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1. RESUMEN

La apicultura es la actividad agricola dedicada a la crianza y al manejo de las abejas meliferas
(Apis mellifera), que tiene como fin principal la obtencion de miel de abeja. Sin embargo, en
la colmena se encuentran productos secundarios comercialmente importantes como
propoleos, polen, ceras y jalea real.

El propdleo es una especie de resina obtenida por las abejas de diversos productos vegetales
como exudados de arboles y es procesada y depositada por las abejas en la colmena con el
objetivo de sellarla y protegerla. Se han identificado propiedades antibacterianas,
antifungicas, antisépticas, antioxidantes, en este producto natural, por lo que se considera que
posee perspectivas prometedoras en el area médica

La miel de abejas nativas de América como la Jicota (Melipona Becheei) y Chumelo
(Tetragonisca Angustula), es objeto de estudio en la region, ya que no se conocen su
composicion fisicoquimica y sus principios farmacolégicos. Ya que esta actividad es
meramente artesanal y rudimentaria, se necesita una reingenieria de las técnicas de cosecha
para incrementar los niveles de produccion. Las situaciones anteriores no han permitido a las
mieles de abejas sin aguijon convertirse ain en un producto comercialmente importante, y
no se han motivado la generacion de normativas de control de calidad.

En la presente investigacion, se han aplicado distintas técnicas electroanaliticas en la
determinacion de parametros fisicoquimicos de calidad en mieles de diversa procedencia y
de distintos géneros de abeja, que son alternativas a la metodologia propuesta en la Norma
Salvadorefia de Miel de Abeja. Se determiné de manera directa hidroximetilfurfural (HMF)
y fructosa en las muestras por medio de polarografia diferencial de impulsos, una importante
alternativa a la propuesta en la norma oficial por diversos motivos, entre ellos: medicion
directa del HMF, disminucidn de reactivos utilizados para la determinacidn, reduccion de la
manipulacion de la muestra, mayor rapidez de analisis, entre otros. Se determin6 pH, acidez
libre y azucares reductores por medio de técnicas potenciométricas. La determinacion de la
acidez libre se realizo directamente de la grafica de titulacion acido base, a diferencia de la
norma oficial que considera un punto final previamente establecido; encontrandose que en
ninguna titulacion de las mieles estudiadas, el punto final coincidié con el valor de pH

considerado por el método oficial. Se determind la cantidad de cenizas en las muestras por
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medio de la medida de conductividad de sus respectivas soluciones; esta metodologia alterna
a la propuesta en las normas oficiales tiene perspectivas importantes, ya que reduce el tiempo
y el costo de andlisis se manera significativa.

De la misma forma, se ha planteado una metodologia para la determinacion de actividad
antioxidante, aplicado a extractos hidroetandlicos de propoéleos, basada en yodimetria
voltamperométrica. Se ha expresado los resultados en milimoles de equivalentes de acido
ascorbico (EAASs), y por lo tanto los resultados de este método pueden ser comparados con

los obtenidos por otros métodos, siempre y cuando éstos se expresen en EAAS.



2. INTRODUCCION

La miel es un producto natural elaborado por distintas especies de abejas a partir del néctar
de las plantas florales y ha sido utilizada por la humanidad desde tiempos remotos por sus
propiedades alimenticias y atributos médicos (McGregor, 1962; Vit et al., 2004)

La Apis mellifera conocida en el pais como “abeja de castilla” es una especie originaria del
continente europeo Yy fue introducida en América por los colonizadores en los siglos XVI'y
XVII (de Jaime Lorén, 2003). Esta especie es la productora de la miel mas consumida en
todo el mundo, con un volumen mundial que en el 2012 ascendi6 a 1,592,701 Tm; China,
Turquia, Argentina y Ucrania son los paises con mayor produccién (FAO, 2014).

El Salvador es el segundo pais exportador de miel de Centroamérica, en el 2012 el 58% de
su produccion fue exportada a Europa (SIECA, 2014; Mayorga Cerdn, 2012) y aunque el
volumen de exportacion se ha mantenido practicamente constante en los Gltimos afios, su
precio ha experimentado una tendencia a la alza, ya que en el 2007, el precio alcanz6 1.76
USD/kg, pero en el 2013 el precio promedio fue de 2.95 USD/kg. En consecuencia la
apicultura nacional genera cerca de 150 empleos permanentes y 670 temporales en tiempo
de cosecha, aunque el censo agropecuario, asegura que existen 1,070 personas dedicadas a la
actividad apicola (DYGESTIC, 2014).

En contraste a la produccion que se obtiene de la Apis mellifera, las mieles de abejas sin
aguijon de la tribu Meliponini, representadas en El Salvador por los géneros Melipona,
Trigona y Scaptotrigona, tienen una produccion mundial mucho menor, y algunas especies
de abejas, incluso se encuentran en regiones del continente en peligro de extincion (Vit. et
al., 2006; Cortopassi-Laurino, 2006; Roubik, 2000). Tanto a nivel nacional como
latinoamericano el mercado de estas mieles esté limitado al consumo territorial, inducido por
sus propiedades medicinales conocidas y trasmitidas por meliponicultores de forma empirica.
Se sabe que la produccion por colmena es menor en comparacion con la abeja de castilla,
pero tienen un precio de venta mucho mayor, ademas en el proceso de crianza de las abejas
nativas no se requiere de equipos sofisticados para su manejo ya que no representan peligro
alguno por la ausencia de aguijon (Baquero y Stamatti, 2006; Cortopassi-Laurino, 2006). Las

mieles de este tipo de abejas no estan reguladas por normas nacionales ni internacionales.



El estudio de los pardmetros fisicoquimicos de este tipo de mieles en la region
centroamericana, debe intensificarse en el marco de un programa de incentivacion a la
meliponicultura, que permitiria ampliar en un primer momento el mercado nacional de estas
mieles, y en un segundo momento incursionar en la exportacion. La adecuacion de los
parametros de calidad se puede hacer con base en estudios integrales y daria insumos a los
organismos responsables para que se genere una normativa de mieles de abejas nativas.
Otro producto apicola de interés mundial son los propéleos, que son un tipo de resina que las
abejas obtienen de diversas fuentes y lo utilizan para sellar y proteger la colmena de agentes
externos como parasitos y depredadores. Se conocen de forma popular sus caracteristicas
farmacoldgicas que los convierten en un producto natural de interés y un objeto de estudio
de diversas aplicaciones médicas alrededor del mundo (Bedascarrasbure, 2011; Popova et
al., 2007). En el mercado local los propéleos se encuentran en forma de extractos de distintas
mezclas de etanol-agua y se utilizan para el tratamiento de afecciones respiratorias y como
analgeésico, antiséptico, antipirético, entre otros. Estudios demuestran que éstos actian como
antioxidantes, por lo que tienen perspectivas importantes en la medicina por su empleo en la
reduccion del estrés oxidativo en las células humanas (Castaldo y Capasso, 2002).

El presente estudio tiene dos componentes fundamentales: el primero, consiste en la
aplicacion de técnicas aln no empleadas para la determinacion de parametros de calidad de
mieles (HMF, azucares reductores, fructosa, humedad, cenizas, pH y acidez libre), y que
estan basadas en métodos electroquimicos por ser opciones mas baratas, rapidas y la sefial
analitica se toma directamente del analito, a diferencia de algunas metodologias propuestas
por la Norma Salvadorefia de Miel de abeja. El segundo, la propuesta de la técnica de
yodimetria voltamperométrica para la determinacion de actividad antioxidante, aplicada a
extractos de propdleos, considerando que hoy en dia, aln no se tienen criterios unificados de
medicion de antioxidantes. La validacién de estos métodos electroquimicos debe ser el
siguiente paso a tomar, teniendo como meta su incorporacion en la Norma Salvadorefia de
Miel de Abeja, con el objeto de diversificar las opciones de analisis quimico y garantizar la

inocuidad de estos productos para elevar la competitividad en los mercados internacionales.



3. MARCO TEORICO

3.1 LA APICULTURA: MIEL DE ABEJA DE CASTILLA (Apis mellifera)

La apicultura se refiere a la actividad agricola del manejo y crianza de la abeja Apis mellifera

con el objeto de obtener miel y otros productos como polen, jalea real y propdleos

(McGregor, 1962). Esta actividad fue practicada desde tiempos antiguos en el Viejo Mundo

e inicid en el continente americano cuando los colonizadores espafioles trajeron colmenas en

el siglo XV1I (de Jaime Lorén, 2003) y hoy en dia, se ha convertido en una actividad agricola

muy importante en todo el globo. La produccion de miel a nivel mundial en el afio 2012 fue

de 1,592,701 toneladas, y los paises con los mayores voliumenes en el mismo afio se presentan

en la Tabla 1.

Tabla 1: Principales paises productores de Miel en el 2012*.

Posicion Region
1 China, Continental
2 Turquia
3 Argentina
4 Ucrania
5 Estados Unidos de América
6 Federacion de Rusia
7 India
8 México
9 Irdn (Republica Islamica del)
10 Etiopia
11 Brasil
12 Espafia

Produccién (1000$ Int)
1,094,110

221,236
189,461
€175,996

167,428

162,856
153,075
147,057

120,452

115,195
84,243
74,617

*Fuente: Datos estadisticos de la pagina oficial de la FAO (FAO, 2014).

Produccion (T)

436,000

88,162
75,500
70,134

66,720

64,898
61,000
58,602

48,000

45,905
33,571
29,735



Destacan a nivel latinoamericano Argentina, México y Brasil, que son también los paises con
mayor extension territorial de la region. Seguin la misma fuente (FAO, 2014), Centroamérica
tuvo en el 2012 una produccion de 7,392 toneladas, de las cuales El Salvador produjo 2,000
es decir el 27.1%, situado sélo por debajo de Guatemala que alcanzo6 3,600 toneladas. De
acuerdo con informacion disponible en el Sistema de Estadisticas de Comercio de
Centroamérica, la exportacion de miel en El Salvador fue de 1,710 toneladas para el afio
2012, que representa el 85.5% de la produccion nacional. La Figura 1 muestra el

comportamiento de la exportacion de miel en las Gltimas dos décadas.

Exportacién de Miel (1994-2013)
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B 4000
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Figura 1: Tendencias de la Exportacion de Miel Salvadorefia desde 1994 hasta el 2013.
Fuente: Base de Datos del SIECA, 2014

3.1.1 COMPOSICION QUIMICA DE LA MIEL

La Norma Salvadorefia de Miel de Abeja define a la miel como el “producto alimenticio
elaborado por las abejas meliferas a partir del néctar 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 las mismas, que las abejas recogen, transforman y
almacenan y dejan madurar en los panales de la colmena”.

La miel es una mezcla muy compleja de sustancias ya que su procedencia es diversa y varia

segun diferentes factores como, la situacion geografica, la época del afio, la vegetacion



circundante a la colmena, entre otras (Gorjanovic et al., 2013; Acquarone et al., 2007).Sin
embargo, de manera general se conoce que la miel estd formada por la mezcla de
carbohidratos (en mayor proporcion fructosa y glucosa), proteinas, aminoacidos, enzimas,
acidos organicos, polen, sustancias minerales y puede contener hongos, algas, levaduras y
otras particulas solidas como consecuencia de la cadena de produccion (Norma Salvadorefia
de Miel). En la Tabla 2 se presenta el promedio y el contenido de miel resultado del analisis
de 492 muestras de miel (White y Doner, 1980).

Tabla 2: Composicion Quimica promedio de la miel*

Composicién Promedio Contenido
Humedad 17.2 13.4-229%
Fructosa 38.2 27.2-443 %
Glucosa 313 22.0-40.7 %
Sacarosa 1.3 0.2-76%

Maltosa 7.3 2.7-16.0%

Azlcares mayores 1.5 0.1-85%
Acido libre (Gluconico) 0.43 0.13-0.92 %
Lactona 0.14 0.0-0.37%

(Gluconolactona)

Acido total (Gluconico) 0.57 017-117%
Cenizas 0.17 0.02 - 0.03 %
Nitrégeno 0.04 0.00-0.13%

pH 3.91 3.42-6.10

*Segun el resultado de un estudio de 492 muestras de miel (White y Doner, 1980)

3.1.2 NORMATIVA REGIONAL Y NACIONAL

Ya que la mayor parte de la miel producida en Centroamérica y particularmente en El
Salvador tiene como destino mercados internacionales, las instituciones nacionales y

regionales del ramo agropecuario han generado una serie de instrumentos normativos que



buscan garantizar la calidad de los productos apicolas, permitiéndole competir en los
mercados internacionales y al mismo tiempo, ofrecer productos de calidad a sus habitantes.
Las normas estan homologadas a nivel centroamericano y las practicas apicolas estan
supervisadas a nivel nacional por el Ministerio de Agricultura Ganaderia (MAG) y a nivel

regional por el Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA).

La Norma Salvadorefia de Miel de Abeja, define los pardmetros fisicoquimicos y
microbiologicos que son indicadores de calidad reconocidos mundialmente. Ademas, existen
otros elementos normativos como el Manual de Buenas Practicas Apicolas, (elaborado en el
2004 por organismos que promueven actividades apicolas en Centroamérica, siendo la
Comision Nacional Apicola de El Salvador, “CONAPIS”, la contraparte salvadorena), y el
Manual de Buenas Practicas de Manufactura para Plantas Exportadoras de Miel de Abeja
(elaborado por el OIRSA en el 2007) que regulan la cadena de produccion de la miel desde
la extraccion correcta de la colmena hasta su exposicién en el mercado. Esta documentacion
es evidencia que las instancias responsables de las actividades agricolas en la region han
realizado esfuerzos importantes que han permitido que la apicultura se desarrolle

notablemente en el pais.

3.1.3 PARAMETROS DE CALIDAD DE LA MIEL

La calidad de la miel sélo puede ser verificada a través de analisis fisicoquimicos y
microbioldgicos que son indicadores de las condiciones de madurez y frescura éptimas y que
el deterioro desde la cosecha hasta su analisis sea minimo y aceptable para su consumo. Estos
indicadores se encuentran en la norma salvadorefia y la metodologia analitica que se
contempla para su verificacion es la que se propone en los métodos oficiales de analisis de la
AOAC (Association of Official Analytical Chemists) que son ampliamente reconocidos a
nivel mundial. Los parametros fisicoquimicos méas importantes que se encuentran en la

Norma Salvadorefa se muestran en la Tabla 3.



Tabla 3: Algunos parametros fisicoquimicos indicadores de calidad, contenidos en la

Norma Salvadorefia de Miel de Abeja.

Parametro Valor o Limite Aceptado
Humedad 20% (Maximo)
AzUcares Reductores 60% en miel, 45% en mielato (Minimo)
Sacarosa Aparente 5 % en miel, 45% en mielato (Maximo)
Acidez Libre 50 mEq.kg" (Mé&ximo)
HMF 40 mg.kg™ en miel fresca, 80 mg.kg en miel de paises tropicales
(Méaximo)

Actividad Diastatica = 8 en la Escala de Shade, 3 en la Escala de Shade con un valor de
HMF menor de 15 mg.kg™ (Minimo)

Es importante sefialar que la Norma Salvadorefia no considera parametros que se encuentran
en la mayoria de normativas internacionales, como lo son el porcentaje de cenizas y el pH de
la miel, que si estan, por mencionar algunos ejemplos, en las normas mexicana y argentina.
La Comision Internacional de la Miel, IHC, por sus siglas en inglés, public los
procedimientos armonizados para la medicion de parametros fisicoquimicos, en el cual, se
incluye la determinacion de la conductividad como un insumo para conocer el origen
botéanico de la miel, y también la medicion de cenizas (IHC, 2009) que no estan considerados

en la Norma Salvadoreia.

3.1.4 APLICACION DE METODOS ELECTROQUIMICOS PARA EL CONTROL
DE CALIDAD EN MIELES DE ABEJAS MELIFERAS

En el pais, se han realizado muchos estudios enfocados al desarrollo econémico, productivo
y técnico de la apicultura, que son importantes para el progreso de la misma, pero no se ha
abordado la necesidad del control de calidad de la miel como un tema fundamental en la
cadena productiva (Campos et al., 2010; Platero et al., 2010; Mercedes Gochez, 2008; Cruz,
2008). Las instancias responsables generaron la Norma Salvadorefia Obligatoria de Miel de
Abeja, que tuvo su ultima actualizacién en el 2008, que estd homologada a nivel

centroamericano, y segun se puede leer en la misma, es una adaptacion del Codex
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Alimentarius (2001). Entonces, los parametros de calidad que propone la norma salvadorefia,
son regional y mundialmente reconocidos y de cumplirse en la miel producida en el territorio,

ésta sera lo suficientemente competitiva para participar en los mercados internacionales.

La norma salvadorefia y el Codex Alimentarius proponen seguir los métodos sugeridos por
la AOAC (Association of Official Analytical Chemists) para la determinacion de los
parametros fisicoquimicos de calidad de la miel. Los métodos mundialmente armonizados,
considerados en el documento publicado por la IHC, para la determinacion de parametros
fisicoquimicos de calidad (IHC, 2009), si bien, son reconocidos y empleados a nivel mundial,
estan reducidos a un grupo particular de técnicas analiticas y por lo tanto su aplicacion

dependera de la disposicion del instrumental en cada lugar.

Son pocos los trabajos que se han hecho para la diversificacion de los métodos de analisis ya
que probablemente se considera suficiente con los existentes. En particular, los trabajos bajo
la direccion del Dr. Eugenio Octavio Reyes Salas, profesor de la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), han sido enfocados en la aplicacion
de técnicas electroanaliticas para la determinacion de parametros de calidad en productos
apicolas. En ese sentido, se han publicado una serie de estudios que aplican técnicas
electroquimicas para el control de calidad de miel en México y Colombia, algunos de estos
trabajos son: determinacién directa de HMF por polarografia (Reyes Salas et al., 2006;
Juérez, 2003), cuantificacion de azlcares reductores por potenciometria (Preza de la Vega,
2007), determinacidn polarografica de fructosa (Preza de la Vega, 2007; Diaz, 2012; Gazcén,
2012), cuantificacion de estreptomicina en mieles y metales pesados en propoleos (Gazcon,
2012), determinacion de sulfatiazol en miel (Caballero, 2009). En este marco los esfuerzos
han tenido contraparte en nuestro pais con el trabajo de Velasquez Reales (2014), quién
aplico algunos de estos métodos electroquimicos para la determinacion de HMF, fructosa,
azucares reductores y cenizas en mieles comerciales de El Salvador y propuso una

metodologia para la determinacion electroquimica de azlcares reductores.
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3.2 PROPOLEOS

El término “propdleos”, proviene del griego “propolis™: (pro: delante o en defensa de y polis:
ciudad; es decir: “delante o en defensa de la ciudad™). Los propoleos son un conjunto de
sustancias resinosas, gomosas Yy balsamicas de consistencia variable, recogidas y procesadas
por las abejas meliferas de algunas especies vegetales, y en el caso de algunas especies de las
abejas meliponinas, mezclados con tierra o barro (geopropoleos). Este material es utilizado
para sellar las hendiduras de las paredes de la colmena, o incluso para sellar orificios; debido
a sus propiedades evita la entrada de otros insectos y combate algunos seres microbiol6gicos
(Bedascarrasbure, 2011; Castaldo y Capasso, 2002). Ademas de todas las propiedades
mecénicas que poseen los propdleos en la colmena, la actividad en contra de los
microorganismos es una caracteristica esencial y ha sido utilizada por los seres humanos
desde tiempos antiguos por sus propiedades farmacéuticas y en las Gltimas décadas la
comunidad cientifica ha dedicado muchas investigaciones estudiando su composicion
quimica, su accion en contra microorganismos, y sus aplicaciones farmacologicas y
terapéuticas (Bankova, 2005; Bankova et al., 2000).

Figura 2: Colmena de Melipona beecheii, La Palma, Chalatenango.

En la Figura 2 se observa una colmena de Melipona Beecheii, conocida comunmente en El
Salvador como “Jicota”; pertenece a una familia dedicada a la apicultura y a la

meliponicultura en La Palma, Chalatenago. En la imagen se puede notar que las paredes
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internas de la colmena estan recubiertas por un material oscuro, y que la cantidad de

propoleos es mayor en las esquinas de las paredes.

3.2.1 COMPOSICION QUIMICA DE LOS PROPOLEOS

Los propdleos han captado recientemente el interés de la comunidad cientifica debido a sus
propiedades medicinales conocidas y aplicadas desde tiempos antiguos (Castaldo y Capasso,
2002; Popova et al., 2007). Se sabe que personajes como Aristoteles, Dioscorides, Plinio y
Galeno reconocieron las propiedades medicinales de los propdleos y que los egipcios los
utilizaron para embalsamar cadaveres debido a que conservaba los cuerpos en buen estado,
sin putrefaccion. Hoy en dia, naturalistas y meliponicultores recomiendan el uso de propdleos
como antibacterial, antifangico, antiviral, antiinflamatorio, y como tratamiento para Ulceras
gastrointestinales, para fortalecer el cuerpo humano en contra de infecciones, entre otras
aplicaciones (Castaldo y Capasso, 2002).

La composicion quimica de los propoleos es muy compleja y varia dependiendo de la especie
de abeja que lo produce, la flora donde las abejas la colectan, la region climatica, la época
del afio, entre otros (Bankova et al., 2000; Bankova, 2005a; Popova et al., 2007). Sin
embargo, se han estudiado propéleos de distintos continentes y se han encontrado algunas
coincidencias. Esta bien documentada la presencia de flavonoides (flavonas, flavonoles,
flavononas y dihidroflavononas), fenoles (en su mayoria, acidos cindmicos sustituidos y otros
ésteres) y terpenoides (Salatino et al., 2005; Bankova et al., 2000; Walker y Crane, 1987).

En la Figura 3 se pueden observar las estructuras quimicas de compuestos muy comunes en

los propoleos.
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Figura 3: Estructuras de algunos compuestos quimicos representativos de propdéleos;
a) feniletiléster del acido caféico; b) dihidrocostus-lactona, un sesquiterpeno y c) el acido
3-[4-hidroxi-3,5-bis(3-metil-2-butenil)fenil]-2(E)-propenoico, (Nakanishi et al., 2003).

3.2.2 APLICACIONES MEDICAS DE LOS PROPOLEOS

Como se menciono, desde tiempos antiguos se han utilizado los prop6leos para aplicaciones
médicas. Culturas importantes en tiempos antiguos como los egipcios, griegos, romanos,
incas, arabes utilizaron los propdleos para distintas afecciones de salud (Cataldo 2002). En
las dltimas 3 0 4 décadas se han realizado estudios importantes que revelan que los prop6leos
pueden tener aplicaciones médicas importantisimas. Se han reportado resultados
significativos en la reduccion de células cancerigenas (Hernandez et al., 2007; Ehara et al,
2011), actividad antioxidante (Park e Ikegaki, 1998; Kumazawa et al., 2004; Potkonjak et al.,
2012), reduccion de la presion sanguinea y el colesterol en la sangre (Castaldo y Capasso,
2002), actividad antimicrobiana (Viuda Martos, 2008; Grange y Davey, 1990; Manrique y
Santana, 2008; Fisher et al., 2007; Miorin et al., 2003), propiedades antiinflamatorias y
cicatrizantes (Bolafos et al., 2008; Viuda Martos, 2008), anestésicos por mencionar algunos
(Bedascarrasbure, 2011).
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3.2.3 NORMATIVA REGIONAL Y NACIONAL

En Latinoamérica, Argentina, Brasil y Cuba tienen normativas nacionales para la verificacion
de la calidad de los propoéleos; en cambio, a nivel mesoamericano, solo El Salvador y
Honduras poseen éste tipo de normativas. La ausencia de mecanismos de regulacion en la
mayoria de paises probablemente se debe a que este producto atn no ha alcanzado niveles de
consumo y exportacion altos, por lo tanto la Norma Salvadorefia de Propdleo Crudo, que
segin se menciona en ella, es, “una adaptacion del Reglamento Técnico Brasilefio para la
Calidad de Propodleos”, constituye una normativa pionera en la region. Sin embargo, varios
de los parametros indicadores de calidad son meramente cualitativos, y por lo tanto se deben
realizar estudios fundamentales que generen criterios adecuados que sean reflejo de la calidad

del producto.

La aplicacion de métodos electroquimicos para determinar algunas propiedades de los
propbleos también ha sido experimentada. Se han determinado metales por técnicas de
polarografia diferencial de impulsos de redisolucion anoddica (Gazcon, 2012) y se ha
determinado actividad antioxidante por métodos polarograficos, utilizando la reaccion de los

compuestos antioxidantes con el peroxido de hidrogeno (Potkonjak et al., 2012).

3.3 LA MELIPONICULTURA: MIEL DE ABEJAS NATIVAS

La cria y manejo de abejas sin aguijon se conoce como meliponicultura, la cual se remonta a
la época pre colonial y fue practicada por diferentes grupos indigenas en todo el continente
americano (Baquero y Stamatti, 2006). Las abejas sin aguijon corresponden a un grupo de
géneros de abejas nativas de américa que estdn dentro de la tribu Meliponini; se han
identificado en Latinoamérica cerca de 350 especies y varias especies producen miel de
excelente calidad y es consumida por sus propiedades alimenticias y particularmente para
uso medicinal (Cortopassi-Laurino, 2006). Esta situacion posiciona a la miel de abejas sin
aguijoén como un producto mucho maés caro que la miel de abeja melifera; por ejemplo en el
municipio de La Palma, en el Departamento de Chalatenango, la miel de abeja de

Tetragonisca angustula, conocida popularmente como “chumelo”, es vendida a un precio
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alrededor de los 30.0 USD por botella en comparacion a los 6.0 USD por botella de la abeja
melifera.

Ademas de la elaboracion de miel, las abejas precolombinas juegan un rol importantisimo en
el desarrollo de los ecosistemas tropicales como polinizadores de numerosas especies
vegetales en bosques y sembradios (Cortopassi-Laurino, 2006). Algunas especies estan
amenazadas, por el impacto que ocasiona la sustitucion de bosques por campos de
agricultura, asi como la destruccion de colmenas para la introduccion de abejas meliferas por
personas que no conocen el valor comercial, natural y cultural que tiene la practica de la

meliponicultura (Baquero y Stamatti, 2006).

3.3.1 LA MELIPONICULTURA EN LA SOCIEDADES PRECOLOMBINAS.

El consumo de miel de las abejas sin aguijon se remonta a los habitantes originales del
continente americano, y su miel era conocida por las distintas tribus indigenas desde los
territorios precolombinos de México hasta Argentina (Baquero y Stamatti, 2006).

Los mayas que habitaban la peninsula de Yucatan, domesticaron Gnicamente a la abeja
Melipona Beecheii pesar de que existian al menos 16 especies de abejas. Es probable que
ellos hayan seleccionado esta especie (a la que la llamaban “xunacab” o “colelcab” que
significa dama o sefiora abeja) para tecnificar su produccion de miel, debido a su mejor
rendimiento en cuanto a volumen de miel en comparacion con las demas especies habitantes.
Los mayas preparaban un licor procedente de la fermentacion la miel de abejas nativas, al
que llamaban “xtabentin”, que significa enredadera en la piedra. La meliponicultura era sin
duda una actividad agricola y econémica importante en la peninsula de Yucatan y los codices
mayas de Madrid y el Tro Cortesiano exhiben escenas muy claras sobre la forma correcta de
cultivar y reproducir las abejas (Quezada Euan, 2011).

Los kayap0, una etnia indigena al sur de la Amazonia en Brasil, clasificaron y nombraron 34
especies de abejas sin aguijon y consideraron que 9 de ellas eran semi-domeésticas (Posey y
Camagrao, 1985). Los kayapd hicieron parte de sus rituales religiosos productos de la
colmena y tomaron partes importantes de la organizacién social de las abejas y avispas en

sus conceptos naturales.
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3.3.2 PROPIEDADES MEDICINALES DE LA MIEL DE ABEJAS SIN AGUIJON

La cultura popular le asigna algunas propiedades farmacolégicas y medicinales a las mieles
de abejas sin aguijon, que han sido utilizadas por las culturas aborigenes hasta hoy en dia.
Por ejemplo, una afirmacion conocida en nuestro pais por la Vox Populi es que la miel de la
abeja Chumelo es un tratamiento que puede ser efectivo contras las nubes o cataratas en los
ojos. Estas propiedades, junto a la amenaza de extincion algunas especies (Parra y Nates,
2007; Nates y Rosso, 2013), han despertado el interés cientifico y diversos estudios han
reportado actividades antimicrobianas, antioxidantes, cicatrizantes, antiinflamatorias
(Dardon, 2005; Dardon y Enriquez, 2008; Bolafios et al., 2008), y en el tratamiento de
afecciones respiratorias, gastrointestinales y oculares (Vit et al., 2004). Las perspectivas de
aplicacion de las mieles de abejas sin aguijon en tratamientos médicos son amplias, lo que
Ileva a la necesidad de la promocion a través de diferentes medios entre ellos la creacion de

la regulacion de la calidad de las mieles.

3.3.3 NORMATIVIDAD DE LAS MIELES ABEJAS SIN AGUIJON

Debido a que la composicién quimica de la miel depende de muchos factores, entre ellos, la
especie de abeja que lo produce, la regidn geografica, la vegetacion circundante, el climay
la época del afio, la normalizacion de las mieles sin aguijon representa un verdadero reto
debido la diversidad de géneros existente en el continente. Sin embargo la IHC ha planteado
la necesidad de adecuar los parametros fisicoquimicos indicadores de calidad planteados en
las normas de la miel de la abeja melifera a las mieles de abejas sin aguijon (Vit, 2008). A
nivel latinoamericano, se han hecho varios estudios en este sentido, especialmente en la
determinacion de parametros como HMF, Azlcares Reductores, Acidez Libre, pH,
Conductividad, Humedad, entre otros, (Dardédn, 2005; Darddén y Enriquez, 2008; Vit et al.,
2004; Vit P. , 2009; Gutierrez et al., 2008; Alarcon e Ibafiez, 2008; Cortopassi-Laurino,
2006). Vit y sus colaboradores (2004) propusieron separar los parametros de calidad por
género de abeja (ver Tabla 4), que es mucho méas conveniente que agrupar a todos los géneros

en una sola normativa.
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Tabla 4: Comparacion de los Parametros Fisicoquimicos presentes en el Codex
Allimentarius para Apis mellifera con los propuestos por (Vit et al., 2004).

Parametro
Génerode  Humedad Azlcares Sacarosa  Acidez Cenizas HMF
Abeja (méx.))  Reductores  (max.) Libre  (méax.) (mg/kg)
(min.?) (meg/kg) (max.)
(max.)
Apis mellifera 20% 65% 5.0% 40 0.5% 40
Melipona 30% 50% 5.0% 70 0.5% 40
Scaptotrigona 30% 50% 5.0% 85 0.5% 40
Trigona 30% 50% 5.0% 75 0.5% 40

1) max: valor méximo permitido. 2) min: valor minimo permitido.

Lo anterior crea un escenario favorable para la elaboracion de una normativa regional de las
mieles de abejas sin aguijon, en la que sera necesario el aporte de estudios representativos de

distintas especies y en distintos paises.

3.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Algunas condiciones patolégicas como cancer, diabetes, arteriosclerosis, desérdenes
neurodegenerativos y el envejecimiento prematuro, estan relacionadas con un estado
conocido como estrés oxidativo (Londofio, 2011). El estrés oxidativo se genera cuando hay
un desequilibrio en las células por el exceso de radicales libres y/o una disminucion en los
antioxidantes. Con el tiempo ese desajuste entre radicales libres y antioxidantes puede dafiar
los tejidos. Los radicales libres mas activos y estudiados son los correspondientes a las
Especies Reactivas del Oxigeno, ERO’s, de los cuales, los mas relevantes en los sistemas
bioldgicos son el anién superdxido (O27), el radical hidroxilo (OH') y los radicales formados
en la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (alcoxilo (RO’) vy alquilperoxilo (ROO).
Entre las ERO’s no radicalarias estan el peroxido de hidrogeno y el acido hipocloroso.
(Londofio, 2011; Prior et al., 2005; Michlack, 2006).

Segun Benzie y Strain (1996) un antioxidante bioldgico es definido como “cualquier

sustancia que cuando esta presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato
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oxidable, reduce o previene significativamente la oxidacion de este sustrato”, es decir son
agentes reductores, que se oxidan antes que el sustrato de interés.

Estos hechos publicados por la comunidad cientifica han motivado, en general, la
introduccion de antioxidantes en la dieta y, por lo tanto, se ha generado un particular interés

en conocer el contenido de los mismos en los alimentos ofrecidos en el mercado.

3.4.1 METODOS DE MEDICION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se han desarrollado métodos para la determinacion de la actividad antioxidante en los
alimentos; sin embargo, los métodos existentes presentan resultados inconsistentes, y no
existe equivalencias entre unos y otros (Thainpong et al., 2006). Pese que han existido
esfuerzos para unificar los criterios de la determinacidn de la actividad antioxidante como el
Primer Congreso Internacional de Actividad Antioxidante, no existen métodos armonizados
de anélisis.

Entre estos métodos se encuentra el FRAP (Capacidad de reducir al lon Férrico), que se basa
en la capacidad de una especie antioxidante en reducir al i6n férrico a ion ferroso.
Inicialmente se plante6 como la capacidad del plasma sanguineo en realizar dicha reaccion,
pero posteriormente fue aplicado para la determinacion de actividad antioxidante (Benzie y
Strain, 1996). En términos generales, el ion férrico se compleja con tripiridiltriazina,
formando el complejo 2,4,6-tripiridiltrianza férrica (TPTZ) el cual, reacciona con la sustancia
reductora (la especie antioxidante), transformando al complejo en su forma ferrosa que tiene
un color azul intenso y que absorbe radiacién con una longitud de onda maxima de 593 nm.
La concentracion del complejo se cuantifica por medio de técnicas espectrofotométricas y la
concentracion del antioxidante se expresa en relacién a la cantidad de ion férrico reducido
(Londofio, 2011)

Otro grupo de métodos muy utilizados son los ORAC (Capacidad de Absorbancia del Radical
Oxigeno). Estos métodos estan basados en el efecto de inhibicidn que realiza el antioxidante
en la formacion de radicales peroxilo (OOR) producidos en una reaccion de radicales en
cadena. El método fue propuesto en la década de los 80’s y ha sido continuamente
perfeccionado (Wayner et al., 1985; 1987; Glazer, 1993; Ghiselli et al., 1995; Cao et al.,

1993;1999).
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Los ensayos DPPH (difenil picril hidrazilo), fueron propuestos por Brand-Williams (1995).
El DPPH es un radical organico estable y con una fuerte coloracion violeta y que absorbe
radiacion a una longitud de onda méxima de 517 nm. Tiene las ventajas de estar disponible
comercialmente y no tiene que ser generado in situ. El ensayo se fundamenta en la medicién
de la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical DPPH midiendo el decaimiento

de la absorcién de radiacion.

El método ABTS (azinobis 3-etilbenzotianzolina-6-acido sulfénico) propuesto por Miller
(1993), se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar al catién coloreado

ABTS™, el cual es formado previamente por la oxidacion del ABTS.

En la actualidad hay propuestas electroquimicas prometedoras, de las cuales destacan, la
voltamperometria ciclica y la polarografia diferencial de impulsos. Recientemente, se han
desarrollado métodos polarograficos basados en reacciones de 6xido-reduccidn de sustancias
antioxidantes con peréxido de hidrdgeno, ya que este ultimo forma un complejo estable en
presencia de mercurio, produciendo una corriente anddica directamente proporcional a la
concentracion de perdxido de hidrégeno (Kikuchi, 1976; Suznjevic, 2011). Este método ha
sido aplicado a distintos productos como mieles, propoleos y bebidas alcohodlicas
(Gorjanovic et al., 2010; 2013; Potkonjak et al., 2012).

Aunque hay varias maneras de clasificar los métodos de la determinacion de actividad
antioxidante, una de las mas sencillas se basa en clasificarlos como directos e indirectos
(Agudo, 2010; Sanchez-Moreno, 2002):

En los métodos directos, se sigue la variacion de la concentracion del radical que reacciona
con la especie antioxidante; es decir, el radical debe de producir una sefial analitica que
disminuye proporcionalmente con la adicion del antioxidante (ABTS, DPPH y otros).

En los metodos indirectos, los radicales libres reaccionan generando o desapareciendo un
tercer reactivo que produce una sefial analitica. La sefial variara proporcionalmente con la
adicion de un antioxidante, ya que éste provoca una disminucion en la concentracion del
radical (ORAC, FRAP y otros).
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3.4.2 YODIMETRIA Y VOLTAMPEROMETRIA PARA LA DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El yodo molecular en presencia de yoduros (por ejemplo, yoduro de potasio), es soluble en

medio acuoso porque forma el complejo estable triyoduro:

L+ 1" - I3 (enexcesode ™)
El triyoduro es una especie oxidante muy utilizada en reacciones redox debido a su
relativamente alto potencial de reduccion estandar, su versatilidad de aplicacion, la
disponibilidad de los reactivos que lo originan y, ademas no es necesario el uso de indicador
para detectar el punto final en la yodimetria. La reaccién del triyoduro con los reductores es

la siguiente:

I3 + Red; - 31 + Ox4 (enexcesode I7)
Como ya se menciono, el potencial de reduccion estandar del triyoduro es relativamente alto,

lo que permite que la reaccion sea utilizada con un espectro amplio de reductores:

I +2e~->31" E°= +0.536V
En el presente estudio se plantea aplicar la yodimetria para la determinacién de la actividad
antioxidante, midiendo la variacion de la concentracion del triyoduro a través de
voltamperometria, con electrodo de disco giratorio de platino. Ya que la sefial que se
observara en el experimento es la onda voltamperométrica del sistema I3 /I°, el método

propuesto se clasificaria como un método directo.

3.5 FUNDAMENTACION DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1 CONDUCTIVIDAD

La conductividad especifica (Xi) de una solucion cualquiera es una medida de la facilidad

con que la corriente eléctrica fluye a través de la matriz de la solucion y depende, en primer
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lugar, de la concentracion de cada especie conductora (es decir la cantidad de cada uno de

los iones en solucion), la temperatura y la naturaleza de las especies en solucion.

La conductividad se determina utilizando un conductimetro, que en realidad mide la
conductancia “L” (en uS). El valor de L se convierte en conductividad especifica (Xi) a través

del valor de la constante de celda del aparato, empleando la relacion siguiente:

X = L.k, (Ecuacion 1)
Donde:
X es la conductividad especifica expresada en pS-cm™,
L es la conductancia de la solucion medida del conductimetro y expresada en uS, y

kc es el valor de la constante de celda del conductimetro que tiene un valor dado en cm™

Estd demostrado que la conductividad de la miel estd directamente relacionada con el
porcentaje de cenizas de la misma (Vorwohl, 1964). Se ha propuesto una ecuacion lineal que

describe dicha relacion (Piazza et al., 1991):

X =174A+0.14 (Ecuacion 2)
Donde:
X es la conductividad especifica expresada en mS-cm™, y A es el porcentaje en masa de
cenizas de la miel.
La conductividad es en si, un parametro importante de las mieles y esta incluida, como ya se
menciond, en algunas normas como un parametro de calidad. Hay estudios que proponen que
la conductividad en la miel es un insumo importante para conocer el origen palinoldgico,

botanico y geografico de la misma (Sanz Cervera, 1994; Acquarone et al., 2007).

3.5.2 POTENCIOMETRIA

Los métodos electroanaliticos que se basan en la medicion de potenciales electroquimicos de
las disoluciones se denominan Métodos Potenciométricos; en particular, una titulacion
potenciométrica se refiere a la medida de la variacion del potencial electroquimico de una

solucion en funcion del volumen o de la cantidad de otra solucion titulante (Skoog et al.,
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2005). Para realizar una titulacion potenciometrica es necesario que el electrodo indicador
sea sensible al analito (de preferencia), 0 a una especie que tenga una relacion
estequiométrica conocida con él. Como en una celda electroquimica basica, el potencial
electroquimico medido por el voltimetro en la solucidn de interés, estara determinado por la
diferencia de potencial entre dos semiceldas; una formada por la solucion titulada y el
electrodo indicador (potencial variable), y la otra por el electrodo de referencia (potencial

fijo y conocido) que se emplee en la titulacion.

La informacion producida por las titulaciones potenciométricas es mucho mas confiable y
atil que la que proviene de una titulacion con indicadores quimicos, ya que describe el
comportamiento de la concentracion del analito y el potencial durante la titulacion completa.
Por otra parte, en una titulacion colorimétrica aplicada a soluciones coloreadas o turbias, el
viraje color del indicador quimico no siempre es perceptible (Skoog et al., 2001; Harris,
2007).

Titulante
~3

| =

Voltimetro | ] i

Electrodo
" Indicador

Electrodo de
Referencia

Figura 4: Sistema para una titulacion potenciométrica

En el caso particular de esta investigacién, se utilizaran métodos potenciométricos para la
determinacion del pH, la acidez libre y el porcentaje de azlcares reductores. Para las dos
primeras se utilizara un electrodo selectivo de iones hidrégeno con referencia interna y para
la cuantificacion de azucares reductores se utilizara un alambre de cobre como electrodo

indicador y como referencia un electrodo de Ag/AgClI.
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3.5.2.1 DETERMINACION DE pH Y ACIDEZ LIBRE

El electrodo selectivo de iones H* que se utiliz6, fue uno combinado, es decir, la referencia
y el indicador estan integrados en un mismo sistema. La referencia es un electrodo de
Ag/AgCI (externo) y el electrodo indicador consiste en una membrana porosa, sensible al
intercambio de iones H™y un electrodo de referencia interno de Ag/AgCl; este sistema se
conoce como electrodo combinado de vidrio. En la Figura 5 se puede observar el esquema

del electrodo descrito.

Electrodo de
Referencia
Externo

Membrana de

Electralito de Contacto
Referencia
Externo Electrodo de
Referencia
O Interno
. Memb d
Electralito de _enj' rana de
i Vidrio
Referencia

Interno

Figura 5: Estructura clasica de un electrodo de selectivo de iones hidrogeno
combinado referencia.

3.5.2.2 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

En el caso de la determinacion de azlcares reductores se utilizé el método propuesto por
Lane-Eynon (AOAC, 2005) con la modificacion de que el punto final se determinaré por
potenciometria y no por el uso de indicador quimico. EI método de Lane-Eynon consiste en
el empleo de la reaccion de Fehling para la titulacion; se adiciona una solucion de miel a una
alicuota de la mezcla de reactivos de Fehling (Sulfato de Cobre y Tartratos en medio basico)
y el punto final se detecta utilizando azul de metileno como indicador.

23



Debido a que se conoce la estequiometria de la reaccion con hexosas reductoras con los
reactivos de Fehling, con el empleo de un electrodo indicador de cobre (alambre de cobre),
y un electrodo de referencia (Ag/AgCl), se puede realizar una titulacion potenciométrica
segun el procedimiento de Preza de la Vega (2007). En la miel, las hexosas reductoras son
en su mayoria glucosa y fructosa. En términos muy generales, la reaccion de las hexosas

reductoras con el ion cuprico es la siguiente:

5Cu®t + Hexosa,.q — Hexosa,, +5/2 Cu,0 |

El potencial en el punto de equivalencia para una reaccion quimica cualquiera esta dada por
la “semisuma ponderada” de sus potenciales estandares, es decir:
n1E1 +Tl2E2

Eequiv = W (Ecuacion 3)

La ecuacién 3 plantea que la estequiometria es un factor del cual depende el potencial en el
punto de equivalencia y permite conocer la posicion exacta en la curva de titulacion donde
se encuentra el punto de equivalencia, siempre y cuando se conozca la estequiometria de la
reaccion. Por ejemplo, para el caso especifico de la determinacion de azlcares reductores, se
asigna el potencial E; a la semireaccion del sistema del cobre (Ecun) Y E2 a la semireaccion
del sistema de azucares reductores (Eazred) en exceso (con el electrodo de cobre), tomando
en cuenta que la estequimoetria de la reaccion que se lleva a cabo es de 5 moles de Cu(ll)
por 1 mol de azucar reductor, el potencial electrogquimico en el punto de equivalencia viene
dado por:

1Ecyu(un*5EAzRed. .,
Eequiv = ( )1+5 (Ecuacion 3a)

Es decir, que el punto de equivalencia se encuentra a 5/6 de la zona logaritmica del potencial
del Cu(ll), 0 a 1/6 de la zona logaritmica del potencial que establecen los azucares reductores.

Se puede observar un ejemplo gréafico del céalculo del punto final en la Figura 6.
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Figura 6: Curva de titulacion potenciométrica de Fehling.

3.5.3 TECNICAS VOLTAMPEROMETRICAS

3.5.3.1 GENERALIDADES SORE LA ELECTROQUIMICA

Las reacciones electroquimicas son transformaciones heterogéneas forzadas de Oxido-
reduccion llevadas a cabo en la interfase electrodo-disolucién gracias a una diferencia de
potencial impuesta convenientemente. La reaccién electroquimica se llevara a cabo siempre
y cuando se aplique un potencial adecuado, produciendo una corriente debido a la
transferencia de electrones entre la solucion y los electrodos (Pingarron y Sanchez, 2003).
Los métodos electroquimicos estan basados en la medicion de la corriente en funcién del
potencial, empleando condiciones que favorecen la carga o polarizacién del electrodo de
trabajo. Para facilitar esta polarizacion, generalmente los electrodos de trabajo tienen un area
superficial muy pequefia, unos pocos milimetros cuadrados como maximo (Skoog et al.,
2001). Las reacciones quimicas heterogeneas, llevadas a cabo en la interfase electrodo-
solucion, producto de una diferencia de potencial entre dos electrodos se conocen como
electrolisis. Para que se lleve a cabo la reaccién electroquimica, la especie electroactiva

deberd, primero, trasladarse desde el seno de la disolucion hasta la interfase electrodo-
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disolucién, donde puede sufrir una transformacion quimica por la ganancia o la pérdida de

electrones, para después alejarse por difusion segun se puede apreciar en la Figura 7.

Electrodo
Reda Redgis

ne

(0). &1 Oxdis

Figura 7: Esquema simplificado de la oxidacion de una sustancia en un electrodo
actuando como un anodo.

3.5.3.1.1 REGIMEN DE DIFUSION PURA Y REGIMEN DE DIFUSION
CONVECTIVA

Se puede notar que la electrdlisis depende del transporte de la especie desde el seno de la
disolucion hasta la superficie del electrodo. Si se le aplica un potencial conveniente a una
solucion con una especie electroactiva para comenzar el fendmeno de la electrolisis, el efecto
inmediato serd que la concentracion de dicha especie disminuira en las cercanias del
electrodo y se mantendra constante en el seno de la solucion, esta situacion genera un
gradiente de concentracidn en la solucion, dénde la especie difundira desde el seno hasta los
alrededores del electrodo, formando lo que se conoce como capa de difusion. Si la solucion
se encuentra en reposo, el espesor de la capa formada producto de la difusién aumentara
paulatinamente conforme pasa el tiempo. Si al contrario, la solucidn se agita uniformemente
el espesor se mantendra constante al igual que el gradiente de concentracion. Estas dos
situaciones se conocen como régimen de difusion pura y régimen de difusién convectiva,

respectivamente.
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Figura 8: Esquema de la capa de difusion en un régimen de difusion convectiva

Como se puede observar en la Figura 8, la corriente en cualquier momento de la electrdlisis
estd determinada por dos factores: 1) la velocidad con que la especie electroactiva se traslada
desde el seno de la solucién hacia la capa de difusién y 2) la velocidad con que la especie
electroactiva se traslada desde la capa de difusion hacia el electrodo. Si la agitacion
(conveccion) se mantiene constante, el aporte del analito desde el seno de la solucion hacia
la capa de difusion se mantendra constante, y la corriente dependerd Gnicamente de la
velocidad de difusion de la especie desde la capa hacia el electrodo. En estas condiciones, la
velocidad de difusion, v,, (es decir, la velocidad con que la especie difunde desde la capa
hacia el electrodo), es directamente proporcional al gradiente de concentracidn, que se forma
por la diferencia de concentraciones en el seno de la solucién (Cs) y en los alrededores del
electrodo (Cy) (Pingarrén y Sanchez, 2003; Skoog et al., 2001):

vy = k(Cs — Cg) (Ecuacion 4)
3.5.3.1.2 ELECTROLITO SOPORTE

Las técnicas electroquimicas hacen uso de una sustancia ionica (de preferencia no
electroactiva) en exceso en la solucion, conocida como electrdlito soporte. La mision del
electrolito soporte es minimizar la corriente ocasionada por la migracion de la especie

electroactiva hacia los electrodos. Cuando la concentracion del electrolito soporte esta en un
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orden 50 o 100 veces mayor o mas al de la especie electroactiva, la fraccion de la corriente
total transportada por migracion por la especie electroactiva se acerca a cero. Por lo tanto, la
velocidad de migracion del analito hacia el electrodo de carga opuesta se hace practicamente

independiente del potencial aplicado (Skoog et al., 2001).

3.5.3.1.3 CELDA ELECTROQUIMICA

El sistema de una celda electroquimica basica se representa en la Figura 9. La diferencia de
potencial (AE), que se aplica a la solucion es establecida entre el electrodo de trabajo y el
electrodo auxiliar, mientras que la corriente (i) se mide entre el electrodo de trabajo y el

electrodo de referencia.

Electrodo de
~' Referencia

3 Il
S lectrodo de
R rabajo ’
o — L L casinere ]|

Amperimetro

| Electrodo
Ny ¢ Auxiliar

Electrodo Auxiliar

N _ Electrodo de
Referencia

3
Fa
4

Electrodo de

Trabajo " — D s
Barra de Agitacion

Voltimetro

Figura 9: Disefio de una celda electroquimica: esquema eléctrico (izquierda) y
componentes principales (derecha)

3.5.3.1.4 CURVAS INTENSIDAD- POTENCIAL

3.5.3.1.4.1 LA CORRIENTE LIMITE

Si se tiene una celda electrolitica como la de la Figura 9, en la que se establece una diferencia
de potencial suficiente para electrolizar la especie electroactiva en solucion, en un régimen

de difusion convectiva, al graficar la corriente producida por la electrolisis de la especie en
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funcién del potencial aplicado se obtiene una curva conocida como curva intensidad —
potencial (i-E), también llamada voltamperograma. Cuando se alcance el potencial
electroquimico necesario para electrolizar a la especie electroactiva, se obtendra el flujo
maximo de ésta hacia el electrodo, produciendo la corriente maxima que la electrdlisis puede

generar. Ese valor de corriente es conocido como Corriente Limite.

En términos generales, si el area del electrodo, y la longitud de la capa de difusion
permanecen constantes, la relacion entre la corriente limite y la concentracion de una especie
electroactiva “X” es directamente proporcional a la concentracion y esta dada por la Ecuacion
5.

Limx = nd,Cy (Ecuacion 5)
Donde:

Lim » €S la corriente limite producida por X
n es el nimero de electrones que se trasladan en la electrdlisis de X
d, es una constante asociada a la velocidad de difusién de X

C, es la concentracion analitica de X.

Se puede observar que la expresion anterior expone una relacion directamente proporcional
de la corriente limite con la concentracion de la especie electroactiva. Por lo tanto, para que
una curva intensidad-potencial nos brinde informacion cuantitativa, el experimento se debe
de realizar un régimen de difusion convectiva, ya que la capa de difusion debe de ser de
longitud constante para que asi el transporte de la especie electroactiva también se mantenga
constante. En este caso de conveccion constante, se dice que la corriente corresponde
exclusivamente al fendmeno de transporte de difusion. En la Figura 10 se puede observar el
incremento de la corriente producida por una sustancia electroactiva en funcion del potencial
aplicado hasta llegar a un punto donde permanece constante (corriente limite); este
comportamiento de la corriente en funcion del potencial se conoce como onda

voltamperométrica.
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Al aplicarse el mismo potencial a una sustancia no electroactiva o inerte (como el electrélito
soporte), la corriente es nula o cercana a cero dependiendo de las condiciones del

experimento, y en este caso, se conoce como corriente residual.

Forma clasica de un Voltamperograma

130
Corriente Residual
110
< 90
S
- 70
PC_.-’ Onda
2 50 Voltamperométrica de
g 30 una Sustancia
Electroactiva
10 e
-10 300 400 500 600 700 800 900

Potencial (mV)

Figura 10: Curva intensidad-potencial de una especie electroactiva y de un medio no
electroactivo (fondo o corriente residual).

3.5.3.2 VOLTAMPEROMETRIA

La voltamperometria es un conjunto de técnicas electroquimicas que se basan en la medicion
de la corriente en funcidn del potencial aplicado sobre un microelectrodo. Las técnicas
voltamperométricas se pueden dividir en las que se desarrollan en un régimen de difusion

convectiva y en las que se desarrollan en régimen de difusion pura.

En el presente estudio se utilizd como electrodo de trabajo el microelectrodo de disco
giratorio de platino, que al girar sobre su propio eje, genera un régimen de difusién
convectiva, tal y como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11: Estructura de un electrodo sélido de disco giratorio

Este tipo de electrodo es muy sencillo, ya que consiste en un disco de un material electrodico
embebido en una varilla de un material aislante que esta unida directamente a un motor que
hace rotar al disco sobre su propio eje. La velocidad angular (w) producida por éste
movimiento debe ser constante para que el experimento sea cuantitativo y pueda ser
expresado por una ecuacion matematica relativamente sencilla. Como se observa en la Figura
11, la rotacion del disco arrastra la disolucion horizontalmente hacia afuera desde el centro
del disco en una direccién radial. Las graficas de i-E que producen estos electrodos se
conocen como voltamperogramas, como ya se mencion0 antes, y tienen la forma clasica que

esta en la Figura 10.

Manteniendo constantes los valores del area del disco, la velocidad angular y la viscosidad
cinematica de la solucion, la corriente limite es directamente proporcional a la concentracién

del analito.

3.5.3.3 POLAROGRAFIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS

La polarografia es un tipo de voltamperometria en la que el electrodo de trabajo es un
electrodo de gota de mercurio (EGM). A diferencia de los electrodos sélidos, el electrodo de

gota de mercurio, consiste en un capilar de vidrio, conectado a un deposito de mercurio. En
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la actualidad los electrodos utilizan una valvula controlada electronicamente para formar una
gota de mercurio, que se mantiene suspendida durante un tiempo en la base de un capilar.
Después de medir la corriente y el voltaje se desprende la gota mecanicamente. Luego se

forma otra gota, y se toma la siguiente medida (Harris, 2007).

Las bondades del electrodo de mercurio (EGM) son variadas, entre ellas que la superficie del
electrodo se renueva con cada gota, y por lo tanto es imposible que existan depdsitos que se
han electrolizado. Ademas, debido al intervalo de potenciales en el que se pueden realizar
experimentos (conocido como dominio de electroactividad), el EGM es ideal para estudiar

reacciones de reduccion.

La polarografia diferencial de impulsos es una técnica electroanalitica que se basa en la
medida de la corriente antes y después de aplicar un impulso de potencial al electrodo. La
diferencia de la corriente por cada impulso (Ai), se registra en funcidn del potencial que
aumenta linealmente, obteniéndose una curva diferencial en forma de pico, en la cual la altura
del pico es proporcional a la concentracion. Los esquemas de este comportamiento se pueden
observar en la Figura 12 (Harris, 2007; Skoog et al., 2001; Pingarron y Sanchez, 2003).

Ai

Potencial

Tiempo E

Figura 12: Forma del muestreo de corriente de la polarografia diferencial de impulsos
y curva tipica de un polarograma por impulsos.

El empleo de la polarografia diferencial de impulsos implica ciertas ventajas con respecto a
la polarografia de corriente directa o polarografia clasica, entre ellas, la de presentar mejores
limites de deteccion (108M) y que se pueden realizar determinaciones simultaneas de

sustancias con potenciales normales muy cercanos.

32



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 ESTUDIO DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE MIELES.

4.1.1 DESCRIPCION DE LAS MIELES

Se estudiaron un total de 6 mieles de abeja Apis mellifera (identificadas como MA), 2 mieles

del género Trigona, y 3 del género Melipona, identificadas como MM (ver Tabla 5). Con

excepcion de MADS, las mieles no son de marcas comerciales. Las muestras tienen diversa

procedencia, algunas fueron colectadas por apicultores y meliponicultores mexicanos y

fueron llevadas al Laboratorio de Electroquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Las mieles de Apis mellifera que proceden de El Salvador fueron proporcionadas por el

Ministerio de Agricultura y Ganaderia y las mieles de abejas sin aguijon fueron adquiridas

en el Municipio de La Palma, Chalatenango por medio de una familia dedicada a la

meliponicultura.

Cddigo
MA1
MA2
MA3
MA4
MAS5
MAG
MM1

MM2
MM3
MM4
MM5

Tabla 5: Descripcion de las muestras de miel.

Género Especie Lugar de Procedencia
Apis Apis mellifera La Libertad, El Salvador
Apis Apis mellifera La Libertad, EI Salvador
Apis Apis mellifera La Libertad, EI Salvador
Apis Apis mellifera Chiapas, México
Apis Apis mellifera México (Miel Comercial)
Apis Apis mellifera Brasil

Trigona Tetragonisca Chalatenango, El Salvador

angustula
Melipona Melipona Beecheii Chalatenango, El Salvador
Melipona - Chiapas, México
Trigona - Campeche, México
Melipona - Campeche, México

Cosecha

2012
2012
2012
2013

2011

2012
2012

Junio, 2012

Junio, 2012
Abril, 2011
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4.1.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE CENIZAS.

Se prepararon 10.0 mL de solucién de miel con agua desionizada, a una concentracion
aproximada de 0.10 g.mL?' de solucion, para cada miel estudiada. Empleando un
conductimetro se midio la conductividad de cada una de las soluciones y por medio de la

Ecuacidn 2 se calculo el porcentaje de cenizas.

4.1.3 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

La medicién de humedad se realizé a través de un refractometro. Se colocd uniformemente
una pequefia cantidad de miel sobre el prisma del refractometro, obteniendo un valor de
solidos disueltos expresados en la escala de grados Brix. El porcentaje de humedad esta dado

por la diferencia entre 100 y los grados Brix medidos.

414 pHY ACIDEZ LIBRE

4.1.4.1 pH

Para la medida de pH se utilizaron las mismas soluciones que en la medicion conductimétrica
del porcentaje de cenizas; después de hacer la medicion de conductividad de cada una de las
soluciones se procedio a medir el pH, con el empleo de un pHmetro previamente calibrado

con soluciones tampén de pH de 4.0 y 7.0.

4.1.42 ACIDEZ LIBRE

Se prepararon soluciones de miel con agua desionizada y descarbonatada, de una
concentracion aproximada 0.6 g.mL™* de miel. Las titulaciones acido-base se realizaron con
solucion previamente estandarizada de NaOH de concentracion alrededor de 0.050 M. Se
elaboraron las curvas acido-base y con la ayuda de un pHmetro se identificaran los puntos

finales directamente de la curva de valoracion.
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415 AZUCARES REDUCTORES

La determinacion de azucares reductores en las muestras se realizd mediante de una
valoracion potenciométrica, para lo cual se prepararon las dos soluciones de Fehling:
CuS04-5H20 a una concentracion aproximada de 0.25M (Fehling A) y tartrato de sodio y
potasio (1.25 M) en hidroxido de sodio (2.5 a 3 M), (Fehling B). En un vaso de precipitados
de 50 mL se colocé una alicuota de 5.0 mL de cada una de las soluciones y se titulé con una
solucion de miel de aproximadamente 5.0 g de miel en 100 mL, utilizando agua desionizada.
La reaccion redox es de cinética lenta a temperatura ambiente, y para que pueda desarrollarse
cuantitativamente la temperatura se debe de elevar cerca de su punto de ebullicién, asi que la

titulacion se llevo a cabo sobre una parrilla de calentamiento por encima de 87°C.

416 FRUCTOSA

La determinacion de fructosa se realizd empleando la técnica de polarografia diferencial de
impulsos (PDI). La miel es una matriz compleja, ya que su composicion es diversa y varia
en cada muestra, por lo tanto, el método de estandarizacion méas adecuado en estos casos es
el de adiciones patron. Se elaboraron soluciones de miel pesando alrededor de 1.00 g y se
Ilevé al aforo con agua desionizada en un balon volumétrico de 10.0mL. También se prepard
una solucion de fructosa patron de aproximadamente 4.5mg mL? que se utiliz6 para hacer
adiciones de patron a la muestra. Como electrdlito soporte se utilizé 10.0 mL de solucién de
CaCl, 1.0 M, y se realiz6 un barrido de potencial de -1.85V a -1.25V, con una velocidad de
barrido de 5mVs™. Posteriormente se realizé un nuevo polarograma con la adicién de 50puL
de la solucién de miel. De igual manera se realizaron polarogramas de adiciones sucesivas
de 50uL de patron de fructosa, con el propésito de elaborar una curva de calibracién por

adiciones estandar.
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417 HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)

De igual manera, la determinacion de HMF se Ilevo a cabo por medio de PDI y se utilizo el
método de adiciones patron para la cuantificacion. Se prepararon soluciones de miel con agua
desionizada de cerca de 2.50 g de miel por 25.0 mL de solucion, también una de 10.0 mL de

solucion de HMF estandar de alrededor de 1.50 mg.mL".

El electrolito soporte empleado fue una solucion tampon de boratos de pH 10, que se prepard
con acido borico y borato de sodio. Se utilizaron 10.0 mL de electrolito soporte, y el barrido
de potencial se efectud desde -1.50V hasta -0.80V a una velocidad de 5.0 mV.s".

En estas condiciones, se realizaron los barridos de potencial correspondientes, primero, al
electrolito soporte, luego con la adicién de 1.0 0 2.0 mL de solucion de miel, y por Gltimo

con 4 o 5 adiciones de 10uL de patron HMF, para construir la curva de adiciones patron.

4.1.8 COMPARACION DE TIPOS DE MIEL

Para llevar a cabo la comparacion de las mieles en estudio, éstas se separaron en dos grupos
de acuerdo al género de abeja que la produce (Tabla 5); en el primero, se ubicaron las mieles
del género Apis (MA) y en el segundo, la mieles de los géneros Melipona y Trigona (MM).
El promedio de cada parametro fisicoguimico que se determind en cada grupo, se utilizd para
evaluar las posibles diferencias, que posteriormente se compararon de forma cualitativa, de
acuerdo con lo establecido por la norma salvadoreiia de miel, algunas normativas regionales

y los valores propuestos por algunos investigadores (Vit.et al., 2004).
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4.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS
DE PROPOLEOS

La metodologia de la determinacién de la actividad antioxidante en los extractos de prop6leos
se dividid en tres etapas: el estudio electroquimico de la reaccion del triyoduro con reductores

de interés, la extraccion de los propéleos y la medicion de su actividad antioxidante.

4.2.1 DESCRIPCION DE PROPOLEOS
Se estudiaron 10 propoleos de distinta procedencia, 2 provenientes de El Salvador y los otros
8 provenientes de diversos lugares de México. Los datos de coleccion y procedencia se

resumen en la Tabla 6.

Tabla 6: Descripcion de muestras de propoleos seleccionadas para esta investigacion.

Propoleos Fecha de Colecta Procedencia Método de
Coleccion
P1 Agosto, 2009 — Mayo, Apiario Mendoza, Tapachula Raspado
2010 Chiapas, México.
P2 Abril — Septiembre, 2012 Apiario Cesar, Kulactic, Tenejapa, Raspado
Chiapas, México.
P3 Mayo — Septiembre, 2012  Apiario Paco, La Trinitaria, Chiapas, = Raspado
Meéxico.
P4 Febrero — Septiembre, Laureano, Pantelho, Chiapas, Raspado
2012 México.
P5 Febrero- Octubre, 2011 San Cristdbal, Chiapas, México. Raspado
P6 Diciembre, 2012 Rancho San Pedro, Yucatan, México.  Raspado
P7 Enero, 2013 Rancho San Pedro, Yucatan, México.  Trampa
P8* - DIPROANSA, México -
P9 2013 Cordillera del Balsamo, El Salvador.  Raspado
P10 Julio, 2013 La Palma, Chalatenango, El Raspado
Salvador.

*La muestra 8 es un preparado comercial de propéleos, no se indicaba lugar, fecha ni metodo

de colecta.
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4.2.2 ESTUDIO ELECTROQUIMICO DE LAS REACCIONES DEL YODO CON
REDUCTORES

Se empled la técnica clasica de la yodimetria con la variante de que el cambio de la
concentracion del triyoduro se evalud por voltamperometria, con la adicion del extracto de
propoleos.

Se realiz6 un anélisis electroquimico en el que se estudio la relacion directa entre la corriente
limite de la reduccion de la especie I3” y su concentracion en la celda. Se empleé como
electrélito soporte LiNOs ya que es una sal muy soluble en etanol y que no posee aniones
halogenuros que podrian interferir con la sefial del sistema I37/1".

Luego de identificar la sefial del sistema I37/1" y conocer su comportamiento en las
condiciones experimentales, se realizaron titulaciones voltamperométricas con quercetina y
acido ascérbico que son compuestos antioxidantes (es decir, reductores) muy comunes
(Wayner et al., 1987; Londofio, 2011). El I3 no reacciona con glucosa en condiciones neutras
0 &cidas, ni lo hace con fructosa, sin importar las condiciones (Kline y Acree, 1930; Amerine
y Thoukis, 1958; Lothrop y Holmes, 1931). Se establecieron las condiciones experimentales
en que la glucosa no reacciona con lz", ya que los azucares reductores no son considerados
como especies antioxidantes (por que no reaccionan con los radicales libres de origen
bioldgico) y si el agente oxidante que se utiliza para la titulacion reacciona con estos

carbohidratos se estaria realizando una sobreestimacion de la medida.

4.2.3 EXTRACCION DE PROPOLEOS EN MEZCLA HIDRO-ETANOLICA.

La extraccion de los propdleos se realizd con una mezcla compuesta por 70% (v/v) de etanol
y 30% de agua. Algunos estudios indican que la mayoria de los compuestos fenolicos y
flavonoides se extraen cuantitativamente en esta mezcla (Park e Ikegaki, 1998). Se pesaron
aproximadamente 3.0 g de propoleos y se depositaron en un vaso de precipitados de 50.0
mL, posteriormente se realizaron cuatro extracciones de dos horas cada una, con 10 mL de

la mezcla hidroetandlica, a temperatura ambiente y con agitacion constante.

38



424 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
EXTRACTOS DE PROPOLEOS

Con las condiciones experimentales definidas con base en los resultados del estudio
electroquimico de la reaccion del yodo con reductores, se realizaron valoraciones
voltamperométricas con yodo (I3") a los extractos de propo6leos; es decir, los parametros de
la celda electroquimica como potenciales inicial y final y velocidad del barrido se tomaron
de acuerdo al estudio electroquimico del sistema Is/I" y su reaccion con quercetina y acido

ascorbico.

425 DETERMINACION DE ARSENICO, COBRE, PLOMO Y ZINC EN
EXTRACTOS DE PROPOLEOS.

Por altimo, se cuantificaron arsénico, cobre, plomo y zinc en cada uno de los extractos de
propodleo elaborados, empleando polarografia diferencial de impulsos. Para llevar a cabo las
determinaciones se realizaron previamente curvas de calibracion de cada una de estas
sustancias con sus respectivos patrones a 10 mg.mL", para calcular los limites de
cuantificacion y de determinacion respectivos. Se utilizé el medio reportado por Gazcon
(2012), HNO3 0.1M y KNOs a 0.1M.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESTUDIO DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LAS MIELES.

5.1.1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE CENIZAS.

La conductividad especifica (X) en una solucién cualquiera, es una caracteristica intrinseca
del total de iones disueltos en un determinado solvente; por lo que X es una propiedad aditiva
de estas sustancias disueltas en una determinada solucién. Por lo tanto, se debe corregir el
valor de conductividad especifica medido de la solucion de miel restdndole el valor de
conductividad del agua desionizada; de esta manera se tiene el valor inicamente de las sales

provenientes de la miel. Expresando de algebraicamente lo anterior se tiene:

Xy = Xsu — Xacua (Ecuacion 6)
Donde:
Xm= conductividad especifica de la miel (uS-cm™),
Xsm= conductividad especifica de la solucion de miel (uS-cm™), y
Xacua= conductividad especifica del agua desionizada utilizada para hacer la solucion de
miel (uS-cm™?).
El valor de Xm (en mS) obtenido en la ecuacion 6, se sustituye en la ecuacion 2, obteniéndose

el valor de porcentaje de cenizas para cada muestra, es decir:

Xy — 0.14

174

Por ejemplo para la muestra MAL, Se tienen los siguientes valores:

Xsm =195 uS-cm™; Xacua=2.4 uS-cm*
XM = XSM - XAGUA = 195 MS'Cm_l' 2.4 HS'Cm_l
= 192.6 uS-ecm™ =0.1926 mS-cm™*

Ya que el agua desionizada que utiliz6 para la elaboracion de las soluciones fue la misma,

se resto éste valor de conductividad a todas las demas soluciones.
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Porcentaje de cenizas:

Xy—0.14 _ 0.1926-0.14

A= = 0.030%

1.74 1.74

De la misma manera se procedi6 para calcular el porcentaje de cenizas en las demés muestras

de miel. Los datos y resultados se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7 Resultados de la determinacion conductimétrica de cenizas.

Concentracion =~ Conductividad Conductividad
(9 mieimL" Especifica de la Especifica de la %
Muestra solucién) Solucion de Miel Miel Cenizas
Xsm(mScm’) Xm=XsM - XH.0
(mScm’)
MA1l 0.104 0.195 0.193 0.03
MA2 0.106 0.200 0.198 0.03
MA3 0.103 0.200 0.198 0.03
MA4 0.107 0.155 0.153 0.01
MAS5 0.104 0.160 0.158 0.01
MAG 0.106 0.178 0.176 0.02
MM1 0.103 0.395 0.393 0.15
MM2 0.104 0.110 0.108 N.D.
MM3 0.106 0.190 0.188 0.03
MM4 0.103 0.360 0.358 0.13
MM5 0.103 0.365 0.363 0.13
Promedio MA 0.02 £ 0.01%
Promedio MM 0.11 £ 0.05%

Como se puede observar, las mieles de Apis tienen un porcentaje de cenizas mas bajo que las
mieles de abejas sin aguijon y esta situacion no esté lejos de lo esperado, ya que las mieles
de Apis en su mayoria tienen un proceso de centrifugacion y filtracion (inmediato a la
colecta), que son parte necesaria de la cadena de produccién para alcanzar las normas de

calidad exigidas; no asi las mieles de abejas precolombinas, las cuales no tienen procesos

41



formales después de ser recolectadas por el meliponicultor, y su produccion y
comercializacion es estrictamente artesanal.

Sin embargo, un caso excepcional de las mieles estudiadas fue la muestra MM2, que
corresponde a la miel salvadorena de la abeja de “Jicota” (melipona becheei), en la cual el
valor de cenizas esta por debajo de la “limite de deteccion” de la técnica. Este ejemplo
permite exponer la limitacion de la técnica propuesta por Piazza et al. (1991), que viene dada
por la misma Ecuacién 2. Se notara que solo es posible calcular valores del porcentaje de

cenizas (A) cuando la conductividad (X) es mayor de 0.14 uS:

X—0.14 = 1744 -
X >0.14 (Ecuacion 2a)

La Norma Salvadorefia de Miel no contempla un maximo de porcentaje de cenizas, en la
Tabla 8 se presentan los pardmetros de porcentaje de cenizas exigidos en algunas normas

internacionales:

Tabla 8: Comparacion del Porcentaje de Cenizas en distintas normas

Normas % de Cenizas Maximo Propuesto
Norma Mexicana 0.60
Norma Brasilefia 0.60
Propuesta para Meliponini* 0.50

*(Vit et al., 2004)

Tomando en cuenta las normas internacionales se puede afirmar que todas las mieles
estudiadas tuvieron valores aceptables por debajo de los limites permitidos. Se considera
importante que la Norma Salvadorefia de la Miel incluya el Porcentaje de Cenizas, ya que
éste es un parametro que refleja directamente los minerales disueltos en la miel y algunas
otras sustancias conductoras que no hacen combustion completa y dejan residuos sélidos en

el proceso tradicional de calcinacion de la muestra.
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Se ha propuesto (Vit et al., 2004) un valor maximo de porcentaje de cenizas de 0.50% (ver
Tabla 8). Si se toma en cuenta este valor, todas las mieles estudiadas, tanto las producidas
por el género Apis como el género Melipona y Trigona estan por debajo de este punto
maximo.

Se considera que la relacion lineal empleada en este estudio (Piazza et al., 1991), puede ser
adecuada a la realidad nacional. Se han realizado ciertos estudios que han aplicado esta
técnica (Caballero, 2009; Velasquez Reales, 2014) y han demostrado que puede ser un
método alternativo que podria llegar a validarse con el método oficial, con el objeto de su
incorporacion en las normativas. Esta ruta es mucho mas rapida, facil y con menores costos.
Para adecuar la técnica al contexto salvadorefio, seria una tarea pendiente reconfirmar o
ajustar los valores de las variables de la Ecuacion 2, a los resultados de un estudio de un

namero representativo de mieles salvadorefias.

5.1.2 PORCENTAJE DE HUMEDAD

La determinacion de la humedad se hizo a través de la medicion de solidos disueltos
expresados en grados Brix de las muestras de miel depositadas directamente en el cristal del
refractometro. Se debe tomar en cuenta hacer una pequefia correccion de medida por la
temperatura, 0.00225 por cada grado que se aleja de los 20°C.

Por ejemplo para la muestra MM2 (temperatura de medicion =23°C):

Grados Brix medidos = 74.8°
Grados Brix Corregidos = 74.8 + (0.0025 x 3) = 74.807°
Porcentaje de humedad = 100 — 74.81 = 25.19%

De la misma manera se procedio para el calculo del porcentaje de humedad para todas las

muestras. En la Tabla 9 se presentan los datos de los grados Brix medidos, corregidos y el

porcentaje de humedad para todas las mieles estudiadas.
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Tabla 9: Resultados del Porcentaje de Humedad de mieles

Grados Brix
Muestra = Grados Brix Medidos Corregidos Porcentaje de Humedad

MA1l 84.1 84.11 15.9%
MA?2 80.9 80.91 19.1%
MA3 81.1 81.11 18.9%
MA4 80.1 80.11 19.9%
MA5S 81.0 81.01 19.0%
MAG 80.8 80.81 19.2%
MM1 71.0 71.01 29.0%
MM2 74.8 74.81 25.2%
MM3 72.9 72.91 27.1%
MM4 73.6 73.61 26.4%
MM5 73.1 73.11 26.9%

Promedio MA 18.7+£14%

Promedio MM 26.9+1.4%

Todas las muestras de Miel de Apis (MA) se encuentran bajo el valor que propone la Norma
Salvadorefia de la Miel (méximo de porcentaje de humedad del 20%). En la Tabla 10 se
presentan los valores de humedad propuestos en otras normas internacionales. Como ya se
establecio anteriormente, es importante conocer el contenido de agua en la miel; ya que si el
porcentaje de humedad en una miel de Apis Mellifera es arriba de 20%, es un indicio de una

posible adulteracion.

Tabla 10: Comparacion del Porcentaje de Humedad en distintas normas

Normas % de Humedad Méaximo Propuesto
Norma Salvadorefia 20 %
Codex alimentarius 20 %
Norma Mexicana 20 %
Norma Brasilefia 20 %
Propuesta para Meliponini * 30 %

*(Vit et al., 2004)
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Aunque en muchos aspectos no se tiene certeza de la composicion quimica de las mieles de
los distintos tipos de abejas sin aguijon, se conoce muy bien que el contenido de agua en
estas mieles es mayor (Baquero y Stamatti, 2006; Cortopassi-Laurino, 2006; Vit P. , 2009).
En el pais, Alarcon e Ibafiez (2008), reportan porcentajes de humedad que rondan desde 22.78
hasta 27.92% en mieles de Melipona Beechei y en 20.99 hasta 28.32% en mieles de
Tetragonisca Angustula en un estudio sobre mieles de distintos municipios del Departamento
de Chalatenango. Con base en sus conocimientos empiricos, meliponicultores de la zona de
La Palma, Chalatenango, mencionan que la miel de la abeja “Jicota” (Melipona Beechei),
empieza su fermentacion inmediatamente al agregar una pequefia cantidad de agua a la miel.
En su propuesta para la regulacion de la calidad de las mieles de abejas nativas, Vit et. al.
(2004), consideran adecuado establecer como valor méximo del porcentaje de humedad 30%.
Por lo anterior, se considera importante hacer un estudio fundamental de las mieles de las
abejas precolombinas de El Salvador, incluyendo el contenido de agua (0 porcentaje de
humedad) como uno de los principales parametros a estudiar. A pesar de que la medida
experimental es muy sencilla, los equilibrios bioquimicos que estan intimamente
relacionados al contenido de agua en la miel son muy complejos y delicados, y con un leve
cambio se pueden desplazar en un sentido o en el otro, produciendo distintos tipos de

reacciones, entre ellas, quiza la més importante, la fermentacion.

5.1.3 pHY ACIDEZ LIBRE

5.1.3.1 pH

Como ya se describid, se tomaron medidas de pH directas de las mismas soluciones de miel
utilizada para calcular el porcentaje de cenizas. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 11.
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Tabla 11: Resultados de la Medida Directa de pH.

Muestra pH de la Solucion
MAL 3.43
MA2 3.44
MA3 3.56
MA4 3.30
MAS 3.49
MAG 3.81
MM1 3.46
MM2 3.21
MM3 3.03
MM4 351
MM5 3.17

Promedio MA 3.50 + 0.17
Promedio MM 3.28 + 0.20

Se puede apreciar con una prueba al paladar, que las mieles de abejas precolombinas,
generalmente, tienen un sabor mas acido que las mieles de Apis; y al observar los resultados
de la medida de pH de las soluciones, se puede notar que las mieles de abejas sin agujon
tienen valores levemente mas acidos. Sin embargo, las caracteristicas acidas de las mieles
son verdaderamente complejas debido a su diversa composicién. A pesar de ello la medida
directa de pH podria ser suficiente informacién para dar una idea inicial sobre la percepcion

del sabor de acidez de una miel.
5.1.3.2 ACIDEZ LIBRE.

Para el célculo de la acidez libre no se realiz6 el procedimiento propuesto en la Norma
Salvadorefa, ya que éste se considera discutible y las razones se presentan en breve. De

acuerdo con la descripcion de la parte experimental de la presente investigacion se

46



prepararon dos soluciones de hidroxido de sodio de una concentracion alrededor de 0.05M y
otra aproximadamente de 0.50M, para valorar las muestras de miel en estudio. Para la
estandarizacion de la solucién de hidroxido de sodio que se emple6 para la titulacion, se
colocé en un vaso de precipitados de 25 mililitros una alicuota de 4.0 mililitros de solucién
de &cido clorhidrico 0.115M, y se valoro con la solucion de hidroxido preparada. Se puede

observar en la Figura 13 la curva de la valoracion acido-base obtenida.

5 Curva de Valoracion de HCl con NaOH

10

pH
[e)]

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Volumen de NaOH afiadido (mL)

Figura 13: Curva de valoracion de HCI 0.115M con NaOH.

Conociendo el volumen del punto de equivalencia, se hicieron los siguientes calculos para

determinar la concentracion de la sosa estandarizada:

Volumen de HCl patron = 4.0 mL
Concentracion de HCl patréon = 0.115M
mmoles de HCl = Vol. HCl * Conc. HCl = 4.0 mL * 0.115mmol.mL~
mmoles de HCl = mmoles de NaOH neutralizados = 0.46 mmol
Volumen de NaOH gastada = 11.45 mL
Concentraciéon de NaOH = mmoles de NaOH neut./volumen de NaOH gastada
= 0.46 mmoles /11.45 mL
= 0.0402M

Una vez que se hubo calculado el titulo de la solucion de hidroxido de sodio, se procedi6 a
realizar las valoraciones de las soluciones de miel. Se notard que la concentracién de las

soluciones de miel es alta en comparacion a la propuesta en la norma, pero se decidio
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proceder de esta manera después de comprobar que sélo asi se definia de manera aceptable
la curva de la valoracidn &cido-base. El célculo de los miliequivalentes &cidos, se hizo
directamente de la grafica de valoracion, debido a que la miel tiene un intervalo tamponado
muy grande durante la valoracion, el calculo de la primera derivada no fue de utilidad en
todas las muestras. Por ejemplo, para la muestra de miel de Apis, MA4 la curva de valoracion

tuvo la forma que se observa en la Figura 14.

Valoracion acido-base de MA4

3.4mL

pH

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Volumen de Hidréxido de Sodio (mL)

Figura 14: Curva de valoracion de 10.0 mL de una solucion de miel MA4 con NaOH
0.0531M.
Al observar la curva de la titulacidn de la solucion de miel MA4, se puede distinguir el punto
medio de la zona logaritmica del gréafico, que corresponde al punto de equivalencia (3.4mL).
Tomando este valor, se calcula el nimero de equivalentes acidos libres (acidez libre), en la

miel:

Eq.H™" alicuota de de miel = mmoles de sosa neutralizados
mmoles de sosa neutralizados = conc.Sosa * Vol.de Sosa Gastado
= 0.0531M * 3.4mL = 0.1805 mmol
Eq.H" alicuota de de miel = 0.1805meq
Conc(H" )de miel = Eq.H™ alicuota de sol.de miel/Vol.alicuota de sol.de miel
Conc(H* )de miel = 0.1805meq/10 mL = 0.01805meqmL™
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Para expresar el valor en los términos que exige la Norma Salvadorefia (meq acidos /Kg de
miel), se tomara en cuenta la forma de preparacion de la solucion que fueron 20.0997g en
25.0 mL de solucidn, por lo tanto:

0.01805meq 25mL 1000g
mL  20.0997g" 1Kg
meq HY /Kg de MA4 = 22.45meq.kg~

meq H* /kg de miel =

De igual manera se procedid para el cdlculo de la acidez libre en las demas muestras de miel,

los datos se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Resultados de Acidez Librey el pH en el Punto de Equivalencia
Conc. de Hidroxido pH en el punto de

Muestra de Sodio (M) Equivalencia Acidez Libre (meqg.kg)
MA1l 0.0402 5.60 15.5
MA2 0.0531 6.54 24.5
MA3 0.0531 5.64 17.8
MA4 0.0531 6.28 22.5
MAS5 0.0531 6.58 13.2
MAG 80.8 6.21 11.1

0.0402
MM1 6.73 84.6
MM2 0.0402 7.18 26.1
MM3* 0.4819 7.10 100.9
MM4 0.0402 8.00 97.6
MM5 0.0402 6.07 96.9
Promedio MA 174 + 524
Promedio MM 81.2 £ 31.43

~La valoracion de la miel MM3 fue una microvaloracion debido a la poca cantidad de

muestra.

Como se esperaba, el resultado de este estudio nos muestra que las mieles de Meliponini son

considerablemente méas acidas que las mieles de Apis. Este hecho no se puede notar con
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claridad, con las medidas directas de pH a la miel o a una solucion de miel, por lo tanto, es
imperativo hacer valoraciones acido-base para conocer la acidez libre de una miel.

En la Tabla 13 se puede observar los valores para acidez libre propuestos por distintas
normas; obsérvese que se han hecho trabajos importantes para lograr propuestas de
parametros de los distintos tipos de abejas del género Meliponini, ya que en cada tipo de

abeja varia de forma considerable la acidez de la miel (Vit et al., 2004; 2006).

Tabla 13: Comparacion de Acidez Libre en distintas normas

Normas Acidez Libre (meEg. H* por Kg de miel)
Norma Salvadorefia 50 mEq
Codex alimentarius 50 mEq
Norma Mexicana 40 mEq
Norma Brasilefia 40 mEq
Propuesta para 70 mEq 85 mEq 75 mEq
Meliponini* (Melipona) (Scaptotrigona) (Trigona)

*En el caso de acidez libre, Vit et al., (2004), proponen diferenciar por cada tipo de abeja.

Es necesario sefialar, como se observa en la Tabla 12, que el pH en el que se obtuvieron los
puntos de equivalencia varia incluso en las mieles del mismo tipo de abeja. Este hecho en
ningdn momento se debe tomar a la ligera, ya que la norma salvadorefia y las normas
internacionales proponen para la determinacion de la acidez el método oficial 962.19 de la
AOAC. Este método plantea hacer una adicion de sosa 0.05M hasta llegar a un pH de 8.5,
agregar un exceso de la misma y luego hacer una retrovaloracién con HCI 0.05M hasta llegar
a un pH de 8.30; luego se calcula el valor de la acidez libre por medio de la valoracién con
sosa (pH= 8.50) y la acidez lact6nica con la retrovaloracion (pH = 8.30).

Al observar los valores del pH en que se obtuvieron los puntos de equivalencia se puede notar
gue ninguno de ellos coincide con los valores planteados en el método sugerido en la norma
oficial, por tanto, es muy probable que en las mediciones en las que se emplea dicho método,
se cometa un error sistematico en la determinacion de acidez libre y acidez lactonica, ya que
los valores de pH en los que se alcanza el punto de equivalencia, en la mayoria de los casos

no corresponden con el método oficial. Sin embargo, este es un problema muy complejo, ya
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que la miel es una mezcla de compuestos muy diversos, los cuales varian de acuerdo a la
region, clima, tipo de vegetacion, época del afio, y tipo de abeja que la produce, entre otros
(Acquarone et al., 2007). Por lo tanto las especies quimicas que aportan protones a la miel e
intervienen en los equilibrios de la valoracion &cido-base, al estar en distintas
concentraciones, y tener pKa's diferentes, dificultan considerablemente la homogenizacion
de puntos finales de acidez libre y lactdnica. Es posible también, al ver la pendiente de las
curvas de neutralizacion de las mieles que la cinética de neutralizacion de las lactonas sea
lenta (ver Figura 14); sin embargo este es un supuesto con base en la forma de las graficas,
que se debe estudiar con mayor profundidad.

Otro detalle al que se tiene que poner atencion, es que no todas las mieles tienen acidez
lacténica. Por ejemplo, la muestra MM2 (ver figura 15), posee claramente un tnico punto de
equivalencia. Esta situacion no se puede observar al aplicar el método propuesto por las

normas oficiales.

Valoracion acido-base de MM2

11.000
10.000
9.000
8.000
7.000
6.000
5.000
4.000

3.000
-1 1 3 5 7 9 11 13

/— pH=7.13

pH

Volumen e Hidréxio de Sodio (mL)

Figura 15: Valoracion acido-base de la muestra de miel MM2 con hidréxido de sodio
0.0402M

A pesar de que la quimica de las valoraciones acido-base no es muy atractiva para algunos
hoy en dia, es necesario hacer un estudio méas profundo que permita proponer un método
alternativo que permita evitar el error sistematico y que sea lo suficientemente facil y rapido
para poder mecanizarlo y ser aplicable en laboratorios de control de calidad, como un anélisis

de rutina.
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Es necesario un estudio exhaustivo que contemple realizar valoraciones acido-base a un
namero representativo de muestras de tipos de miel; el resultado del tratamiento estadistico
de estos datos permitiria ajustar el valor de pH de los puntos finales de las valoraciones para
un género o tipo de miel, considerando factores como, region, clima, época del afio,
vegetacion, etc.

Para finalizar, se debe considerar un estudio similar para el estudio de mieles de abejas sin
aguijon y de esa manera aportar a su caracterizacion fisicoquimica y fomentar su consumo y

comercializacion.

5.1.4 AZUCARES REDUCTORES

Para la determinacion de azUcares reductores en la miel, se empled la valoracién de Fehling,
que consiste en adicionar una solucion de miel a una alicuota de la mezcla de reactivos de
Fehling (Sulfato de Cobre y Tartratos). Conociendo la estequiometria de la reaccién con
hexosas reductoras, la valoracion se siguié de manera potenciométrica, por medio de un
electrodo de cobre (alambre de cobre), y un electrodo de referencia (Ag/AgCl), segun el
procedimiento por Preza de la Vega (2007), que es una adaptacion al método de Lane y
Eynon (AOAC, 2005). Las hexosas reductoras en su mayoria son glucosa y fructosa, pero
también pueden encontrarse en menor proporcién maltosa y manosa (White y Doner, 1980).
En términos muy generales la reaccion de las hexosas reductoras con el ion cuprico es la

siguiente:

5Cu®t + Hexosa,,q — Hexosa,, +5/2 Cu,0 |

El sulfato de cobre utilizado para la determinacion de azucares reductores fue previamente
valorado con EDTA, y la concentracion encontrado fue de 0.2403M. Una vez obtenida la
concentracion de la solucion de cobre se procede a realizar la determinacion de azlcares
reductores.
Por ejemplo, para la muestra de miel MM3, se prepar6é una solucion con 0.5254g que se
diluyeron en 100.0 mL. Luego, en un vaso de precipitados se agregaron 5.0 mL de la solucién
de Sulfato de Cobre 0.2403M (Fehling A) y 5.0 mL solucion de Tartratos 1.25 M en
hidroxido de sodio 2.5M (Fehling B), y se valoré con la solucion de miel preparada. La
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valoracion se siguié de manera potenciométrica, y la curva potenciométrica obtenida se

presenta en la Figura 16.
Para determinar el potencial electroquimico en el punto de equivalencia, a partir de la curva
de titulacion, se toma en cuenta la siguiente Ecuacion 3b.

54E AE

Eeq = ECU(”) + 6 = EAZ.Red. - ? (ECU&Clén 3b)

Es decir, el punto de equivalencia se encuentraa 5/6 del potencial condicional del ion cuprico
0 a 1/6 del potencial condicional del azucar reductor, en la zona logaritmica de la curva de
valoracion.

Titulacién Potenciométrica de Fehling

-150
500 10 20

-250
-300

Potencial (mV)

-350
-400

P.EQ: 14.5mL —*
-450

Volumen de Sol de Miel (mL)

Figura 16: Curva de Valoracion Potenciométrica de solucion de miel MM3 con

reactivo de Fehling.

Para hacer una ilustracion de los calculos necesarios, se toma la muestra de miel MM3. Su
punto de equivalencia se encuentra a los 14.5 mL de solucién de miel. Para encontrar el
porcentaje de azucares reductores se realizo el calculo siguiente:

En el punto de equivalencia:

mmoles de CuZf = (1/5)mm0les de Az.Red, 4
0.2403mmol
mmoles de Cuzt, = (5.0 mlL * —) = 1.2015mmol
' mL
mmoles de Az.Red,, .q = 1.2015mmol + (1/c) = 0.2403mmol
masa Az.Red (g) = 0.2403mmol = (180mg/1mmol) = 43.25 mg = 0.04325g

masa miel (g) = 14.5mL * (0.5254g/100mL) = 0.0762g
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Para expresarlos en porcentaje:
% Az.Red ;i = (masa Az.Red/masa miel) * 100
% Az.Red ;e; = (0.04325g/0.0762g) * 100
% Az.Red 01 = 56.8%

De igual manera se hicieron los calculos para la valoracion de Fehling de las muestras de

miel restantes. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14: Resultado del Porcentaje de Azlcares Reductores.

Masa de Miel diluida Volumen agregado de Porcentaje de AzUcares
Muestra en 100mL (g) Solucién de Miel (mL) Reductores en Miel
MA1 0.5492 12.6 62.5
MA2 0.5995 11.1 65.0
MA3 0.5293 12.6 64.9
MA4 0.5995 11.2 65.4
MAD5 0.3059 26.1 54.2
MAG6 0.5016 64.8
13.3
0.5824
MM1 12.35 50.4
MM2 0.5234 16.4 60.1
MM3 0.5254 14.5 56.8
MM4 0.6129 12.95 54.5
MM5 0.5717 15.35 49.3
Promedio MA 62.8 £4.3
Promedio MM 542 £45

De las mieles de abejas del género Apis estudiadas, todas excepto la muestra MAS5 contienen
azUcares reductores en una cantidad superior a los limites de la norma salvadorefia. Se puede
considerar que cualquier miel de abeja Apis que se encuentre bajo este limite, posiblemente
ha sido almacenada en condiciones inadecuadas o ha sido mezclada con otra sustancia; sin
embargo, se notara tal como se describe en la Tabla 5, la muestra MA5 es una miel comercial

mexicana, Yy en su vifieta no se dan detalles de origen ni cosecha. Las demas mieles de Apis
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(MA) tienen valores superiores a los limites propuestos en las diferentes normas, como se

presenta en la Tabla 15.

Tabla 15: Comparacion del Porcentaje de AzUcares Reductores en distintos normas.

Normas % de Az. Reductores minimo
Norma Salvadorefia 60%
Codex alimentarius 60%
Norma Mexicana 63.88%
Propuesta para Meliponinas * 50%

*(Vit et al., 2004)

En el caso de las mieles de las abejas precolombinas se tienen estudios en Latinoamérica
sobre el contenido de azucares reductores y El Salvador, no es la excepcion. Alarcon e Ibafiez
(2008), reportan porcentajes de azucares reductores de alrededor de 71.9% y 78.7% para las
mieles de Melipona Becheei y de 59.13% y 60.55% para las mieles de Tetragonisca
Angustula estudiadas en municipios del norte del pais. Sin embargo, si tomamos en cuenta la
propuesta de Vit. et. al. (2004), en la Tabla 15, podriamos mencionar que todas las mieles de
abejas sin aguijon tienen porcentajes que aln se pueden considerar altos, y por lo tanto
recomendados para su consumo.

Con respecto a la deteccién del punto de equivalencia de la titulacidn, se ha realizado a partir
de la elaboracién de la curva potenciométrica, ya que se conoce la estequiometria de la
reaccion. Esto permite eliminar posibles errores del analista en torno a la observacion del
viraje del color del indicador azul de metileno, segln lo plantea la metodologia clasica
propuesta en la Norma Salvadorefia de Miel de Abeja. EI método colorimétrico tiene
dificultades considerables con respecto a la percepcion visual, ya que el viraje que se sigue
es de azul a incoloro y la mezcla de las soluciones de Fehling es de color azul ademas de la
turbiedad nada despreciable de la solucion causada por el burbujeo constante provocado por
la ebullicion en el seno de la solucion y las particulas de 6xido cuproso producidas como

resultado de la reduccion de Cu?*.
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La cantidad de azUcares reductores es uno de los parametros mas importantes en mieles, por
lo que se debe fomentar que las mieles ofrecidas en el mercado reporten en su vifieta ésta y

otra informacioén al consumidor como una garantia de un proceso de produccion éptimo.

5.1.5 FRUCTOSA

Para la determinacion de la fructosa, como se describe con mas detalle en la parte
experimental (ver pagina 46), se prepararon soluciones de cada muestra de miel de
aproximadamente 1.0 g en 10.0 mL de agua desionizada, ademas de 10.0 mL de una solucién
de fructosa patron de 4.53 mg.mL", también preparada con agua desionizada. Se utilizo el
método de adiciones patron y la técnica de polarografia diferencial de impulsos empleando
CaCl> 1.0 M como medio. Para el caso de la miel MA5, después de seguir el procedimiento

descrito, el polarograma obtenido se muestra en la Figura 17 como ejemplo.

Polarograma de Determinacién de Fructosa

Electrélito Soporte

Pico "B"

50 plL de Solucién de
MA3
Pico "A" 50 plL de Patrén

07.08-08 Fructosa 4.53mg/mL

100 pL de Patrén
Fructosa 4.53mg/mL

Corriente (A)

02.0E-08 —— 150 pL de Patrén
Fructosa 4.53mg/mL

200 pL de Patrén

-1.9 -1.7 -1.5 -1.3 Fructosa 4.53mg/mL

-03.0E-08 — 250 pl de Patrén
Potencial (V) Fructosa 4.53mg/mL

Figura 17: Polarograma de adiciones de solucion patron de fructosa a la muestra de
miel MA3. Electrolito soporte: CaClz2 1.0M, solvente: agua desionizada, velocidad del
barrido: 5.0mV.s".

Como se observa en la Figura 17, la fructosa presenta dos sefiales de reduccion en el intervalo
de potencial estudiado (picos “A” y “B”). En las condiciones en que se realizo el

experimento, el pico “A” esta mejor definido, y se puede notar mas facilmente su aumento
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directamente proporcional a la concentracion de fructosa que con el pico “B”. Por esa razon,
para efectos de cuantificacion se estudio la variacion en la corriente del pico “A”, al hacer el
andlisis de regresion lineal en dicha sefial (ver Figura 18), se observd una buena correlacion
y por lo tanto se reafirma que es una sefial que corresponde a una corriente de difusion, tal y
como lo plantean Gazcon (2012) y Preza de la Vega (2007).

Para la elaboracion de la curva de adiciones patron, se graficd la corriente medida en pico
“A” contra la cantidad de fructosa en la alicuota de la solucién de la muestra de miel y con
cada adicidn de patron (expresado en mg). Por ejemplo, para la muestra de miel MA3, se
realiz6 una solucion de 1.0948g en 10.0 mL de agua desionizada, de la cual se agregd una
alicuota de 50 uL a la celda electroquimica, trazandose el polarograma correspondiente; de
igual manera se obtuvieron los polarogramas, para adiciones de 5S0uL de solucion de fructosa

patron 4.53mgmL" a la celda. Cada adicion contenia:

mg de fructosa por adicién de 50uL de solucién patréon :
1mlL 4.53mg

1000l ~ mL

50uL x = 0.2265mg de fructosa

La cantidad de fructosa en cada adicién se grafica contra la corriente medida correspondiente,
obteniéndose el esquema presentado en la Figura 18.

Adiciones de Patron Fructosa MA3
70

<
— 60
o
G 50
o 40
@ 30
= 1.2894me 20 y = 25.428x + 32.788
= 10 R2=0.9972
(@)
o 0
-1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50

mg de fructosa

Figura 18: Aplicacion del método de adiciones patrén para determinar la

concentracion de fructosa en la muestra de miel MAS.
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La cantidad de fructosa presente en la alicuota de muestra de miel se calcula cuando la linea
se intersecta con las ordenadas. Este dato se puede obtener directamente del gréfico o por

medio de la ecuacion de regresion lineal, es decir:

y = 25.428x + 32.788

Siy =0, (interseccién con las ordenadas)
25.428x = —32.788
_ 32.788
X= o= 1.2894

masa de fructosa (mg) = 1.2894mg
(en alicuota de 50uL de solucion de miel)

Para expresar la respuesta en % de fructosa en la miel se lleva a cabo el siguiente

procedimiento:

Masa de miel en solucion = 1.0948 g
Volumen de solucion de miel = 10 mL

Volumen de Alicuota de miel adicionada = 50 uL

Masa de miel en alicuota = 50x1073mL = (0.10948gmL"™)
= 5.474x1073g = 5.474mg
Masa de Fructosa en alicuota (mg) = 1.2894mg

% de Fruc.en miel = (Masa de Fructosa alicuota/Masa de miel en alicuota)x100
= (1.2894mg/5.474mg) x 100
% de Fruc.enmiel = 23.55%

Repitiendo el procedimiento anterior para las demas muestras se obtuvieron resultados

presentados en la Tabla 16.
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Tabla 16: Resultados de la determinacion polarografica de fructosa en muestras de

miel.

Muestra = Coef. de Determinacion (r?) Ec. de Reg. Lineal % Fructosa en Miel
MA1 rz2=0.9823 y = 23.495x + 36.445 27.3
MA2 r2=0.9898 y = 24.888x + 39.203 27.7
MA3 rz2=0.9972 y = 25.428x + 32.788 23.6
MA4 r2=0.9996 y = 27.105x + 49.498 35.2
MA5S r2=0.9994 y = 25.254x + 31.824 23.5
MAG rz=0.9971 160.07x + 95.143 20.5
MM1 r2=0.9974 y = 26.867x + 24.053 15.7
MM2 rz=0.9988 y =27.014x + 20.88 15.0
MM3 rz=0.9997 y = 29.49x + 31.486 21.4
MM4 rz=0.9988 y = 26.769x + 7.5358 5.2
MM5 r2=0.9997 y = 36.654x + 39.374 20.5

Promedio MA 263+ 51
Promedio MM 15.6 + 6.4

A pesar de que la Norma Salvadorefia no propone el porcentaje de fructosa como una medida
del control de calidad en las mieles, en este estudio se considerd que si es importante la
realizacion de dicha medicion ya que la fructosa es el carbohidrato con mayor poder
edulcorante (Sarria, 2012), por lo tanto, la cantidad presente en una muestra de miel da una
idea de que tan dulce es ésta.

De los resultados presentados en la Tabla 16 se puede observar, claramente, que las mieles
de abeja Apis tienen un porcentaje de fructosa mas alto que las mieles de las abejas del género
de las Meliponini. El resultado es el esperado, ya que como se puede observar en la Tabla 14,
las mieles de abejas precolombinas tienen un porcentaje de azucares reductores mas bajo que
las mieles de Apis. Sin embargo, se puede notar que la cantidad de fructosa encontrada en
este tipo de mieles oscila en un intervalo amplio (desviacion estandar = 6.4) y no se observa
un comportamiento uniforme. Es necesario hacer un analisis mas profundo de la cantidad de
fructosa y otros monosacaridos importantes en este tipo de mieles para poder dar una idea

mas clara de los resultados esperados.
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Para finalizar, se considera que el método polarogréafico utilizado en este estudio es aplicable
al contexto salvadorefio, y se propone que se incluya en la Norma Salvadorefia de Miel.
Ademaés de que la manipulacion de la muestra es minima, los costos y el tiempo de analisis

también es menor que comparado con otro tipo de técnicas para la determinacion de fructosa.

516 HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)

Al igual que la fructosa, la determinacién de Hidroximetilfurfural (HMF) se hizo a través de
polarografia diferencial de impulsos y el método de adiciones estandar. Ya que el HMF no
es un componente natural de la miel (se produce con la exposicién al calor y a luz), se
encuentra en mucho menor cantidad y se expresa en mg HMF.kg™ de miel (ppm). Por lo
tanto, para la cuantificacion de esta sustancia, se prepara una solucién de miel mas
concentrada que en el analisis de fructosa. Por ejemplo, para la muestra de miel MAD5, se
prepar6 una solucién de 10.0 mL pesando 2.4939 g de miel, y se sigui6 el procedimiento
previamente descrito (ver pagina 36), obteniéndose el siguiente polarograma:

Polarogramas para la determinacion de HMF en MA5

3.20E-08
Buffer de Boratos
2.70E-08 pH=10
2 20E-08 2 mL de Muestra
= e MAS5
Py 1.70E-08 10 pL de patrén HMF
= 1.52 mg/mL
9]
I 1.20E-08 20 pL de patrén HMF
S 1.52 mg/mL
7.00E-09 30 plL de patrén HMF
— 1.52 mg/mL
2.00E-09 ———40 pL de patron HMF
15 1.4 13 1.2 11 -3.006-09 -1 1.52 mg/mL

Voltaje (V)

Figura 19: Polarograma de adiciones de solucion patron de HMF a la muestra de miel
MADS. Electrolito soporte: Buffer de Boratos pH=10, solvente: agua desionizada,

velocidad del barrido: 5.0mV.s".
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Se hicieron adiciones de 10uL de solucion patron de HMF a la alicuota de 2.0 mL de solucion
de miel en la celda electroquimica. Considerando que la concentracion del patrén de HMF
que se prepard fue de 1.52mg.mL*; cada adicion de solucién patron contenia 0.0152 mg de
HMF. Asi, estos valores se presentan en una grafica contra la corriente limite medida en el
pico correspondiente para cada adicion del polarograma anterior, obteniéndose la curva de

adiciones patrén, como la que se muestra en el ejemplo de la Figura 20.

25.0 - Adiciones de Patron HMF a Muestra MA5
— 20.0 r
<
£
o 15.0 -
= 0.007mg
2 10.0 -
g y =0.2857x + 2.08
5.0 F R%=0.9987
0.0 !
-10 0 10 20 30 40 50 60 70
HMF (ug)

Figura 20: Curva de Adiciones Estandar de HMF para la muestra de miel MADb.

Como se observa en la gréafica de adiciones estandar, se obtiene el resultado en mg de HMF
presentes en la alicuota de la solucién de miel, para obtener el resultado en mg de HMF.kg

de miel, tal y como lo sugiere la Norma Salvadorefia se realiza el siguiente procedimiento:

Masa de miel en solucion = 2.4939 g
Volumen de solucion de miel = 10.0 mL
Volumen de Alicuota de miel = 2.0 mL
Masa de HMF en Alicuota = 0.007mg
Masa de miel en alicuota = 2.4939g x 2.0 mL (alicuota)/10.0 ml (solucion)
Masa de miel en alicuota = 0.4988g = 0.0004988kg

mg HMF /kg de miel = 0.007mg de HMF /0.0004888kg de miel
HMF

kg

mg de miel = 14.03 (ppm)

De la misma manera se procedié para las demas muestras de miel, y se obtuvieron los
resultados contenidos en la Tabla 17.
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Tabla 17: Resultados de la determinacion polarografica de HMF.

Muestra = Coef. de Determinacion (r?) Ec. de Reg. Lineal mgHMF.kg miel (ppm)

MA1l r2=0.9993 y =513.4x + 29.113 70.51
MA2 r2=0.9915 y = 420.09x + 23.905 113.73
MA3 rr=1 y =1548.6x + 49.1 61.10
MA4 r2=0.9947 y = 1469x - 5.4524 N.D.
MAS5 rz=0.9987 y =285.7x + 2.08 14.03
MAG r2=0.9904 y=411.19x + 11.188 51.77
MM1 r2=0.9975 y = 606.6x + 2.6372 16.90
MM2 r2=0.9949 y =511.98x + 0.5889 4.52
MM3 r’ =0.9986 Yy =636.96x + 1.994 11.20
MM4 r2=0.997 Yy =639.4x + 7.2743 20.02
MM5 rz=0.9999 y = 1585.6x + 353.51 426.18
Promedio MA 62.23
Promedio MM 95.76

La Norma Salvadorefia plantea el parametro de HMF como una medicion del deterioro de
la miel, ya que esta sustancia se forma en condiciones no adecuadas de almacenamiento. Por
lo tanto, una baja concentracion o la ausencia de HMF en la miel, es indicador de una buena
cadena de produccién y almacenamiento. Sin embargo en paises con clima tropical como es
el caso nuestro, la temperatura es una variable que se sale del alcance de los apicultores, y la
Norma Salvadorefia tiene un limite superior para la miel proveniente de este tipo de paises.

En la Tabla 18 se presentan maximos de HMF requeridos en distintas normativas.

Tabla 18: Comparacion del maximo de Hidroximetilfurfural en distintos normas.

Normas mg HMF kg™ miel
Norma Salvadorefia® 40
Codex alimentarius 40
Norma Mexicana? 40
Propuesta para Meliponini) 3 40

1) Mieles provenientes de paises tropicales, 80 mg/kg. 2) Mieles con méas de 6 meses desde
su cosecha, 80 mg/kg. 3) Propuesta de Vit et al. (2004).
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Se observa que de las mieles de Apis, solo la miel MA2, proveniente de El Salvador, tiene
una cantidad de HMF mayor a la tolerada en paises con climas tropicales. Sin embargo, es
oportuno decir que dicha miel tenia més de diez meses desde su cosecha al tiempo en que se
analizo y por lo tanto dicho resultado esta dentro de lo esperado. En cuanto a las mieles de
abejas Meliponini, la muestra MM5 tiene una cantidad de HMF elevada; dicha miel es
proveniente del Estado de Campeche, México, que esta situado en la Peninsula de Yucatén,
un territorio costero y conocido por su clima templado-caluroso. Es posible que durante su

traslado al lugar de analisis no se haya conservado de la mejor forma.

Es también importante resaltar el caso de la miel MA4, en la cual, la cantidad de HMF esta
por debajo del limite de deteccion del método utilizado. Esta miel fue cosechada a inicios del
afio 2013 y fue conservada en el laboratorio en buenas condiciones hasta el momento de su

analisis, por un periodo aproximado de seis meses.

Ya que el HMF, es un producto de la degradacién de las azucares, no es un componente
natural en ninguna miel, ya sea ésta de Apis o Meliponini. Por lo tanto es adecuado fijar el
mismo valor maximo para todos los tipos de miel. Es mas importante aun, fomentar en los
apicultores y meliponicultores, los intermediarios y los consumidores, los buenos habitos de
almacenamiento y conservacion de la miel, y de esta manera poder conservar este producto

en mejor estado.

El método polarogréafico utilizado en este estudio para la determinacion de HMF,
desarrollado por Reyes Salas (2003), es una excelente alternativa al método oficial AOAC
980.23. La metodologia propuesta por las normas oficiales tiene algunos inconvenientes
desde el punto de vista analitico, tales como: ser una medicion indirecta, alta manipulacion
de la muestra, medicion a dos maximos de longitud de onda, entre otros. La alternativa

electroquimica sin duda, solventa las limitantes previamente mencionadas del método oficial.
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52 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS
DE PROPOLEOS

5.2.1 ESTUDIO ELECTROQUIMICO DEL TRIYODURO CON REDUCTORES

Para poder realizar la determinacion de la actividad antioxidante en propdleos, como primer
paso, se establecieron las condiciones experimentales para cuantificar el triyoduro por medio
de voltamperometria. La celda electroquimica utilizada estaba compuesta por un
microelectrodo de disco giratorio de platino como electrodo de trabajo, un electrodo de
platino como electrodo auxiliar y un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia. Se
evaluo la onda voltamperométrica producida por el sistema Is/1°, especificamente la corriente
producida de reduccion del Is" Posteriormente, se hicieron titulaciones con reductores
considerados como antioxidantes (acido ascorbico y quercetina), y a definir las condiciones
para evitar la posible reaccion del triyoduro con glucosa. Finalmente se aplico el método
propuesto para la cuantificacion de actividad antioxidante a extractos hidroetanolicos de

propdleos (expresado en meq o, mejor dicho, en mmol de acido ascérbico).

5.2.1.1 ESTUDIO VOLTAMPEROMETRICO DE LA REDUCCION DEL
TRIYODURO.

Se evaluo la corriente de reduccién del complejo triyoduro a yoduros. Como se establecio6
previamente, se escogié como electrolito soporte el LiNO3 por dos motivos: el primero, su
alta solubilidad en etanol, y el segundo, que la sal no posee aniones con potenciales de
reduccion cerca del potencial del sistema Is7/I". Haciendo esta consideracion el medio que se
prepard fue LiINOs 0.1M con una mezcla hidroetan6lica 50-50 como solvente. Después de
hacer una serie de barridos de potenciales al medio, se estableci6 el dominio electroactivo,
desde los -900mV (barrera catodica) hasta los 1200 mV (barrera anddica), también se fijo la

velocidad Optima de barrido a los 3mVs'.

Una vez establecidas las condiciones del experimento, se realizaron los voltamperogramas
de una serie de adiciones de 50uL de solucion de yodo en exceso de yoduros (I37), a una
concentracion de 0.00731M, previamente estandarizada; con el objeto de identificar la onda
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voltamperométrica correspondiente al sistema 1371, su potencial de media onda y definir si
la corriente aumentaba de manera proporcional con la adicion de 13" (corriente de difusion).
En la Figura 21 se puede observar el voltamperograma correspondiente a las adiciones

previamente descritas.

Voltamperograma adiciones de |5

———10 mLKNO3 0.1M
0.36x10-2M 13 -
0.72x10-2M 13 -
1.08x10-2M 13 -

——1.43x10-2M I3 -

Corriente (pA)

—1.78x10-2M I3 -

Potencial (mV)

Figura 21: Voltamperograma de adiciones de solucion patron de 13- 0.00731M.
Electrolito soporte: LiNO30.1M, solvente: mezcla hidroetanoélica 50-50, velocidad del
barrido: 3.0 mVs-.

En las condiciones experimentales, se encontrd que el potencial de media onda de la sefial de
reduccion del sistema I37/1" estd cerca de 560 mV (ver Figura 21). La corriente limite que
corresponde a la reduccion del 13~ se encuentra en los alrededores de los 200mV (se observa
que el sistema presenta una sobretensién). Con los valores de corriente limite de la sefales
de reduccion de cada una de las adiciones de 13"y su respectiva concentracion en la celda se
elabor6 una curva de calibracion, para evaluar la relacion lineal ente la corriente y la

concentracion (ver Figura 22).
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Curva de Calibracion I3

25
y = 10.853x - 0.147
20 R2=0.999

15

10

Corriente (pA)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

Concentracién de I5” (x102M)

Figura 22: Curva de calibracion de triyoduro. Corriente limite medida en 200mV.

Se observa que el coeficiente de determinacion (r>= 0.999) de la curva de calibracion de
triyoduro indica el carécter lineal del experimento. Podemos decir, entonces, que en las
condiciones experimentales, se puede cuantificar el triyoduro en solucién. Con el objetivo de
caracterizar el método de cuantificacion de triyoduro, se procede a calcular el limite de
deteccion, y el limite de cuantificacion de acuerdo a la ecuacion 7 y a la ecuacion 8

respectivamente (Miller y Miller, 2005).

Limite de Deteccién =Y, + 3s,, (Ecuacion 7)
Donde:
Y, es la sefial analitica del blanco y

Sp es la desviacién estandar de la sefal analitica del blanco

En el caso particular de este experimento la sefial analitica del blanco corresponde a la
corriente ocasionada por el medio (LiNO3z 0.1M en mezcla hidroetandlica 50-50), que se
conoce como corriente residual. EI promedio y la desviacion estandar de 5 corrientes

residuales obtenidos de 5 voltamperogramas diferentes se presentan en la Tabla 19.
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Tabla 19: Corriente residual a 200mV de distintos experimentos de LiNO3 en mezcla
hidroetanolica 50-50.

Experimento Corriente Residual (pA)

1 0.45

2 0.43

3 0.32

4 0.33

5 0.36
Promedio 0.38
Desviacion Estandar 0.06

Aplicando la ecuacién 7 a los datos presentados en la Tabla 19, se tiene lo siguiente:

Limite de Deteccion =Y, + 3s,
Limite de Deteccién = 0.38 + 3(0.06)
Limite de Deteccion = 0.56

Definimos entonces como el limite de deteccion de triyoduro en términos de corriente el
valor de 0.56 pA. Para expresar el limite de deteccion en funcion de la concentracion de
triyoduro de la solucidn, se empleara la ecuacion de lineal de la curva de calibracién de
triyoduro (Figura 22), donde la variable “x” corresponde a la concentracion de triyoduro y la

(3]

variable “y” corresponde a la corriente. Por lo tanto se procede a despejar la variable x:

y = 10.853x — 0.147

_y+0147
* = 10.853

_ 0.56+0.147
*=710853

x = 0.0651=6.51x10*M

Por lo tanto se tiene que el limite de deteccion de triyoduro en solucion es 6.51x10“M (ndtese

que en la figura 22 los valores en el eje correspondiente a la concentracion esta multiplicado
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por 1x10%). De igual manera se procedié a calcular el limite de cuantificacion empleando la

ecuacion 11 a la corriente residual de los experimentos presentados en la Tabla 19.

Limite de Cuantificacion =Y, + 10s, (Ecuacion 8)

El limite de cuantificacion y de deteccidn de triyoduro del experimento realizado se presenta
en la Tabla 20.

Tabla 20: Limite de deteccion y cuantificacion de triyoduro.

Limite Corriente (nA) Concentracion (M)
Deteccién 0.56 6.5x10™
Cuantificacion 0.98 1.0x10°°

5.2.1.2 ESTUDIO VOLTAMPEROMETRICO DE LA REDUCCION DEL
TRIYODURO CON ACIDO ASCORBICO

Una vez se definieron las condiciones experimentales en las que el triyoduro se podia
cuantificar de manera adecuada, se procedio a realizar valoraciones voltamperométricas con

reductores que son conocidos como antioxidantes, el primero, acido ascorbico.
Se conoce que la estequimoetria de la reaccion de triyoduro con &cido ascérbico es de 1:1.

CoHgOg + I; » CeHgOg + 31~ + 2H*

Se prepard una solucion de acido ascorbico de aproximadamente 0.01M, y tomando en cuenta
la estequiometria, se realizo la titulacion voltamperométrica de 250uL de solucion de
triyoduro a 0.00731M, haciendo adiciones de 50 uL de la solucién de &cido ascorbico. El

voltamperograma que resulté de la titulacion se presenta en la Figura 23.
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Voltamperograma de Reduccién de triyoduro con Acido

Ascérbico Corriente Residual
105
e 250 pL de triyoduro
85
= 65 ZSO’HL de triyoduro + 50pL
= de Acido Ascérbico
3 45
c 250pL de triyoduro + 100uL
2 25 de Acido Ascérbico
o
o = 250uL de triyoduro + 150uL
F:__S___i -l de Acido Ascérbico
-200 45 0 200 600 800  ———250uL de triyoduro + 200pL
de Acido Ascérbico
f -35

Voltaje (mV)

Figura 23: Voltamperograma de la titulacion de acido ascérbico con triyoduro
0.00731M. Electrolito soporte: LiNOs 0.1M, solvente: mezcla hidroetandlica 50-50,
velocidad del barrido: 3.0mV.s.

Tomando la corriente limite de la sefial del triyoduro para cada adicion de acido ascorbico,
a un potencial de 200mV se elabor6 la curva de titulacion voltamperométrica, que se
encuentra representada en la Figura 24.

Valoracién voltamperométrica de Acido
Ascorbico con Triyoduro

30

25 ¢
< 20 y =-0.1437x + 24.119
° R? = 0.9988
2 15 °
g
S 10 T,
O 167.8uL

‘..,
0 -
0 50 100 150 200 250

Volumen de Acido Ascérbico (uL )

Figura 24: Titulacion voltamperométrica de acido ascorbico con triyoduro 0.00731M.
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Conociendo el volumen de solucion de acido ascorbico, necesario para llegar al punto de

equivalencia se puede calcular la concentracion real del acido ascorbico:
En el punto de equivalencia:

umol de I3 = pmol de a.ascorbico
umol de I3 = (uL de I3) * (Conc.de I3)
umol de I3 = (250uL de I3) = (0.00731umol/uL)
umol de I3 = 1.828
umol de a.ascorbico = 1.828

Concentracion de solucion de acido ascorbico:

umol de a.ascoérbico

Conc.de a.ascOrbico = —
uL a.ascorbico

1.828 umol de a.ascorbico

Conc.de a.ascOrbico =
167.8 uL a.ascérbico

Conc.de a.ascorbico = 0.0109M

El &cido ascorbico se puede cuantificar con la aplicacion de yodimetria voltamperométrica,
ya que la sefial analitica de cuantificacion es la que pertenece a la reduccion de triyoduro a
yoduros. Esta titulacion tiene dos aspectos muy importantes con respecto a su aplicacion para
la determinacion de actividad antioxidante: la primera, es que el acido ascorbico es un
antioxidante muy comun, lo que en cierta medida justifica su eleccion para evaluar la
reactividad con triyoduro; el segundo, que la estequiometria de la reaccion es de 1:1, y por
lo tanto, una manera de expresar el contenido de antioxidantes podria ser en moles o
milimoles de equivalentes de &cido ascorbico, ya que es muy comudn que los metodos de
determinacion de actividad antioxidante de una substancia dada se expresen con respecto a

un antioxidante conocido.

70



5.2.1.3 ESTUDIO VOLTAMPEROMETRICO DE LA REDUCCION DEL
TRIYODURO CON QUERCETINA

Se preparé una solucion de quercetina previamente estandarizada de 0.0118M, para su
posterior titulacion voltamperométrica. A diferencia de la reaccion de triyoduro con &cido
ascorbico, no se conocia la estequiometria de la posible reaccion entre triyoduro y quercetina,
por lo que se procedio a calcular los coeficientes estequiométricos (a y b) de la reaccién

planteada a continuacion:

a13_ + bQ > 3al + Qred

De la misma forma que se realizo la titulacion del &cido ascorbico, se procedio con la
quercetina: se agregaron 250 pL de solucion de triyoduro a 0.00731M vy se hicieron adiciones
de 20 0 10 puL de quercetina valorada. El voltamperograma resultado de la titulacion se puede

observar en la Figura 25.

Reduccién de Triyoduro con Quercetina
95

75 = 240uL de triyoduro

55 Y 240uL de triyoduro +
/ 20pL de Quercertina

35 240uL de triyoduro +
25uL de Quercertina

Corriente (pA)

240uL de triyoduro +

15 30uL de Quercertina

= 240uL de triyoduro +
0 200 400 600 800 1000 35HL de Quercertina

-25 .
Potencial (mV)

Figura 25: Voltamperograma de la titulacion de quercetina 0.0118M con triyoduro
0.00731M. Electrolito soporte: LiNOs 0.1M, solvente: mezcla hidroetandlica 50-50,
velocidad del barrido: 3.0mV.s.
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Se puede observar claramente que la corriente limite correspondiente a la reduccion del
triyoduro disminuye a medida que se agrega solucion de quercetina. El grafico de la

titulacion voltamperométrica, con la corriente medida a 200mV, se puede observar en la
Figura 26.

Valoracion voltamperomeétrica de quercetina con
triyoduro (200mV)

[ S FE G Sy
o N O
/
/
/
/
/

y =-0.3955x + 14.974 )
R?=0.9978 ~__

Corriente (pA

o N B OO 0

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Volumen agregado de Quercetina 0.0118 M (puL)

Figura 26: Valoracion voltamperométrica de quercetina con triyoduro. Corriente
Limite 200mV.

El coeficiente de determinacion (r2 = 0.9978) de la titulacion, demuestra su caracter lineal

Para conocer la estequiometria de la reaccion entre la quercetina y el triyoduro se procedio
a hacer los célculos siguientes:

Cantidad de I3 en la celda:

umol de I3 = (uL de I5)(conc.de I3)

B umol
umol de I3 = (240uL)(0.0731 .U—L)

umol de I3 = 1.75 uymol
Cantidad de Quercetina (Q) en la celda:
umol de Q = (uL de Q)(conc.de Q)

umol

umol de Q = (37.7uL)(0.0118 L )

umol de Q = 0.445 umol
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Para conocer los coeficientes estequiométricos (a y b) de la reaccién entre la quercetina y el

triyoduro se plantea la relacion molar de la siguiente manera:

a pmoldels

b umol de Q
a  1.75umol
b 0.445 umol
L = 3.94
b -_ .
a_ 4
o=

De la relacién de los coeficientes estequiométrica obtenida, se deduce que,a =4y b 1.

4 I3 + Q > 121"+ Qred

Y como el sistema de yodo intercambia 2 electrones, se infiere que la oxidacion de la
quercetina consume 8 electrones.

5.2.1.4 ESTUDIO VOLTAMPEROMETRICO DE LA REDUCCION DEL
TRIYODURO CON GLUCOSA

Los azUcares reductores no se consideran especies antioxidantes ya que no inhiben el estrés
oxidativo (Londofio, 2011). Por lo tanto, es necesario establecer las condiciones
experimentales en las que el triyoduro no reaccione con estas especies. El triyoduro no
reacciona con fructosa sin importar las condiciones; sin embargo, se ha reportado, que si lo
hace con glucosa en condiciones basicas con una estequiometriade 1 a1 (Lothrop y Holmes,
1931; Cajori, 1922). Ya que el medio en el que se disefi6 el experimento de cuantificacion
no es basico (LINOs 0.1M, mezcla hidroetandlica 50-50), se espera que la glucosa no
reaccione con el triyoduro. Para comprobar la suposicion anterior, se hizo un estudio
voltamperométrico para determinar si la corriente de reduccion producida por una solucion

de triyoduro disminuye con la adicién de una solucién de glucosa. En la Figura 27 se muestra
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el voltamperograma correspondiente a 150 pL de una solucién de triyoduro 0.00731M, y a
la adicion de 50 puL de glucosa 0.01M a la solucién anterior, tomados cada uno con una

diferencia de 30 minutos.

Reduccién de Triyoduro con Glucosa

55
Corriente Residual

45

150pL de triyoduro

— 35 2 Y
<<
2
g 25 150uL de triyoduro + 50pL de Glucosa (30 minute$ @€spués)
9]
5 15
o

5

-5 50 150 250 350 450 550 650 750 850 950

-15 Potencial (mV)

Figura 27: Voltamperograma de la mezcla de glucosa con triyoduro 0.00731M.
Electrolito soporte: LiNO3 0.1M, solvente: mezcla hidroetandlica 50-50, velocidad del
barrido: 3.0mV.s.

Se puede observar que la onda voltamperométrica correspondiente al triyoduro, si bien ha
disminuido con la adicion de glucosa, no lo ha hecho en la relacién estequiométrica
reportada, 1 mol de glucosa por 1 mol de triyoduro (Cajori, 1922). Ademas se debe tomar en
cuenta que los voltamperogramas fueron tomados con una diferencia de tiempo de treinta

minutos, y por lo tanto la cinética de reaccién es lenta.

Se realiz6 un cronoamperograma de la mezcla de la solucion de triyoduro y la solucién de
glucosa. La intensidad de corriente fue medida durante veinte minutos en el potencial donde
se ha identificado la corriente limite de reduccion del yoduro (200mV). El

cronoamperograma se presenta en la Figura 28.
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»0 . Cronoamperograma de la mezcla de triyoduro con glucosa
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Figura 28: Cronoamperograma de una mezcla de 150 pL de solucion de triyoduro

0.00731M y 50 pL de glucosa 0.01M. Potencial = 200mV.

Se puede observar que durante los primeros treinta minutos de contacto entre el triyoduro y
la glucosa (Figura 27), la corriente limite correspondiente a la reduccion del triyoduro tuvo
una ligera variacion que no corresponde a la estequiometria reportada en medio basico
(Lothrop y Holmes, 1931). Sin embargo, como se observa en el cronoamperograma, en los
veinte minutos de contacto posteriores, la corriente ya no vario (Figura 27), lo que indica que
la reaccion se detuvo. Por lo tanto, en presencia de un reductor que reaccione con triyoduro

con una cinética rapida (antioxidantes), la glucosa no interferiria en la reaccion.

5.2.2 EXTRACCION DE PROPOLEOS EN MEZCLA HIDRO-ETANOLICA

Se pesaron cerca de 3.0 g de cada propdleo y se hicieron cuatro extracciones con 10.0 mL de
mezcla hidroetandlica 70-30 (v/v) cada una. Las primeras dos extracciones se mezclaron y
Ilevaron al aforo en un baldén volumétrico de 25.0 mL, denominandose EP;. Con la segunda
y tercera extraccion se realizd un procedimiento similar, denominandose EP. De tal manera
que para cada propoleo se tuvieron dos extractos: EP1y EP2. El esquema de la extraccion se
presenta en la Figura 29.
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1* Extraccion (10.0mL)

EP,(25.0mL)

Propéleos 27 Extraccion (10.0mL)

(3.0g)

3" Extraccion (10.0mL)

EP-»(25.0mL)

4* Extraccion (10.0mL)

Figura 29: Esquema de extraccion de Propoleos.

Por efectos practicos, la cantidad de masa exacta de cada propoleo utilizada para cada proceso

de extraccion, se presenta junto a los resultados, en la Tabla 21.

52.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
EXTRACTOS DE PROPOLEOS

En las condiciones experimentales previamente establecidas, se realizaron titulaciones
voltamperométricas con triyoduro para cada uno de los extractos de propéleo (EP). Se
hicieron adiciones de alguno pL de EP a 250 pL de solucion de triyoduro 0.00731M,

haciendo un barrido de potencial para cada adicion.

Por ejemplo, a cada uno de los dos extractos de la muestra del prop6leo 3, EP31y EP3>, se le
realizd una titulacién voltamperométrica con triyoduro 0.00731M. En las Figuras 30 y 31 se
muestran los voltamperogramas correspondientes a las titulaciones de EP3: y EP3;,

respectivamente.
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Voltamperogramas de la titulacion de EP3;
=10 mL LINO3 0.1M
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Figura 30: Voltamperograma de la titulacion de EP31 con triyoduro 0.00731M.
Electrolito soporte: LiNO3 0.1M, solvente: mezcla hidroetandlica 50-50, velocidad del
barrido: 3.0mVs-.
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Figura 31: Voltamperograma de la titulacion de EP32 con triyoduro 0.00731M.
Electrolito soporte: LiNO3 0.1M, solvente: mezcla hidroetandlica 50-50, velocidad del
barrido: 3.0mVs-.

Como se pueden observar en los voltamperogramas correspondientes a los extractos del
propdleo 3, la corriente limite producida por la reduccién del triyoduro (a un potencial de
200 mV), disminuyd conforme se le agrego el extracto de propdleo. EI comportamiento, es

a simple vista similar que con quercetina y acido ascérbico. Se elaboraron los amperogramas
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correspondientes a las titulaciones de EP3: y EP3,, midiendo la corriente limite a un potencial

de 200 mV, con el objeto de identificar el punto final de cada titulacion (ver Figura 32 y
Figura 33).

Valoracidn voltamperométrica de EP3,.
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Figura 32: Valoracion voltamperométrica de EP31 con triyoduro. Corriente Limite
200mV.

Valoracién voltamperométrica de EP3,.
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Figura 33: Valoracion voltamperométrica de EP3z con triyoduro. Corriente Limite
200mV.

Ya se mencion0 que algunos métodos de determinacion de la actividad antioxidante de
alguna substancia o mezcla, expresan el resultado en funcion de un antioxidante conocido.
El método ORAC, por ejemplo, expresa el contenido en funcion de miligramos equivalentes
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de Trolox, que es un analogo de la vitamina E y el método de Folin- Ciocalteu expresa el
contenido de antioxidantes en miligramos de equivalentes de &cido galico, EAG.g" de
alimento (INTA, 2014). Se ha reportado también la capacidad antioxidante en equivalentes
de acido ascorbico, utilizando el método FRAP (Palomino Garcia, 2009). En ese sentido, los
resultados de esta investigacion se presentaran como milimoles equivalentes de acido
ascorbico (EAAs)!, ya que convenientemente, la estequiometria entre la especie titulante,
triyoduro, y el &cido ascorbico es de 1 a 1; ademaés, el &cido ascérbico es una substancia

relativamente comun, barata y que se puede conservar como solido mas facilmente que otras.

Una vez determinados graficamente los puntos de equivalencia de las titulaciones de cada
extracto, se procedio a hacer el calculo de la cantidad de antioxidantes expresados en funcion

de &cido ascorbico para EP31:
Se calculé la cantidad de triyoduro agregado:
umol de I3 = (concde I3)(uL de I3)
umol de I3 = (0.00731M)( 250 uL de I3)
umol de I3 = 1.828 umol

Si expresamos la cantidad de antioxidantes valorados en el extracto de propdleos (EP) en

funcién de equivalentes de acido ascorbico (EAAS), en el punto de equivalencia tenemos:

umoles de I; = umoles de EAAs(Antioxidantes)
umoles de EAAs (Antioxidantes) = 1.828

umol de EAAs (Antioxidantes)
uL de EP en el punto de equivalencia

Conc.EAAs =

L El término “equivalentes de acido ascorbico 0 EAAs” se refiere a todas las sustancias antioxidantes que se reducen
en presencia del triyoduro, tal como lo hace el 4cido ascorbico. No se debe confundir con el “numero de equivalentes”
de una solucion, relacionado con la concentracion de una sustancia expresada en normalidad (N).
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1.828 umol

Conc.EAAs = 1634 1L

Conc.EEAs = 0.0112M

Se calcularon los milimoles equivalentes de acido ascorbico en EP31; tomando en cuenta que
el volumen de aforo de la solucion fue de 25.0 mL se puede calcular cuantos mmoles EAAs

se encuentran:
mmoles de EAAs en EP3; = Conc.de EAAs x Volumen(mlL)
mmoles de EAAs en EP3; = 0.0112M x 25.0 mL

mmoles de EAAs en EP3; = 0.28 mmoles

Se procedio de la misma manera para calcular los milimoles de EAAs en EP3;, dando el

siguiente resultado:
mmoles de EAAs de EP3, = 0.12 mmoles

Es importante notar que la cantidad de antioxidantes extraidos en EP3; es mayor que en EP3;,
lo cual es un comportamiento esperado teniendo en cuenta el proceso de extraccion (ver
Figura 29). La actividad antioxidante (AO) del prop6leo 3, se calcula de la suma de milimoles
de EAAs en EP3;y EP3y, dividido por la cantidad de masa de propdleo 3 utilizada para el

proceso de extraccion, es decir:

(mmoles de EEAs EP3, + mmoles de EAAs EP3,)
g de propdleos 3

A0P; =

(0.28mmol + 0.12mmoles)
3.008 g

AOP; =

mmoles de EAAs

AOP; = 0.133
3 gramo de propoéleo

80



Se procedio de la misma forma con los demas extractos de propoleos, y los resultados se
presentan en la Tabla 21.

Tabla 21: Actividad antioxidante de los propoleos estudiados.

Propoleos  Masa EP:1 EP2 EP1 +EP2 Actividad
extraida (mmol EAAs) (mmol EAAs) (mmol EAAS) Antioxidante
(9) * (mmol EAAs.g

propdleos)
P1 3.021 0.137 0.066 0.203 0.067
P2 2.816 0.277 0.176 0.453 0.161
P3 3.008 0.280 0.120 0.400 0.133
P4 3.006 0.422 0.196 0.618 0.206
P5 2.995 1.006 0.413 1.419 0.474
P6 3.008 0.140 0.020 0.160 0.053
P7 2.996 0.052 0.045 0.097 0.032
P8 3.009 4.241 0.869 5.110 1.698
P9 3.089 0.317 0.123 0.441 0.143
P10 3.047 0.146 0.110 0.256 0.084

*EAASs: moles de equivalentes de &cido ascérbico.

Se han realizado estudios en propoleos que expresan su contenido de actividad antioxidante
en equivalentes de acido ascorbico (EAAS) en los que los resultados varian entre 0.04 y 0.50
mmol EAAs/g propdleos (Palomino Garcia, 2009). Los resultados de los propdleos
estudiados en esta investigacion se encuentran en un intervalo muy similar de actividad
antioxidante a los de Palomino Garcia, lo que plantea a este método con perspectivas

interesantes para posteriores aplicaciones ya que se emplearon distintas técnicas de analisis..

El promedio presentado en la Tabla 21, fue calculado sin tomar en cuenta el propdleo 8,
debido a que la actividad antioxidante que se determiné en el experimento, es mucho mas
elevada que la de los demas y como se puede observar en la Tabla 6, es una muestra
comercial, mientras que las demas muestras se tienen sin mayor procesamiento. Este tipo de

productos comerciales son preparados alimenticios enriquecidos con distintas sustancias
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como vitaminas, por lo tanto, es natural que la adicion de estas sustancias incrementen su
poder antioxidante. Sin embargo, a pesar de haber separado dicho propdleos, la variacion
entre la actividad antioxidante de los propoleos es muy grande. Al igual que las mieles, los
propdleos cambian su composicion quimica por diversos factores, y establecer limites de
actividad antioxidante es una tarea complicada. Es necesario estudiar a profundidad el
comportamiento de la actividad antioxidante de los prop6leos en condiciones experimentales
que garanticen la repetibilidad y la reproducibilidad de los experimentos para poder hacer
comparaciones cuantitativas, incluso con resultados obtenidos de diversos métodos de

medida.

En el caso de las muestras de EI Salvador, el propéleo 9 (AO = 0.143 mmol EAAs.Q) es
proveniente de un apiario ubicado en la regién de la Cordillera del Balsamo (La Libertad) y
su poder antioxidante es mayor que el propéleo 10 (AO = 0.084 mmol EAAS.Q’), proveniente
de una colmena de Melipona Beecheii, ubicada en La Palma, Chalatenango. Se sabe que
algunas especies de abejas sin aguijon elaboran el propo6leo de una mezcla de resinas
obtenidas de los arboles con barro (Bankova, 2005a), por lo tanto el contenido de material
vegetal por gramo de prop6leos seria menor.

Hay diversos factores que podrian interferir en la medida correcta de la actividad antioxidante
de cualquier producto natural, uno de ellos es la extraccion. La comparacion de distintos
estudios cuando el proceso de extraccién ha sido diferente entre ellos, puede ser una situacién
que complique el proceso de andlisis estadistico. ES necesario tratar de estandarizar el
proceso de extraccion, al menos, con la finalidad comparar parametros fisicoquimicos

especificos.

5.2.4 DETERMINACION DE ARSENICO, COBRE, PLOMO Y ZINC EN
EXTRACTOS DE PROPOLEOS

Para la determinacion de arsénico, cobre, plomo y zinc se utilizaron disoluciones de HNO3 y
KNOs ambos 0.1M como electrolitos de soporte, con agua desionizada como disolvente. Se

utilizo el electrodo de gota de mercurio como electrodo de trabajo, un electrodo de platino
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como electrodo auxiliar y un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia. Se
realizaron barridos de potencial a una velocidad de 5.0mV.s™ para identificar el dominio
electroactivo del electrélito soporte, fijindose éste desde -980mV a 260mV.

Una vez fijado el dominio electroactivo, se realizaron adiciones de soluciones patron de las
especies quimicas a determinar, con el objeto de identificar picos que evidencien reacciones

redox cuantitativas y elaborar las respectivas curvas de calibracion.

Por ejemplo, para la determinacion de plomo, se realizaron cinco adiciones de 200 uL de
solucion de nitrato plomo (I1) a 10 mg.L" al electrélito soporte, haciendo un barrido de
potencial después de cada adicién. Se identificd un pico correspondiente a la transformacion
de Pb?* a PbP® a un potencial de -325mV, el polarograma obtenido se muestra en la Figura 34.

Polarograma de Curva de Calibracion de Plomo

7E-08

= 1000uL de Patrén de Plomo
10ppm

800uL de Patréon de Plomo
10ppm

600uL de Patrén de Plomo
10ppm

400pL de Patron de Plomo
10ppm

= 200uL de Patrén de Plomo
10ppm

Corriente Residual

-0.393 -0.373 -0.353 -0.333 -0.313 -0.293 -0.273
Potencial (V)

Figura 34: Polarograma de la curva de calibracion de solucién de patron de plomo 10
mg/L. Electrolito soporte: KNOsy HNOs 0.1M, solvente: agua desionizada, velocidad
del barrido: 5.0mV.s™.

Para realizacién de la curva de calibracion se calcul6 la concentracion de plomo (en mg.L")

en la celda después de cada adicion (tomando en cuenta el factor de dilucién). En la tabla 22
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se muestran la concentracion de la celda después de cada adicion de patrén y la corriente

correspondiente.

Tabla 22: Concentracion de plomo en la celda y corriente correspondiente a cada
adicion de solucion de patron de plomo.

Adicion Volumen afadido de Concentracién de  Corriente (nA)
solucion patron de plomo 10  plomo en la celda  de pico a 325mV
mg.L (nL) (mg.L)

0 0.0 0.000 0.00E+00
1 200.0 0.196 5.59E-03
2 400.0 0.385 1.44E-02
3 600.0 0.566 2.27E-02
4 800.0 0.741 3.06E-02
5 1000.0 0.909 0.04

Una vez obtenida la concentracién de plomo en la celda después de cada adicion, ésta se
grafico versus la corriente obtenida en el respectivo barrido de potencial, para elaborar la
curva de calibracion y calcular los limites de deteccién y cuantificacion de plomo con la

técnica utilizada. La curva de calibracion obtenida se muestra en la Figura 35.

84



Curva de calibracion de Plomo
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Figura 35: Curva de calibracion de plomo. Corriente medida a 325mV.

Con el objeto de calcular el limite de deteccion se determiné el parametro Syy conocido como
la varianza de la regresion, o desviacion estandar residual que estima los errores aleatorios
en la variable “y” (Miller & Miller, 2005):

Neay. 502
Sx)y = ,/—Zl (Zl_zyl) (Ecuacion 9)

Donde: y;, es el valor correspondiente a la sefial analitica,
¥;, esl valor de la sefial analitica corregido por la ecuacion de regresion lineal,

y n, €s el nUmero de datos obtenidos.

Para calcular limites de deteccion de curvas de calibracion en experimentos que no requieren
de la medicién de blancos repetidamente, como el presente caso, es mas practico sustituir los
valores de s, y Y}, de las ecuaciones 7 y 8, por el intercepto de la ecuacion de regresion lineal
(@) de la curva de calibracion y la desviacion estandar residual (Miller & Miller, 2005), es

decir:

Limite de Deteccion = a + 3sy,, (Ecuacion 7a)
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Limite de Cuantificaciéon =a + 10s,/, (Ecuacion 8a)

Donde: a, es la ordenada al origen de la regresion lineal, (y = a + bx)

Y 3sy,y, €s la desviacion estandar residual.

Por ejemplo, en el caso de la curva de calibracion del plomo, se calcul6 primero la suma de

cuadrados de la diferencia residual (X*(I; — [;)? =7.51x107°), y luego se aplicé la formula

7.51x10-°
Sx/y = 4

Sejy = 1.34x1073

de la Ecuacién 9.

Una vez obtenido el valor de la desviacion estandar residual se procede a calcular los limites
de deteccion y cuantificacion de acuerdo a la curva de calibracion aplicando las Ecuaciones

7ay 8a:
Limite de deteccion:
Limite de Deteccion = a + 3sy,
= —1.7x1073 + 3(1.34x1073)
Limite de Detecciéon = 2.3x1073 (en pA)
En el caso del limite de cuantificacion:
Limite de Cuantificacién = —1.7x1073 + 10(1.34x1073)

Limite de Cuantificacién = 5.4x1073 (en uA)
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Puede notarse que el limite de deteccion esta calculado en funcidn de la corriente en pA, para
expresar los valores de los limites de deteccion y cuantificacion en términos de concentracion
se hizo uso de la ecuacion de la regresion lineal obtenida en la curva de calibracion (Figura
35 para el plomo). En la Tabla 23 se presenta un resumen de datos de interés de las curvas

de calibracion de arsénico, cobre plomo y zinc.

Tabla 23: Resumen de algunos parametros analiticos de las curvas de calibracion.

Potencial Ecuacion de Coeficiente de  Limite de Limite de
Metal de pico rearesion lineal determinacion deteccion = cuantificacion

(mV) | () (mgl)  (mgL)

y =0.0495x - 0.0034
Arsénico -686 0.9908 1.4 4.7

Cobre 509 Y=0.1212x+ 00056 0.992 1.0x107 2.9 x10%
y =0.0441x - 0.0017

Plomo -325 0.994 9.1 x10 3.0 x10%
y = 0.0561x - 0.0019

Zinc 70 0.991 1.1 x10% 3.4 x10%

Una vez determinado el cardcter lineal del método y los limites de deteccion y cuantificacion
a cada una de las especies quimicas, se realizaron los experimentos para la determinacion de

estas sustancias en cada uno de los extractos de propoleos.

Se afiadieron 10.0 mL del electrdlito soporte (HNO3z y KNO3z ambos a 0.1M) a la celda
electroquimica y se hizo en barrido de potencial para determinar la corriente residual; luego
se afiadieron de 2.0 mL del extracto de propdleo, y por ultimo se hicieron adiciones de patron
de cada uno de los metales, haciendo el barrido de potencial correspondiente a cada adicion.

A pesar que se encontraron diversos picos en diferentes potenciales en los experimentos,
ninguno de ellos coincidia con los potenciales sefialados en la Tabla 23. Lo que indica que la
cantidad de arsénico, cobre, plomo y zinc en todos los extractos de propoleos se encontraban

por debajo de sus respectivos limites de deteccion, tal y como se presenta en la Tabla 24.
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Tabla 24: Resultados de la determinacién por polarografia diferencial de impulsos de
arsénico, cobre, plomo y zinc de los extractos de propoéleos.

Propdleos = Arsénico Cobre Plomo Zinc
P1 N.D.* N.D. N.D. N.D.
P2 N.D. N.D. N.D. N.D.
P3 N.D. N.D. N.D. N.D.
P4 N.D. N.D. N.D. N.D.
P5 N.D. N.D. N.D. N.D.
P6 N.D. N.D. N.D. N.D.
P7 N.D. N.D. N.D. N.D.
P8 N.D. N.D. N.D. N.D.
P9 N.D. N.D. N.D. N.D.
P10 N.D. N.D. N.D. N.D.

*No detectable.

A pesar que se sabe que la composicion quimica de los propoleos es variable y depende de
una variedad de factores, en ninguno de los propdleos estudiados se encontraron
concentraciones elevadas de arsénico, cobre, plomo y zinc. La ausencia de estas sustancias
en cada uno de los propdleos indica una buena ubicacion de las colmenas, ya que las abejas

que lo elaboran emplearon insumos no contaminados por alguna de estas sustancias.
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6. CONCLUSIONES

El porcentaje de humedad de las mieles estudiadas, tanto las elaboradas por abejas
meliferas como las abejas sin aguijon, es adecuado, segun a la Norma Salvadorefia de
Miel y el pardmetro propuesto por Vit. et al (2004), respectivamente.

El porcentaje de cenizas puede ser determinado por la medida de su conductividad,
siendo una ruta mas rapida, simple y barata. A pesar de que este parametro no esta
contemplado en la Norma Salvadorefia de Miel, si tomamos en cuenta la propuesta
de 0.6% de las normas brasilefias y mexicanas, todas las mieles de abejas meliferas
tienen resultados aceptables. En el caso de las mieles de abejas sin aguijon, se ha
propuesto un limite de 0.5% (Vit et al., 2004), con el que de igual forma, todas las

muestras estudiadas tienen resultado aceptable.

Los puntos finales de las titulaciones acido-base para la determinacion de la acidez
libre, fueron obtenidos gréficamente por la curva de titulacion de cada muestra de
miel. En ninguno de los casos el pH del punto final de la reaccion coincidié con el

establecido por el método propuesto por la norma oficial salvadorefia.

Con respecto a la acidez libre, todas las muestras de miel de abejas meliferas tienen
resultados aceptables de acuerdo a la Norma Salvadorefia de Miel de Abeja. Se ha
propuesto hacer una diferencia en el valor aceptado de acidez de las mieles sin aguijon
(Vit et al., 2004) de acuerdo al género al que pertenecen. En el caso de las mieles
MM1y MM4, procedentes del género Trigona, ambas tienen una acidez por encima
del valor propuesto. En el caso de las mieles del género Melipona (MM2, MM3 y

MMD5), solo la miel procedente de El Salvador (MM2) cumple el valor propuesto.

Las mieles de Apis mellifera estudiadas cumplen el requisito de la Norma
Salvadorefia de Miel de Abeja en el aspecto de azUcares reductores, con excepcion
de la miel comercial catalogada como MADS. En el caso de las mieles de abejas sin
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VI.

VII.

VIII.

aguijon, tomando en cuenta los parametros de calidad propuestos por Vit. et al (2004),

so6lo la muestra de MMD5 estaria por debajo del limite.

La determinacion de fructosa no esta considerada en ninguna de las normas oficiales
consultadas. Sin embargo, se considera un parametro importante ya que es el
monosacarido reductor en mayor cantidad en las mieles y con mayor poder
edulcorante. Se encontré una tendencia similar que en los azlcares reductores: menor

cantidad en las mieles de las abejas sin aguijon que en las de abejas meliferas.

La determinacion polarografica de HMF es una medida directa, con una manipulacion
reducida de la muestra y con una cantidad de reactivos necesarios muy reducida, a
diferencia de la propuesta por la Norma Salvadorefia de Miel. Ya que se forma a partir
de la exposicion de las azlcares al calor y la luz, no se hace distincion entre las mieles
de abejas de distinto género. La norma oficial salvadorefia establece un limite especial
para las mieles provenientes de paises tropicales, y en este estudio todas las mieles
provienen de la region tropical. Con esta consideracion, solo las mieles MA2 y MM5
estan por encima del limite permitido. Lo que indica que dichas mieles no han sido
conservadas en condiciones adecuadas de almacenamiento y tienen un alto grado de

deterioro.

La yodimetria voltamperométrica ha sido utilizada satisfactoriamente en la
determinacion de actividad antioxidante de propdleos. Los resultados obtenidos son
similares a los de otros estudios que han empleado distintos métodos de
determinacion. Es apropiado expresar la actividad antioxidante determinada a partir
de las titulaciones yodimétricas en moles de equivalentes de &cido ascorbico (EAAS).

Los extractos de propbleos contenian cantidades de arsénico, cobre, plomo y zinc por
debajo los respectivos limites de deteccion y cuantificacion de la técnica utilizada, a
pesar de que ambos, en todos los casos, estan por debajo de los 5 mg/mL.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar los procesos de estandarizacion y validacion de las metodologias
electroquimicas para la determinacion de HMF, azucares reductores, cenizas y
fructosa con el objeto de proponer con propiedad alternativas de los métodos de

analisis, a los contenidos en las normas oficiales de miel.

Disenfar investigaciones de caracter nacional, con el objeto de caracterizar quimica y
fisicamente las mieles de las distintas especies de abejas sin aguijon, para la posterior
adecuacion de los parametros de calidad presentes en la normativa de los productos
de abejas meliferas y finalmente, generar una norma oficial propias que regulen su
calidad, en el marco de una politica regional de desarrollo de la meliponicultura, que

contemple aspectos sociales, culturales, ecolégicos y econémicos.

Profundizar en la quimica &cido-base de las mieles, y hacer una revision de los valores
de los puntos finales de la titulacion acido-base propuesta en el método oficial 962.19

de la AOAC, que se considera en la Norma Salvadorefia de Miel.

Evaluar la estequiometria de las reacciones del triyoduro con el trolox, acido galico y
otros agentes antioxidantes con el objeto de poder expresar la actividad antioxidante
obtenida por este método en TEAC, EAG, y otros. De esta manera se podra comparar
los resultados con algunos otros métodos de determinacién de actividad antioxidante,

sin importar las unidades en las que se expresen lo resultados.

Validar el método de determinacién de actividad antioxidante por yodimetria

voltamperométrica, para que pueda ser considerado como una metodologia analitica.
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