1.0% p/p 0.74%
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

Observaciones: ND: No detectado

René F. Ramos. Analista

Saul E. Soriano. Analista

Revisado por :Lic. Isabel de Alarcén




ANEXO 10 continuacion

CERTIFICADO DE ANALISIS ‘s

Producto: Jalea Real Virgen

Proveedor: C

Fecha de obtencion: 2002
Fecha de andlisis: Julio — Septiembre /2003
Identificacién de laboratorio: C2

Andlisis Especificacién Resultados
Descripcién Semifluido Semifluido
Color Amarillo palido Blanco-Amarillento
Acido, astringente, .
Sabor picante. Acido-astringente
Olor Fendlico caracteristico. Caracteristico
Humedad 60 — 70 % p/p 63.34%
pH 34-45 3.72
indice de acidez 23 — 48 mg KOH/g 26.4432
Proteinas 11 -15% p/p 13.29%
Cenizas 0.8 -1.0% p/p 0.967%
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

ND: No detectado

René F. Ramos. Analista

Saul E. Soriano. Analista

Revisado por: Lic. Isabel de Alarcon




ANEXO 10 continuacion

CERTIFICADO DE ANALISIS

Producto: Jalea Real Liofilizada

Proveedor: C

Fecha de obtencion: Abril / 2003
Fecha de analisis: Julio — Septiembre /2003
Identificacién de laboratorio: C3

Andlisis Especificacién Resultados
Solido, polvo o granulos
Descripcién finos. Solido-granulos finos
Color Amarillo palido Blanco-Amarillento
Acido, astringente, .
Sabor picante Acido-astringente
Olor Fenolico caracteristico Caracteristico
Humedad < 5.0 % p/p 0.42 %
pH 34-45 3.86

indice de acidez

73.3215 mg KOH / g

Proteinas 27 — 40 % p/p 36.75%
Cenizas 2-5 % plp 2.79%
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

Observaciones: ND: No detectado

René F. Ramos. Analista

Saul E. Soriano. Analista

Revisado por: Lic. Isabel de Alarcén




ANEXO 10 continuacion

CERTIFICADO DE ANALISIS

Producto: Jalea Real Virgen

Proveedor: D

Fecha de obtencion: Julio / 2003
Fecha de andlisis: Julio — Septiembre /2003
Identificaciéon de laboratorio: D

Andlisis Especificacién Resultados
Solido, polvo o granulos
Descripcién finos. Solido-granulos finos
Color Amarillo palido Amarillo palido
Acido, astringente, .

Sabor ligeramente picante. Acido-astringente
Olor Fendlico caracteristico Caracteristico

Humedad <5.0 % p/p 3.14 %

PH 34-45 3.88

indice de acidez

70.0968 mg KOH / g

Proteinas 27 —40 % p/p 36.63 %
Cenizas 2-5 % plp 2.79 %
Metales pesados <5.0 ppm ND
Tetraciclinas No detectable ND
Almidén Ausencia Ausencia
Coliformes fecales Ausencia Ausencia
Salmonella spp- Ausencia Ausencia
Shiguella
Hongos y levaduras <100UFC/g <10UFC/g

Observaciones: ND: No detectado

René F. Ramos. Analista

Saul E. Soriano. Analista

Revisado por: Lic. Isabel de Alarcén




ANEXO 11

TABLAS PARA RECOLECCION DE DATOS ANALITICOS

) RECOLECCION DE DATOS ANALiT[COS
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS: ESTADO FISICO, COLOR, OLOR,

SABOR.
No de Identificacion Estado Fisico Color Olor Sabor
Muestra
1
2
3
4
5
6
7
RECOLECCION DE'DATOS ANALITICOS
DETERMINACION DE HUMEDAD
Peso Peso
No Peso Crisol Peso Crisol Peso % %
Mx. | Ident | Crisol + Muestra + Muestra | Humedad Mat.
Vacio | Muestra | Himeda | Muestra Seca Seca

Himeda Seca




ANEXO 11 continuacion

RECOLECCION DE DATOS ANALITICOS
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS

V(ml)
Peso Peso | gastados % %
No Peso | Papel MX. en la % | Proteinas Proteinas
Mx | Ident. | Papel + Seca | titulacion N |Base Seca |Base Himeda
MX. (H2S04
Seca 0.02 N)
1
2
3
4

RECOLECCION DE DATOS ANALITICOS
DETERMINACION POTENCIOMETRICA DEL VALOR DE pH

No de Muestra

Identificacion

Concentracion de
Solucién

Valor de pH




ANEXO 11 continuacion

RECOLECCION DE DATOS ANALITICOS

DETERMINACION DEL INDICE DE ACIDEZ

No de
Muestra

Identificacion

Peso Muestra

Volumen
(ml)gastado de
KOH 0.1 N

indice de

acidez ( mg
de KOH/ g)

RECOLECCION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION
DE CENIZAS, METALES PESADOS

No de
Muestra

Identificacion.

Peso
crisol
vacio

(9)

Peso
crisol
+ Mx

(@)

Peso
crisol

+
cenizas

(@)

Peso de
cenizas

(9)

% de
Cenizas
(P/P)

Metales

pesados

(ppm de
Pb)




ANEXO 11 continuacion

RECOLECCION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION
DE ALMIDON

No. De Muestra

Identificacion

Resultado

Conclusion

1

RECOLECCION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION
DE TETRACICLINAS

No. De Muestra

Identificacion

Resultado

Conclusioén

1

2

3




ANEXO 11 continuacion

RECOLECCION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN EL RECUENTO DE

COLIFORMES FECALES A 45°C/g *

No de Muestra

Identificacion

UFC/g

Conclusioén

RECOLECCION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION

DE Salmonella spp — Shiguella

No de Muestra

Identificacion

UFClg

Conclusioén




ANEXO 11 continuacion

RECOLECCION DE RESULTADOS OBTENIDOS DEL RECUENTO TOTAL
DE HONGOS Y LEVADURAS

No de Muestra Identificacion

UFClg

Conclusioén
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