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RESUMEN

México es internacionalmente reconocido como un pais exportador de miel de
excelente calidad, para mantener los niveles de exportacion es importante la evaluacion de los
parametros fisico-quimicos y microbiologicos que afectan las caracteristicas del producto. El
objetivo de este trabajo fue la evaluacion fisico-quimica en 79 muestras de miel procedentes de:
Chihuahua (regién Norte, » = 10) Estado de México (region Centro, # = 39), Michoacan
(region Pacifico, # = 10), Tlaxcala (region Golfo, # = 10) y Yucatan (region Peninsula, » = 10).
Para la evaluaciéon microbioldgica se utilizaron 31 muestras de miel procedentes del Estado de
México (# = 11), Michoacan (» = 10), y Yucatan (z = 10), representativas de las regiones
Centro, Pacifico y Peninsula, respectivamente. Los patimetros fisico-quimicos evaluados
fueron Humedad, Azutcares Reductores Totales (ART), Cenizas, pH, Hidroximetilfurfural
(HMF) y parametros de color, también se determiné la cantidad de microorganismos
indicadores especificados en la norma mexicana para miel NMX-F-036-NORMEX-2006 y en
el estandar internacional publicado en el Codex Alimentarius (2001). Ademas, se determiné la

cantidad de coliformes totales asi como las bacterias esporuladas aerobias y anaerobias.

El 95% de las muestras evaluadas presentaron valores significativamente inferiores (p <
0.005) al 20% de humedad, los porcentajes de ceniza fueron significativamente por debajo del
valor estipulado por la norma mexicana (0.6%, p < 0.005), los valores de pH presentan rangos
que van de 2.6 a 6.5, los valores de HMF fueron mas altos en las muestras de la regién Sur
(39.6 £ 5.62; p <0.05) a diferencia de las de la region Golfo donde fueron los mas bajos (7.0 £
1.16; p < 0.05), los parametros de color de las muestras de miel de acuerdo a la medicion del
espacio uniforme de color CIE L* a*b* presentan valores de L’* 29.2-53.6, a* 2.54.4 y b*
3.9-19.9.

Los conteos de microorganismos mesofilicos aerobios se encuentran significativamente
(p < 0.001) por debajo de los valores permitidos a nivel nacional e internacional (log 1000
UFC/g) para los tres estados. Los conteos de hongos y levaduras fueron inferiores al
parimetro establecido a nivel nacional e internacional (log 100 UFC/g; p < 0.001). El recuento

de coliformes result6 negativo en todas las muestras.

Palabras clave: miel, calidad, inocuidad, microorganismos, caracteristicas quimicas



ABSTRACT

Mexico is globally recognized for exporting honey of excellent quality, to maintain

levels of export is necessary the evaluation of physico-chemical parameters and
microbiological that affect product features. The objective of this research was the physico-
chemical evaluation in seventy-nine honey samples collected in Chihuahua (North, n = 10)
Estado de Mexico (Centre n = 39), Michoacan (Pacific, n = 10), Tlaxcala ( Gulf, n = 10) and
Yucatan ( Peninsula, n = 10). For the microbiological evaluation were used thirty-one honey
samples collected in Estado de Mexico (n = 11), Michoacan (n = 10), and Yucatan (n = 10),
representing the regions Centre, Pacific and Peninsula, respectively. The evaluated parameters
physico-chemical were water contein, Total Reducers Sugars (TRS), Ash by electrical
conductivity, pH, Hidroxymethylfurfural (HMF) and parameters of color, also the amount of
microorganisms was determined specified indicators in the Mexican standard for honey 036-
2006 NMX-F-036-NORMEX-2006 and in the international standard published in the Codex
Alimentarius (2001). In addition, the amount of total coliforms was determined as well as
sporoformer aerobic and anaerobic microorganisms.
The 95% of samples evaluated were significantly inferior (p < 0,005) to 20% of water content,
the ash values were signifcantly lower than mexican standar (0,6%, p < 0,005), the pH values,
were between 2,6 and 6,5, the HMF values were high in the samples honey collected in South
region (39,6 * 5,62; p < 0,05) and the Gulf region shows values lower (7,0 * 1,16; p < 0,05), the
color parameter of samples evaluated according to the measurement of the uniform space of
color CIE L* a*b* shows wvalues of L* 292536, to* 25-44 and b* 3,9-1909.
The count of microorganisms mesofilic aerobes are found significantly (p < 0,001) lower than the
limit permitted by national and international standard parameters (log 1000 UFC/g) in the three
States. The count of moulds and yeasts were lower than the national and international standard
parametets (log 100 CFU/g; p < 0,001). The recount of coliforms resulted negative in all samples
of honey.

Keywords: honey, quality, food safety, microorganisms, physico-chemical characteristics.
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I. INTRODUCCION

México ha sido un pafs exportador de miel de excelente calidad reconocida
en el mercado internacional. Durante el ano 2009 la producciéon de miel fue de
52,778 toneladas que corresponden a 1006 millones de pesos; por concepto de
exportacion, la industria apicola nacional obtuvo 51 millones de délares anuales y
ocupo el tercer lugar en la exportaciéon de productos pecuarios después segun
SIAP-SAGARPA, 2009.

La producciéon de miel en nuestro pafs representa una importante fuente de
ingresos para el sector rural, pues tiene un fuerte impacto a nivel socioeconémico,
en los apicultores del pafs. Por tal razén, con la intenciéon de caracterizar y ayudar a
mantener la calidad de exportacion, la evaluaciéon de parametros fisico-quimicos y
microbiolégicos resulta de gran importancia dado que durante el proceso productivo
un manejo inadecuado puede reducir la calidad e inocuidad del producto pues
influye en sus caracteristicas iniciales (Moguel ez /., 2005). Los cambios que puede
presentar la miel van desde fermentacién, formaciéon de Hidroximetilfurfural
(HFM), pérdida de la actividad enzimatica, cambio de sabor, oscurecimiento y
crecimiento de microorganismos, caracteristicas que influyen negativamente sobre la
calidad final del producto.

El objetivo principal de esta investigacion es el de caracterizar la calidad de la
miel en México a través de la evaluacion de los parametros fisico -quimicos como el
Hidroximetilfurfural (HMF), humedad, aztcares reductores totales, conductividad
eléctrica, pH y color; asi como los microbiolégicos como bacterias mesofilicas

aerobias, mohos, levaduras, coliformes totales y bacterias esporuladas.



II. JUSTIFICACION

Conocer los parametros fisico-quimicos y microbiologicos que presentan las
mieles de la distintas regiones apicolas resulta importante pues la miel mexicana
representa una importante fuente de ingresos para el sector rural en México.
Actualmente los trabajos que existen en este contexto resultan insuficientes pues no
se ha documentado la variabilidad de las caracteristicas que presentan las mieles de
las distintas regiones productoras del pafs, y no se emplea un etiquetado con la
informaciéon correcta sobre la calidad e inocuidad de la miel al que debe ser

proporcionada al consumidor.

III. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo consistié en caracterizar y evaluar las mieles
provenientes de distintas regiones productoras de miel en el pafs; con base en los
parametros fisico-quimicos y microbiolégicos que presentan. Para cumplir con tal

meta se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar la caracterizacién fisico-quimica de (79) muestras provenientes de
diferentes regiones productoras de miel en México.

2. Evaluacién microbiolégica de (31) muestras de miel provenientes de tres
Estados productores de miel.

3. Conocer las diferencias y similitudes entre los parametros fisico-quimicos

presentes en las mieles colectadas en distinta regiones geograficas.



IV. REVISION DE LITERATURA

A. Produccion Apicola Nacional

La apicultura es una de las pocas actividades del sector agropecuario, que
presenta caracteristicas deseables para coadyuvar a la conservacién de los recursos
naturales ya que no dafia el medio ambiente (Rején et 4/, 2000). Sin embargo, el
reducido mercado nacional ha obligado a los apicultores a depender en gran parte
del mercado internacional, especialmente de Alemania y los Estados Unidos, con la
desventaja de las fluctuaciones en los precios y de la competencia con otros paises
(Rejon ez al., 2000).

Por otra parte, de acuerdo a informacién reportada por el Sistema de
Informacién, Estadistica Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la Secretarfa de
Agricultura Ganaderfa, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA) la
produccién de miel en México durante el afio 2009 fue de 52,778 toneladas. La
produccion total pecuaria es de mas de 134 mil millones de pesos. De este total,
1006 millones de pesos corresponden a la producciéon de miel y ocupa el tercer lugar
en la exportacion de productos pecuarios después del becerro y el cerdo. El alza en
el precio internacional de la miel permitié6 que en el 2009 México alcanzara una cifra
de mas de 51 millones de délares por concepto de exportacion de miel. Ademas, en
los ultimos diez afios, el consumo interno registré un crecimiento de 150 a 340
gramos por persona (SIAP- SAGARPA, 2009). En el Cuadro 1 se presentan los
diez principales Estados productores a nivel nacional.

Con respecto al rendimiento de la colmena, Preza de la Vega (2007) reporto
un promedio nacional estimado de 25 kg en 1995 y un aumento importante a 30 kg
para el ano de 2002. No obstante, al comparar estos valores con el rendimiento de
40 kg registrado en pafses europeos, se consideran relativamente bajos. Se deben
considerar, ademas, las condiciones actuales de la comercializacidon nacional e
internacional, estableciendo para ello un sistema de seguridad alimentaria como el
sefialado por Acosta (2004), donde se comercialicen productos inocuos que

permitan ofrecer un amplio margen de confiabilidad para el consumdor.



Cuadro 1. Producciéon nacional de miel enlos 10 principales estados.

Estado Produccion (ton)
Campeche 06,976
Yucatan 6,244
Jalisco 5,409
Chiapas 4,270
Veracruz 3,994
Guerrero 3,699
Oaxaca 3,492
Puebla 2,572
Quintana Roo 2,170
Michoacan 1,690

Fuente: SIAP-SAGARPA, 2009

B. Caracteristicas Generales de la Miel

Se define a la miel como la sustancia dulce natural producida por las abejas a
partir del néctar de las flores o de secreciones o de otras partes vivas de la planta que
las abejas recogen, transforman, combinan con sustancias especificas propias y
almacenan en panales de los cuales se extrae el producto sin ningun aditivo. La miel
tiene coloraciones variables y puede ser blanca, extra blanca, blanca, extra clara
ambar, ambar clara o ambar y obscura (NMX-F-036-NORMEX-2000).

El proceso de elaboracion de la miel inicia cuando la abeja recolectora de
néctar lo guarda y al llegar a la colmena lo cede a otra regurgitaindolo. Este paso se
repite varias veces entre las abejas con lo cual el néctar se va enriqueciendo con sus
secreciones; las abejas que reciben el néctar rellenan las celdillas del panal. La
transformacion del néctar a miel se debe a cambios fisicos y quimicos. Los primeros
se deben principalmente a un proceso de evaporacion en donde el néctar pierde
hasta un tercio de su contenido de humedad durante su almacenamiento en la

colmena, y los segundos se deben a la accién de enzimas que las obreras adicionan al



néctar como la invertasa (sacarasa), cuya funcion es hidrolizar la sacarosa presente
en el néctar a glucosa y fructuosa (Pineda ez a/., 2000).

De acuerdo a Belitz y Grosch (1997), para la elaboraciéon de la miel es
necesario cruzar por las siguientes etapas: Espesamiento del néctar, aumento del
azucar invertido); incorporaciéon de sustancias proteicas de acidos procedentes de
insectos, agregacion de minerales, vitaminas y sustancias aromaticas de los vegetales
y de enzimas de las glandulas salivales y vesicula melifica de las abejas. Cuando la
humedad de la masa de la miel ha disminuido, se cierran las celdillas con una
pelicula de cera (operculacién); En las celdillas la miel experimenta

transformaciones.

C. Composicion de la Miel

La miel es una solucién sobresaturada de azucares simples donde
predominan la fructuosa y la glucosa y en menor proporcion, una mezcla compleja
de otros carbohidratos, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerales,
sustancias aromaticas, pigmentos, sustancias volatiles, cera y granos de polen. Las
caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas del producto estain muy asociadas
con su origen geografico y botanico (Snowdon, 1999).

Es un alimento muy seguro respecto a los peligros y riesgos sanitarios
comunes que rodean a los alimentos tradicionales artesanales, pero susceptible de
alterarse debido a los posibles cambios ocurridos cuando han existido anomalias
durante el proceso de envasado o conservacion (Estupifian ez a/, 1998). De acuerdo
a los datos publicados por Chavez et al, (1992), los componentes de la miel
presentados por el Instituto Nacional de la Nutriciéon se presentan en el Cuadro 2.

La miel presenta condiciones poco favorables para el crecimiento
microbiano, entre las que destacan el pH acido, humedad y actividad de agua (Aw)
bajas, viscosidad elevada, concentracién en azucares, y presion osmotica alta que la
hacen un sustrato poco apto para la supervivencia y el desarrollo microbiano

(Nakano ez al., 1991, Snowdon , 1999).



Cuadro 2. Componentes de la miel.

Componente En 100 g. de miel Concentracion
Energia 302 Kcal
Carbohidratos 78 ¢g
Proteinas totales 22¢g
Agua 17¢
Grasas totales 0
Calcio 20 mg 200 ppm
Hierro 0.8 mg 8 ppm
Magnesio 3mg 30 ppm
Sodio 5 mg 50 ppm
Potasio 51 mg 510 ppm
Acido ascorbico 4ug 0.04 ppm
Tiamina 0.01 pg 0.0001 ppm
Riboflavina 0.07 pg 0.0007 ppm
Niacina 0.2 pug 0.002 ppm

Humedad

Instituto Nacional de la Nutricion (Chavez ez al, 1992)

Parametros Fisico-quimicos de la Miel

Este parametro esta relacionado con las condiciones del clima, la estacion
del afio y el grado de maduracién de la miel. De acuerdo a la NMX-F-036-
NORMEX-2006 la humedad de la miel debe estar por debajo de 20%. Cuando el
contenido de agua supera el 18%, la miel puede fermentar porque la concentracioén
de azucares ya no es suficiente para impedir la multiplicacion de las levaduras, que
comunmente se desarrollan activamente a temperaturas comprendidas entre 15 y
25°C (Astiasaran y Martinez, 1999). El contenido de humedad de la miel puede ser
determinado por el método Karl Fischer, (Swallow y Low,1990) 6 por
refractometria usando la tabla de Wedmore (NMX-F-036-NORMEX-2006 y Terrab
et al., 20031).
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2. Agziicares

De acuerdo a White., (1979) referido por Swallow y Low., (1990), la miel es
una de las mas complejas mezclas de carbohidratos producidos en forma natural.
Los carbohidratos que se encuentran en mayor cantidad son la glucosa y la fructosa,
los cuales representan del 65 al 75% del total de los s6lidos solubles en miel y del 85
al 95% de los carbohidratos de la miel, (Swallow y Low., 1990 y Terrab ez al., 20031).
Mientras que el resto son una mezcla de al menos 11 disacaridos, 11 trisacaridos y
diversos oligosacaridos de entre los cuales se pueden nombrar: neotrehalosa,
melibiosa, isomaltosa, maltulosa, sucrosa, kojibiosa, turanosa, gentiobiosa,
palatinosa, melezitosa, isomaltotriosa, nigerosa, maltosa, isopanosa, enlosa, panosa,
maltotriosa entre otros.

Diversos métodos han sido utilizados para analizar el total de carbohidratos
en la miel, actualmente el método mas empleado para el analisis de carbohidratos
estructuralmente similares es el Cromatografia de Gases-Liquidos (GLC); por la alta
sensibilidad que presenta, con esta técnica los limites de deteccién para

oligosacaridos es de 40 ppm (Swallow y Low., 1990).

3. PH

La medida del pH es de gran importancia durante la obtenciéon vy
almacenamiento de los alimentos en general, sobre todo por la gran influencia que
tiene este parametro sobre el desarrollo de microorganismos y enzimas. El valore de
pH es una referencia de la acidez del producto. Crane (1975), citado por Estupinan
et al.,1998, sefnala que el pH se encuentra muy condicionado por el contenido en
sales minerales, en especial de potasio, sodio y calcio. Mientras que Louveaux
(1985), referenciado por Terrab e al, 2003 reporta que el pH de las soluciones
acuosas de la miel puede variar dependiendo de la procedencia botanica pero
generalmente oscila entre 3,2 y 4,5 con una media de 3,9 coincidiendo con Frias y
Hardisson (1992), quienes indican que esta medida es inferior o igual a 4 para mieles
de tipo floral y superior a este valor para las mieles de mielada.

Sancho e7 al., (1991) referido por Estupifan ez a/.,(1998) reporta que el pH

también influye en las propiedades fisicas del producto como textura y estabilidad.
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Cherchi ef al., (1994), citado por Estupifian ez al., (1998) en un estudio realizado en
mieles italianas, indica que el pH disminuye ligeramente con el tiempo, aunque
segin Jiménez ez al., (1994), este parametro se puede considerar muy estable durante

el almacenamiento.

4. Conductividad eléctrica

Estupinan ez al., (1998) indica que la conductividad eléctrica de la miel esta
relacionada con el contenido en sales minerales, acidos organicos, proteinas y
polioles. Segun Krauze y Krauze (1991) y Vorwohl (1964), citados por Estupinan ez
al., (1998), la conductividad eléctrica de la miel es un valor estable, que no varia
significativamente durante el almacenamiento y que ademas indica si las abejas han
sido alimentadas artificialmente con azucares. Ademas, la conductividad eléctrica es
un valor que presenta variabilidad de acuerdo al origen botanico, ya que se obtiene
valores mas altos en las mieles de bosque que en las florales (Pérez et al., 1990). Asi
Estupinan ez al., (1998) sefialan que de acuerdo a datos publicados por Vorwohl en
1964, las mieles de un mismo origen floral tienen conductividades muy semejantes a

pesar de tener origenes geograficos y condiciones climatologicas diferentes.

5. Indices de envejecimiento de la miel: Hidroximetulfurfural (HHMF)

El grado de frescura de la miel es valorado mediante la medida de dos
indices: actividad diastasica y contenido de hidroximetilfurfural (HMF). Cualquiera
de los dos puede ser usado como indicador de las condiciones del procesado y
almacenamiento de la miel (Estupifian ez a/, 1998) aunque White (1992), sefiala que
el contenido enzimatico no es considerado de utilidad para evaluar la calidad de la
miel en algunos paises; sin embargo, en Europa la actividad diastasica y el HMF
siguen siendo utilizados enla evaluacion de la frescura de la miel.

Estupinan ez al.,(1998) sefialan que el procesado de la miel lleva consigo
tratamiento con calor, lo que hace disminuir las enzimas y aumentar el contenido de
HMEF por deshidratacién de las hexosas, el cual a su vez se descompondra en acidos

levulinico y férmico, contribuyendo ambos a dar cifras de mayor acidez; los

12



tratamientos térmicos excesivos pueden llevar los indices fuera de los limites
establecidos.

Por su parte, el HMF es un aldehido ciclico que se forma a temperatura
ambiente por deshidratacién de la fructosa en medio acido (valor medio de pH 3,9),
proceso que se acelera con el calentamiento o el almacenamiento a elevadas
temperaturas (Estupifian ef a/, 1998). Su concentracién esta en relaciéon directa con
el grado de calor al que ha sido sometida la miel y con su grado de envejecimiento
(Bosch y Sierra, 1986 y Norma Mexicana NMX- F-036-NORMEX-20006).

En los dltimos afios la presencia de HMF en la miel ha tomado un valor de gran

importancia durante los intercambios comerciales, por ello, en diversos paises asi como en
México se ha trabajado en la implementaciéon de métodos de analisis que permitan una
correcta deteccion de esta sustancia con la intencién de cuidar la calidad del producto pues
el aumento del HMF es relacionado con las practicas de almacenamiento, calentamiento del
producto o adulteracién con azucar invertido.
Estudios realizados por White ef a/, 1964, coincidentes con los resultados obtenidos por
Piro et al., en 1996 y Juarez en el 2007 muestran que cuando la miel es almacenada por
petriodos de tiempo prolongados a temperaturas elevadas la acumulacion del HMF en el
producto tiene una relacion lineal.

Jeuring y Kuppers, (1980), referidos por Estupifian ez al., (1998) sefalan que
la presencia del HMF, produce obscurecimiento por interrelaciones con compuestos
aminados y azucares, y que sufre polimerizaciéon y reordenacion, tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno (Juirez en el 2007). La miel se obscurece con el
envejecimiento y por la exposicién a altas temperaturas; la magnitud de este proceso

esta influenciada por su origen botanico.

E. Parametros Microbiologicos de 1a Miel

De acuerdo a Guilliam (1974), Guilliam y Morton (1974) y Snowdon (1999),
las principales razones por las cuales existe crecimiento de microorganismos en la
miel son la presencia de una flora bacteriana y fungica en las abejas; el viento, los
insectos y la posible contaminacién producida durante el manejo en la cosecha, el

proceso de extracciéon, almacenamiento y manipulaciénes posteriores. Los
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microorganismos generalmente no se multiplican en la miel debido a sus
caracteristicas fisico—quimicas, por lo tanto, esta tiene un riesgo minimo en la causa
de enfermedades (Snowdon, 1999).

La presencia de una sustancia antibacteriana sensible al calor y a la luz
llamada inhibina fue descubierta en 1937, posteriormente White ez a/. (1962) y White
y Subers (1963), identificaron esta inhibina como el peréxido de hidrégeno formado
por la acciéon del sistema glucosa oxidasa. Lavie (1960) sefiala que el escaso
desarrollo microbiano en la miel es debido a la presencia de componentes
antimicrobianos derivados de la actividad enzimatica, como el peroxido de
hidrégeno, la participacién de las catalasas y elementos termorresistentes con
actividad antimicrobiana (Estupifian ez al., 1998; Snowdon, 1999).

Estudios realizados por Molan y Russell (1989), sefialan que las mieles con
un alto contenido en sustancias antibacterianas no parafinadas proceden
especificamente de algunas especies florales, lo que indica que estas sustancias se
originan preferentemente en las flores mas que enlas abejas.

También es posible que el origen de las sustancias antibacterianas sean los
propoéleos utilizados por las abejas para llenar los orificios de las colmenas y
prevenir la descomposiciéon de los insectos atrapados por ellas, ya que estos
contienen sustancias activas como la galangina, pinocembrin, acido cafeico y acido
ferdlico, ademds son considerados agentes activos contra bacterias como
Streptococcus, algunos Staphylococcus, Escherichia coli, Corynebacterinm xerosis, y levemente
activos contra Staphyloccocus epidermidis, Clostridium spp vy Candida albicans (Lavie, 1960,
Chernyak, 1973, Brumfitt ¢z al., 1990 y Russell ez al., 1990).

La miel presenta bajos conteos microbioldgicos gracias a las caracteristicas
fisico—quimicas que posee, sin embargo; es indispensable reconocer los parametros
microbiologicos de este alimento no solo por la gran trascendencia que implican
para la salud humana sino también por sus fines comerciales; el Cuadros 3 presenta
las especificaciones de compra solicitadas en los afios 1990’s por 10 diferentes
empresas industrializadoras de miel reportadas por Snowdon y Cliver (1996) y

Snowdon (1999).
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Cuadro 3. Especificaciones microbiologicas para la compra de miel.

Microorganismos Evaluados (UFC/g)?

Compania.
Conteo estandar enplaca  Coliformes. Escherichia coli Levaduras y mohos Staphyloccocus Salmonella

A 1,000 10 Neg. 100 Neg. Neg.
B 5,000 10 <10 100 100
Cc’ 10,000 <3 <0.3 100 <3 Neg.
D 10,000 10 Neg. Neg. Neg.
E 10,000 10 Neg. 10 Neg. Neg.
F 10,000 100 Neg. 200 Neg. Neg.
G 1,000 10 10 100 100
H 10,000 10 Neg. 100 Neg. Neg.
I 10,000 10 Neg. 100 Neg. Neg.
J 5,000 10 Neg. 10 Neg. Neg.

*Unidades Formadoras de colonias por gramo. PTambién negativas a Clostridinm botulinom y C. perfringens . “También, 10 UFC/g de bacterias mesofilicas y
termofilicas aerobias anaerobias

Unidad
Snowdon y Cliver en 1996 y Snowdon (1999).
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1. Mobhos

Jiménez ez al. (1994) sefialan que el crecimiento de mohos y levaduras es de
gran importancia por las grandes pérdidas econémicas que produce y por ser la
causa de alteracién mas frecuente durante el almacenamiento de la miel de abeja.
Los mohos son organismos multicelulares, se multiplican por esporas, existen a lo
largo de una hilera o filamentos y crecen en forma de masas enredadas, se extienden
rapidamente pudiendo cubrir varias pulgadas del area en dos o tres dfas, estan
asociados con el contenido intestinal de las abejas, la colmena y el medio ambiente
en el cual las abejas liban ya que estos crecen en las areas himedas de colmenas y en
el polen (Snowdon, 1999).

Estupifian ef al. (1998), sefiala que los mohos mas frecuentemente
encontrados en la miel pertenecen al género Penicilum y Mucor, estudios realizados
por Snowdon (1999), reportan que de cada 50 muestras de mieles envasadas para la
industrializacién solo 10 de estas contienen mohos en niveles muy bajos (15
UFC/g), sin embargo, la presencia de altos conteos de mohos pueden ser un
indicativo de circunstancias especiales ocasionadas durante la libacién, el manejo de
la colmena o el uso inadecuado del equipo utilizado en el lugar donde la miel es
procesada.

De acuerdo a los datos senalados por Snowdon y Cliver (1996) y Snowdon
(1999), los mohos principalmente encontrados en la miel son; Aspergillus, Ayichia,
Bettsia  alvei,  Cephalosporium, — Chaetominm, — Coniothecium, — Hormiscinm, — Penicillinm,

Peronsporaceae, Peyronelia, Triposporium, Uredinaceae y Ustilaginaceae.

2. 1 evaduras

Las levaduras son organismos unicelulares, que pueden crecer en condiciones
restrictivas para otros microorganismos, toleran la acidez y los altos niveles de
sacarosa enla miel (Snowdon, 1999). El incremento de la humedad, las temperaturas
moderadas, la granulacid n, un alto conteo de levaduras fomentan la fermentacién en
la miel generando la conversién del azicar en alcohol, biéxido de carbono, acidos

organicos y otros compuestos con olores y sabores indeseables; el alcohol puede ser
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convertido en acido acético, adicionalmente el biéxido de carbono puede causar que
la miel sea espumosa y turbia, ademas que tenga una vida de anaquel corta (Munitis
et al., 1976, Estupifian et al., 1998 y Snowdon, 1999).

De acuerdo a los datos sefialados por Estupifian ez 2/ (1998), Snowdon y
Cliver (1996) y Snowdon (1999), las levaduras principalmente encontradas en la miel
son: Ascosphaera, Debaryomyces, Hansenula, 1ipomyces, Nematospora, Oosporidinm, Pichia,
Rhodotorula, ~ Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, Trichosporan, Torula,

Torulopsis y Zybosaccharonzices.

3. Bacterias

Estupinan ez al. (1998) senalan que la miel presenta una flora bacteriana
compuesta por microorganismos del género Bacillus  generalmente esporulados,
aunque en mieles frescas se pueden encontrar formas vegetativas, que se comportan
como gérmenes inertes no alterantes y no toxigénicos , Snowdon (1999), reporta
que en la miel se han encontrado diferentes tipos de bacterias y los conteos en placa
son frecuentemente de 100 a 200 UFC/g; estos conteos estan relacionados con el
contenido de humedad de la miel, su edad, el tiempo de cosecha y la técnica analitica
utilizada para su calculo. Muchas de estas bacterias pueden ser introducidas en la
miel durante la cosecha o el procesamiento y estos pueden sobrevivir en la miel por
semanas o hasta que son removidas por algin tipo de tratamiento térmico.

La carga microbiana suele ser baja y va disminuyendo a medida que la miel
envejece; sin embargo, se han detectado microorganismos peligrosos para la salud
del hombre como Staphyloccocus aurens coagulasa positivo, Bacillus cerens o incluso
Clostridinm ~ botulinum tipo G en mieles italianas (Estupifan e al, 1998).
Recientemente se ha descubierto que esporas de Clostridium botulinum pueden
germinar y crecer en abejas muertas coinfectadas por Bacillus alvei bajo condiciones
anaerébicas. Las esporas de Clostridinm botulinum son principalmente estudiadas
porque causan enfermedades asociadas con los alimentos; en los nifilos que aun no
tienen un sistema de defensa maduro en los intestinos, las esporas de Clostridium
botulinum atacan y crecen produciendo una toxina que causa paralisis muscular

(Nakano ez al., 1991, y Snowdon, 1999).
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Nakano e7 a/, (1991), sefialan que la contaminacion de la miel de abeja con
esporas de  Clostridium botulinum se debe a que: 1) las esporas atacany matan a las
abejas o larvas en la colmena, 2) las condiciones de humedad y temperatura
presentes en las colmenas favorecen la multiplicacién y esporulacion de la bacteria y
pueden o no favorecer el crecimiento de B. a/lvei, el contenido de azucar del néctar
(20-30 %) y su pH 4.7-5-4 pueden producir algunos cambios en el crecimiento de
esta bacteria durante la maduracién de la miel, 3) la centrifugaciéon o extracciéon de la
miel inmadura con la presencia de abejas muertas que contienen muchas esporas de
C. botulinum y 4) aunque con el filtrado si se realiza la remocién de la materia
extrafia las esporas no son retenidas enlos filtros (Nakano e a/, 1991).

Al estudiar la incidencia de Bacillus y esporas de Clostridium en la miel
procesada en las plantas envasadoras y en los lugares de venta al detalle, Snowdon,
(1999), reporta que el 94% de las mieles muestreadas contienen de 10—100 esporas
por gramo, la mayoria de estas esporas pertenecen al género Bacillus, las espe cies
predominantes fueron Bacillus cerens, seguidas por Bacillus coagulans, Bacillus megaterium,
9 Bacillus alvei. Mientras que el 76% de las muestras contenian esporas clostridiales.

De acuerdo a los datos sefalados por Snowdon, (1999) las bacterias
principalmente encontradas en la miel son: Alkanigenes, Bacillus, Bacteridium, Bacterinm,
Brevibacterium, Clostridium botulinum, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcus,
Neisseria, Proteus, Pseudomonas y Xanthomonas.

La unica bacteria extensamente estudiada en la miel es Clostridium botulinum ya
que las esporas de esta bacteria han sido encontradas en la miel y en las colmenas;
sin embargo, se cree que el crecimiento de muchos microbios no sucede durante la
conversion del néctar a miel debido al efecto antimicrobiano del sistema glucosa
oxidasa (Snowdon, 1999). Se han generado muchos estudios sobre la sobrevivencia
de las bacterias en la miel asociando los dafios que implica la introduccién de

organismos vegetativos que causan enfermedades.
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F. Caracteristicas de las regiones apicolas muestreadas.

Debido a las diferentes climas y flora, que influye sobre la composicién de
recursos de néctar y polen, México se divide en cinco regiones apicolas bien
definidas, con diferente grado de desarrollo y variedad de tipos de mieles en cuanto
a sus caracteristicas de humedad, color, aroma y sabor; estas regiones son: Norte,
Pacifico, Golfo, Centro, Oriente y Peninsula de Yucatan.

Las muestras con las que se trabajo en este estudio provienen de las siguientes
regiones:

Region Norte. Caracterizada por la excelente miel que se produce, principalmente
de mezquite, miel extra clara ambar cuya producciéon en su mayoria se destina a un
mercado fuertemente demandante como es el de los EE.UU ( Foto 1 y 2). En
general los apicultores de esta regiéon y especificamente de aquellos ubicados en el
estado de Chihuahua movilizan sus colmenas para diversos estados de otras
regiones aunque en muchos casos solo se hace uso de los recursos naturales ahi
existente (Claridades Agropecuarias ASERCA, 2010), en las zonas montafiosas
predomina el abro (Abrus precatorius), pino (Pinus pinea), oyamel (Abies religiosa), cedro
blanco (Calocedrus decurrens) y encino (Quercus ilex), entre la montafia y la meseta,
bosque templado y matorrales, en la meseta vegetacion desértica con mezquites
(Prosopis  laevigata), agave lechuguilla, gobernadora (Lantana camara ), guayule
(Parthenium argentatum) y ocotillo (Fouguieria splendens) al centro y noroeste planicies
de pastizales. En esta region las alzas con las colmenas se transportan en charolas
salvamiel a lugares cerrados donde se extracta la miel y es envasada en tambores de
300 kg o en envases de 250 ml, 500 ml y/o 1litro cuando el productor no pretende
vender para exportacion.

Region de la costa del Pacifico. Se caracteriza por producir mieles de origen
multifloral y de mangle, siendo principalmente obscuras, aunque también se
obtienen las de color ambar y ambar clara (Claridades Agropecuarias ASERCA,
2010). En general los apicultores de esta regién hacen uso de los recursos naturales
que ahi se encuentran (foto 3), en el caso especifico del Estado de Michoacan se

observa un relieve muy accidentado, por lo que sus climas son muy variados,
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templado con lluvias todo el afio, templado con lluvias en verano, calido con lluvias
en verano y calido con lluvias escasas durante el afio. La flora es muy variada,
presentado bosques mixtos de pino (Pinus pinea), encino (Quercus ilex), fresno
(Fraxcinus americana), oyamel (Abies religiosa), parota (Eunterolobium cyclocarpum), ceiba
(Ceiba pentandra), cafe (Coffea arabia 1.), calabaza (Cucurbita pepo), cepillo (Callistennm
atrinus), cocotero (Cocos nucifera), Chile (Capsicum annum 1.), eucalipto (Eucalyptns gobulus
Labill), Gurramina (Antigonon leptopus), mango (Mangifera indica 1..) , mange (Rhizophora
mangle 1..) acacia (acacia dealbata), mirasol (Helianthus annuns) demas de extensos cultivos de

aguacate Hass, durazno (Prunus persica 1.), fresa (Fragaria vesca L. ), guayabo (Psidinm

guajava 1..) y jitomate (Lycopersicum esculentnm) (SAGARPA-COTECOCA, 1999) Los
productores de esta regién transportan en charolas salvamiel a lugares cerrados
donde se extracta la miel aunque en algunos de los casos la extraccién se realiza en
lugares que no son cerrados, la miel es envasada en tambores de 300 kg, cubetas de

19 litros o envases de 250 ml, 500 ml y/o 1litro cuando el objetivo es el mercado

regional.

Foto 1. Apiario caracteristico de la regiéon norte del México en época de cosecha.
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Foto 3. Colocacion de apiarios en el Estado de Michoacan.
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Region del Golfo. Destaca por poseer una gran produccion de miel de citricos,
miel dmbar clara producida principalmente a partir de la flor del naranjo y en
algunos de los estados acahual (Tinthonia tubeaformis) siendo esta una miel muy
apreciada en el mercado internacional. En general los apicultores de esta region
hacen uso de los recursos naturales locales pero también movilizan sus colmenas a
otras regiones del pafs (Claridades Agropecuarias ASERCA, 2010), en el caso
puntual del Estado de Tlaxcala que de acierdo a la regionalizacion de la
Organizacion Nacional de los Apicultores (foto 4 y 5), La vegetacion silvestre esta
construida por pino blanco (Pino psendostrobus), ocotes (Pinus teocote), encinos (Quercus
spp) y cedro blanco (Cupressus benthamii). En las partes medias de los cerros existe
abundante vegetacion secundaria de tipo matorral, cuyas especies mas comunes son:
sabino (Juniperus deppeana), palo dulce (Eysenbardtia polystachya), nopal (Opuntia
spinulifera), mala mujer (Wigandia wurens) tepozan (Buddleia cordata) y tlaxistle
(Amelanchier denticulata). En la parte llana de este territorio, las especies mas notorias
son: magueyes (Agave spp.), pirul (Schinus molle), tronadora (Tecoma stans), (Cassia
tomentosa), tepozan (Buddleia cordata), chacalotes (Argemone spp.), colorin (Erythrina
spp.), higuerilla (Ricinus communis), zapote blanco (Casimiroa edulis), nopal de castilla
(Opuntia ficus-indica), tabaquillo (Nicotiana glanca), jacaranda (Jacaranda wmimosifolia),
cercano a rios ailes (Alnus acuminata), ahuehuetes (Taxodium mucrunatum), sauces
(Salixc bonplandiana) y fresnos (Fraxinus uhdei) (Enciclopedia de los municipios de
México-Tlaxcala, 2008). El sistema de produccién empleado en esta region consiste
en visitar el apiario y durante las cosechas transportar las alzas sobre charolas
salvamiel a una planta de extraccioén y envasado, igual que en las otras regiones la
miel es envasada en tambores de 300 kg, cubetas de 19 litros o envases de 250 ml,

500 ml y/o 1litro cuando el objetivo es el mercado regional.

Region del Centro. Se distingue por tener mieles ambar y ambar clara, consistencia
tipo mantequilla, que por su presentacién tiene mucha demanda del mercado
europeo, su origen floral es el acahual y la aceitilla. En general los apicultores de esta
region emplean los recursos naturales locales pero algunos realizan la movilizacién

de sus colmenas a otras regiones productoras del pais (Claridades Agropecuarias
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ASERCA, 2010), para este estudio se trabajo con muestras del Estado de México
(foto 6 y 7) que se caracteriza por tener una amplia variedad de flora, el arbol que
ha proliferado es el piral (Schinus sp), debido al clima y tipo de suelo es muy comun
las diversas variedades de nopal (Opuntia sp) y maguey (Agave sp), asi como cactus
organos ( Pachycereus marginatus ), diversos tipos de biznagas, de las flores y otras
plantas las mas comunes son el girasol mexicano (I7thonia rotundifolia), el mirasol
(Helianthus annuus), acahual (Bidens sp), nabo (Brassica sp), jaramao (Erysimum officinale)
, en las sierras especies de Pino (Pinus sp) , encino (Quercus ilex), cedro blanco
(Calocedrus  decurrens), oyamel (Abies religiosa) en los wvalles diversas especies de
Pastizales, ocotillo y huizaches (Enciclopedia de los municipios de México-Estado
de México, 2008). El sistema de produccién que se emplea en esta regién consiste en
realizar visitas al apiario y cuando se llega la hora de la cosecha el apicultor lleva sus
alzas con miel alzas a lugares de extraccion y envasado cerrados, la miel extractada

se envasa regularmente en envases de 19 litros y de 250 ml, 500 ml y/o 1litro.

Foto 4. Revisién de apiario localizado en el Estado de Tlaxcala
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Foto 7. Revisién de Apiario en Estado de México.

Region Sureste o Peninsula de Yucatin. Importante por su volumen de
produccién de miel y por ubicar a la mayor parte de los apicultores del pafs. La nziel
de esta zona goza de gran prestigio nacional e internacional, se caracteriza por tener
su origen en floraciones tnicas, como son la de dzidzilché y de tajonal (Claridades
Agropecuarias ASERCA, 2010). La miel que se recolecta en la Peninsula de Yucatan
proviene de 40 especies meliferas distintas segin investigaciones realizadas por
Villanueva (2001) las principales especies visitadas segun los resultados de estas
investigaciones son: tahonal (I7guiera dentata), chechem (Metopium browner), dzidzilché
(Gymnopodium floribundum), chaka (Bursera simaruba), kaan-chunub (Thoninia canesceras),
sak-piixoy (Trema micrantha), tzalam (Lysiloma latisilignum), entre otras. Pocos
apicultores (menos del 6%) cambian sus apiarios para aprovechar floraciones
diferentes, los apiarios estan instalados a una distancia de mas de los cinco
kilémetros de la casa (mas del 60%) (foto 8 y 9) esto porque el monte mds cercano o
sus milpas estan alld (Echazarreta, 1999). En el mercado local es comunmente
seleccionada como miel clara y oscura aunque se considera con mayor demanda la

miel ambar clara de supuesta mejor calidad entre los consumidores la cual se

25



atribuye principalmente de origen al dzidzilché (Gymnopodinm floribundum). Del mes
de enero a marzo el tajonal (I7guiera dentata) es la especie mas recurrida por las
abejas. En este mismo mes la miel de dzidzilché (Gymnopodium floribundum) es
registrada en la produccién. De abril a mayo las arbéreas como el tzalam (Lysiloma
latisiliguum) y Jabin (Pisciria piscipula) son las mas visitadas por las abejas. L.a cosecha
de miel de noviembre a diciembre es de origen de enredaderas. Se calcula que la
produccién en estos meses alcanza hasta los 500 kilogramos en promedio por afio
(Echazarreta, 1999). Los apicultores se encuentran organizados en grandes
asociaciones, a diferencia del resto de la Republica, en que las asociaciones son muy
pocas y dispersas y realizan el proceso de extraccion en campo no en lugares
cerrados, la miel es acopiada en centros de acopio donde se homogeniza y es

envasada en tambores de 300 kg, que regularmente son para la exportacion a paises

€uropeos.
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Foto 9. Revision de apiario en el Estado de Yucatan.

G. Caracteristicas de Calidad de la Miel en México y a Nivel Internacional

Pineda (2006) sefiala que la miel es el resultado de la conjuncién de dos
factores: el trabajo de las abejas para producirla y la intervencién del hombre para
extraerla de la colmena y ponerla a disposicion del consumidor. En consecuencia, el
apicultor debe ser capaz de conservar integras las caracteristicas del producto para
ofrecerlo tal como lo ha obtenido de las abejas. En este sentido, la calidad de la miel
se determina mediante la evaluacién de caracteristicas fisico-quimicas, sensoriales,
microbiolégicas y polinicas.

En México, como en otros paises, la miel que se comercializa debe cumplir
diversas normas de inocuidad y calidad mediante las cuales se compruebe que el
producto no se encuentra contaminado con residuos toéxicos provenientes de
antibidticos, plaguicidas pesticidas insecticidas o adulteraciones con otros azucares

como el jarabe de fructuosa; para el control de todo este tipo de sustancias el

Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) de
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la Secretarfa de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) desde 1998 ha llevado a cabo el Programa de Monitoreo y Control de
Residuos téxicos en miel en coordinacién con el Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal (CENAPA) dentro de los Servicios en Sanidad
Agropecuaria; con este programa de control ha sido posible continuar con la
exportacion a paises de la Unién Europea (UE) principalmente paises como
Alemania.

Por otro lado, existen diversas instituciones que trabajan de manera directa
con el apicultor en busca de la mejora en practicas de produccién y manufactura de
la miel, tales como, el programa Nacional para el Control de la Abeja Africana con
sus respectivas coordinaciones estatales, los comités estatales de fomento y
proteccioén pecuaria, el sistema producto miel de orden nacional y estatal, el consejo
nacional agropecuario y otras instituciones académicas o asociaciones civiles que
trabajan de manera coordinada conla SAGARPA-SENASICA.

Actualmente, las disposiciones internacionales en materia de calidad e
inocuidad alimentarias propuestas por la Organizacion de las Naciones Unidas
(ONU) para la Organizacion de Agricultura y Alimentacion (FAO, por sus siglas en
inglés) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a través del Codex
Alimentarius y la Union Europea (UE), recomiendan la aplicacién de estrategias
orientadas a lograr alimentos de mayor calidad sin riesgo para la poblaciéon. Los
esfuerzos que México ha estado haciendo para mejorar la producciéon de los
alimentos y monitorear la calidad deben ser tomados en cuenta y continuar
impulsandolos para ampliar la competitividad en este sector ante las posibilidades de
intercambio comercial que se enfrentan y sobre todo por lo importante que es
preservar la salud humana (Caballero, 2009).

Se sabe que desde hace 50 afos la miel mexicana ha sido comercializada en
los mercados de Europa, Estados Unidos, Arabia Saudita y Japon gracias a que es
considerada una de las mieles con mayor calidad y de las mejor cotizadas en el
mundo. Esto propicié que el Gobierno Federal a través de SAGARPA-SENASICA

implementara el Programa Nacional de Inocuidad y Calidad de la Miel, buscando el
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empleo de las Buenas Practicas de Produccién y Manufactura de la miel para
garantizar la calidad e inocuidad de la miel mexicana en el mercado mundial, por
otro lado también se ha trabajado en el desarrollo del programa de trazabilidad
mediante el cual los productores, envasadores, acopiadores y exportadores
adquieren una Identificacion de Registro mediante el cual se pueda contar con un
padrén nacional y se cuente con informacién productiva que pueda ser presentada a
los compradores mundiales de este producto ante la presencia de alertas sanitarias
donde se requieran establecer procesos de rastreabilidad o recolecciéon de productos
contaminados.

La Comisién Internacional de la miel reporta que existen diversos criterios de
calidad que se toman como estandares de control internacional para evaluar la
calidad de la miel. El Cuadro 4 presenta de forma comparativa los parametros
permitidos por la Comision de la Unién Europea, el Codex Alimentarius y
regulacion nacional presentada en la Norma Mexicana de Miel (NMX-F-036-
NORMEX-2006).

29



Cuadro 4. Parametros de calidad de la miel de acuerdo al Codex Alimentarius STAN 12-1981 (2001), el consejo de la UE directiva
2001/110/CE y la NMX-F-036-NORMEX-2006

Codex Unién NMX-F-036 NORMEX-

CRITERIOS DE CALIDAD

Alimentarius Europea 2006

Humedad (%/100 g)

Contenido aparente de azucar reductor
(% de azucar invertido en 100

Contenido apatente de sacarosa (g/100 g)
Solidos insolubles en agua

Minerales (cenizas)

Conductividad eléctrica

Acidez

Actividad de diastasa (de acuerdo a la escala
de Schade) !

Hidroximetilfurfural !

< 21%/100 g
> 65%/100 g
<5/100 g
<0.1¢/100 g
<0.6g/100 ¢
<8 mS/cm

<50 meq/Kg

> 8

< 60 mg/Kg

<21%/100 g
> 65%/100 g

<5¢/100 ¢
<0.1g/100 g
<0.6 /100 g

<8 mS/cm
<40 meq/Kg

> 8

= 60 mgKg

20%/100 g

< 63.8%/100 g

<5g/100 g
<0.3g/100¢g

6g/100 g

No se especifica en la norma

< 40 meq/Kg

> 8

< 40 mgKg 2
< 80 mgKg 3

1 Se consideran después de procesar y mezclar, 2 Para mieles envasadas de <6 meses y 3 Para mieles envasadas de >6 meses
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V. MATERIAL Y METODOS

A. Origen de las muestras de Miel

Para determinar el origen de las muestras se consideraron la produccién de
miel anual y las regiones productoras de miel en México. La clasificacion por
regiones productoras se hizo con base en la regionalizacién empleada por la
Organizaciéon Nacional de Apicultores (ONA) y la informacién publicada por el
Programa Nacional para el Control de la Abeja Africana. En el Cuadro 5 se presenta
la produccion estatal durante 2009 de acuerdo a la regionalizacién de la ONA de las
zonas apicolas a nivel nacional: Norte, Pacifico, Oriente, Centro, Golfo y Peninsula.

La evaluaciéon fisico-quimica se realiz6 en 79 muestras de miel procedentes
de: Chihuahua (regiéon Norte, » = 10) Estado de México (region Centro, #» = 39),
Michoacan (regiéon Pacifico, » = 10), Tlaxcala (region Golfo, » = 10) y Yucatan
(regién Peninsula, » = 10). Unicamente no se representa la region Oriente, debido a
que las muestras no fueron entregadas en tiempo y forma. Para la evaluacién
microbiolégica se utilizaron 31 muestras de miel procedentes de los siguientes
estados: Estado de México (» = 11), Michoacan (» = 10) y Yucatan (z = 10),
representativas de las regiones Centro, Pacifico y Peninsula, respectivamente
(Cuadro 5). Todas las muestras se entregaron directamente por el productor en su
envase original de venta al consumidor. Ademas, todas las muestras se identificaron

mediante los formatos incluidos en el Anexo I y II del documento.
B. Evaluacién de Parametros Fisico-quimicos

1. Determinacion de humedad

El porcentaje de humedad de la miel se cuantifico utilizando el indice de
refraccion. Para ello se colocaron las muestras directamente sobre el prisma y se
obtuvo la lectura, tomando en cuenta la correccién de temperatura. El refractémetro
se calibr6 a 20°C y a partir del factor de correcciéon se sumé el valor obtenido
directamente por la escala del instrumento, del resultado obtenido en ‘Brix se

calcul6 la humedad de las mieles analizadas (Preza de la Vega, 2007 y Juarez, 2003).
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Cuadro 5. Regionalizaciéndela produccion estatal durante 2009.

REGION (Estado y Produccion en toneladas)

NORTE 1,894 ton PACIFICO 10,705 ton ORIENTE 1,743 ton
Baja California Norte 132 Aguascalientes 460 Coahuila 232
Baja California Sur 272 Colima 346 Nuevo Leon 504
Sonora 340 Guanajuato 353 Tamaulipas 171
Chihuahua * 578 Nayarit 493 San Luis Potosi 836
Durango 572 Sinaloa 351
Zacatecas 1,603
Michoacin * 1,690
Jalisco 5,409
CENTRO 5,857 ton GOLFO 12,168 ton PENINSULA 19,817 ton
Distrito Federal 91 Morelos 1,010 Tabasco 157
Querétaro 91 Tlaxcala” 1,100  Quintana Roo 2,170
Hidalgo 841 Puecbla 2,572 Chiapas 4,270
Estado de México * 1,135 Oaxaca 3,492  Yucatin* 6,244
Guertrero 3,699 Veracruz 3,994 Campeche 6,976

“Estados considerados para el analisis fisico-quimico
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2. Determinacion de aziicares reductores totales

Los azucares reductores totales se determinaron a partir de una modificacion
del método de Lane-Eynon, el cual consiste en una titulacion de cobre (II) por cada
parte de una disolucion de miel. El método consistié en mezclar 5 ml del reactivo A
de Fehling (Sulfato de cobre (II) pentahidratado con una concentraciéon de 0.27 M)
y 5 ml del reactivo B de Fehling (Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado 1.1 M e
hidréxido de sodio 2.5 M) sobre una parrilla caliente en agitacién constante.
Después, se prepard una disolucién de miel con 0.5 g/200 ml de agua destilada, la
cual se utilizé para realizar la titulacion, utilizando para ello un potenciémetro con
electrodo de cobre. Conforme la mezcla perdié la coloracion azul se agregd azul de
metileno para indicar el punto de equivalencia. Se controlo en todo el proceso que la
temperatura no variara mas de 3 grados Por ultimo, para determinar con mayor
precision el punto de equivalencia se graficaron los datos obtenidos de las
mediciones con el potenciometro. Es importante resaltar la diferencias con otros
métodos pues con este método se conocen las concentraciones de los reactivos, se

controla la temperatura se registran los cambios enlos curvas de valoraciéon

3. Medicion de pH y determinacion de cenizas por conductividad eléctrica

La determinacién de pH en la miel se realiz6 de forma directa empleando un
medidor de pH calibrado con las soluciones amortiguadoras a pH 4y 7. Para realizar
las mediciones fue necesario disolver la miel en agua desionizada.

Con respecto al contenido de cenizas, se midi6 la conductancia en
disoluciones (0.1 g/ml) de las muestras de miel mediante un conductimetro. La
conductancia se transformé en conductividad especifica y se relacioné directamente
con el porcentaje de cenizas a través de una expresion matematica descrita en
estudios realizados por Vorwohl G. (1964) y Piazza M. et al., (1991). A cada una de
las muestras de miel se les midi6 la conductancia a temperatura ambiente y al valor
obtenido se le rest6 la conductancia del agua desionizada utilizada. A partir de esta

conductancia y del valor de la constante de celda 4¢ se calculé la conductividad
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especifica de la miel, con la cual se obtuvo el porcentaje de cenizas por despeje de la

férmula matematica propuesta por Juarez (2003) y Caballero (2009).

4. Medicion de hidroximetilfurfural (HMEF)

Para las determinaciones de HMF se colocaron en una celda electrolitica:
buffer de boratos como electrolito soporte, la disolucién de miel y diferentes
volimenes del patréon de HMF. Para cada muestra de miel se trazaron los
polarogramas correspondientes de acuerdo al método diferencial de impulsos. El
cual consiste en agregar diferentes volumenes de una disoluciéon patréon de HMF a
cierta cantidad de una muestra de miel de la que se quiere cuantificar el contenido de
HMEF. Para ello se trazé un polarograma de intensidad de corriente contra potencial
con él método de polarografia diferencial de impulsos que incluye la sefial de
corriente residual, la sefial de la muestra de miel y las sefales de los distintos
volumenes del patrén de HMF.

El procedimiento consistié en burbujear nitrégeno gaseoso en la celda que
contiene el electrolito soporte para eliminar el oxigeno disuelto en el electrolito y
mantener la atmoésfera libre de oxigeno en todo momento. Después, se trazd el
polarograma correspondiente a la corriente residual dada por el electrolito soporte
con los siguientes parametros: barrido de potencial de -700 mV a -1500 mV, con
una velocidad de barrido de 5 mV/s. El paso siguiente consistié en afiadir a la celda
un volumen de entre 1 y 2 ml de la disoluciéon de miel y obtener el polarograma. Al
final se agregaron a la celda distintos volimenes de la disolucion patrén de HMF y
se obtuvieron los polarogramas correspondientes utilizando el mismo barrido de
potencial del polarograma inicial pero a una velocidad de barrido de 2 mV/s. Una
vez obtenidas todas la curvas (residual, miel y patrén HMF), se obtuvieron las
corrientes maximas o de pico al potencial donde se presenta la sefial de reducciéon
del HMF de las curvas de la muestra y los volimenes de la disoluciéon patréon. A
cada corriente maxima se le resto el valor de corriente residual a ese potencial para
tener el valor real de corriente de las sefiales. A partir de los valores de corriente

maxima corregidos se construyo la grafica de corriente de pico contra
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concentracion, a esta grafica se le conoce como curva de adiciones patrén de HMF,
y de ella se obtuvo la ecuacién de la recta. Mediante el cociente de la ordenada al
origen y la pendiente de la recta se determiné la cantidad de HMF presente en las
muestras de miel. Todo el proceso se realiz6 de acuerdo al método descrito

previamente por Caballero (2009).

35, Evaluacion del color

La medicién objetiva del color se realizé6 mediante un colorimetro Minolta
Chroma Meter CR-310 (Minolta, Osaka, Japén). De esta forma se evaluaron los

valores de luminosidad (I*), intensidad de rojo (a*) e intensidad de amarillo (b*).

C. Evaluacién de Parametros Microbiolégicos
El analisis microbiologico contempld la comparacion entre dos métodos de
prueba; los tradicionales y un método rapido para la deteccion de microorganismos

indicadores y patogenos.

1. Métodos tradicionales para la deteccion de microorganismos indicadores

Para la evaluacién de las mieles se emplearon los métodos tradicionales que
se describen en las siguientes normas: 7) NORMA Oficial Mexicana NOM-092-
SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa;
2) NORMA Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método
para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos y 3) NORMA Oficial Mexicana
NOM-112-SSA1-1994, Bienes y servicios. Determinacién de bacterias coliformes:

Técnica del nimero mas probable.

2. Método rdpido para la deteccion de microorganismos patigenos e indicadores

Como método rapido para la deteccion de microorganismos indicadores y
patogenos en las muestras miel se emplearon placas Petrifilm (3M, México) que son
medios de cultivo en formato listo para la muestra. Estas placas han sido
construidas con base en tecnologias de adhesivos con la finalidad de permitir el

analisis microbiolégico rapido de alimentos.
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Para la determinaciéon de la poblacidon total de bacterias mesofilicas: aerobias y
anaerobias se utilizaron placas Petrifilm con un colorante indicador rojo Tricloruro de
Trifenil Tetrazolium (T'TC) que tifie a todas las colonias. Los nutrientes del medio
son los mismos que los empleados en otros métodos estandar ademas del empleo de
Goma Guar. La incubacién de estas placas se realizé entre 37°C durante 48 horas.
Para esta evaluacion se contaron todas las colonias rojas, independientemente de su
tamafo o de la intensidad de su color.

Para determinar las poblaciones de /levaduras y hongos se utilizé una cualidad de
las placas Petrifilm que cuentan con antibidticos incorporados que inhiben el
crecimiento bacteriano (Clorotetraciclina y Cloramfenicol). Las colonias de
levaduras tifien facilitando el contraste y el facil recuento. Los nutrientes del medio
son los mismos que los métodos estandar Saboraud modificado y Goma Guar. La
incubacién de estas placas se realizé entre 28°C de 5 a 7 dias. Para esta evaluacion
se considerd que las levaduras fueran identificadas como colonias azul-verdosas.

Por otra parte, el recuento de coliformes se realiz6 mediante la coloracién roja
diferencial de la placa en todas las colonias, mientras que la capa superior atrapa al
gas producido por los organismos de tipo coliforme. Es importante mencionar que
los coliformes producen colonias rojas asociadas a burbujas de gas mientras que las
colonias de bacterias no coliformes son rojas pero no estan asociadas a burbujas de
gas. Los nutrientes del medio son los mismos que en el método tradicional y Goma
Guar. La placa cuenta con una almohadilla de hule espuma y un indicador
Tricloruro de Trifenil Tetrazolium (T'TC). La incubaciéon de estas placas se realizo

entre 37 °C por un periodo de 48 horas.

D.  Adecuacion de las Técnicas para la Preparacion y Dilucion de las Muestras

Para adecuar la técnica y asegurarse de que las bacterias, hongos y levaduras
crecieran en las placas Petrifilm, se realizé6 un protocolo donde fueron inoculadas
tres muestras de manera intencional con cepas puras de Bacillus cerens y Clostridium spp
donadas amablemente por el cepario de la Facultad de Quimica de l]a UNAM. Esta
inoculaciéon contempld varias diluciones. La siembra se realizé empleando tanto los

métodos tradicionales (NOM-092-SSA1-1992, NOM-111-SSA1-1994, NOM-112-
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SSA1-1994 como las placas Petrifilm. El procedimiento se presenta de manera
detallada a continuacion:

El procedimiento utilizado para determinar el crecimiento microbiolégico y
para obtener la dilucién 6éptima para la evaluacion consistié en: a) la diluciéon de 10
mg de miel en 90 ml de agua peptonada, con un pH entre 6.7 y 7.2; b) la siembra
por duplicado de las bacterias esporuladas, para ello se emplearon cultivos puros de
cepas de E coli, Bacillus cereus y Clostridium spp en medios de cultivo tradicionales Agar
Cuenta Estandar (ACE) y en placas Petrifilm de acuerdo a las siguientes diluciones:
Bacillus cerens (1ml) de 101 hasta 106y Clostridium spp (1ml) de 10! hasta 104 ¢)
siembra por duplicado de miel control 10-3 y 10+ en métodos convencionales y en
placas petrifilm para meséfilos aerobios; d) siembra por duplicado de miel control
104 + E. coli en métodos convencionales y en placas petrifilm para coliformes; e)
incubacion de cajas petri y placas Petrifilm sembradas con Clostridium spp en jarra de
anaerobiosis a 37°C durante 48 horas y finalmente £) incubacién de cajas petri y
placas petrifilm sembradas con Baci/lus cerens y levaduras a 28°C durante 48 horas.

Estos procedimientos nos permitieron determinar la recuperacion de los
microorganismos por ambos métodos. Para los casos particulares de Clostridium spp
v Bacillus cereus en diluciones de 101 a 104 los resultados fueron incontables,
mientras que para Bacillus cerens en diluciones de 10- se contaron 6 colonias en el
medio tradicional ACE y 112 en las placas Petrifilm, a diferencia de la dilucién de
10¢ para el mismo microorganismos, en el cual se contabilizaron 2 colonias en el
medio tradicional ACE y 12 enlas placas Petrifilm.

Para el caso de la siembra en miel control con diluciones 10-3 y 10-4 tanto en
métodos convencionales como en placas petrifilm para mesofilos aerobios no se
observé crecimiento. A diferencia de la siembra de miel control en dilucién 104 +
E. coli, pues tanto en métodos tradicionales como en placas petrifilm para coliformes
se observéd crecimiento aunque solo de una colonia por método. Corroborado el
crecimiento microbiolégico se empleo la metodologia completa para el analisis de

las 31 muestras de miel, el Diagrama 1 presenta el procedimiento empleado.
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Diagrama 1.

Muestra de Miel

Pesar 30 g directoa frasco vial y disolver (1:1)
Pesar 3 g directo a un frasco vial y disolver (1:10) CONTINUAR DE FORMA IDENTICA

Medir pH en condiciones de asepsia.

Ajustar pH a 67

| | |
Meséfilos Coliformes: Hongos y levaduras:
cajas Petri / Petrifilm AC cajas Petti / Petrifilm CC cajas Petri / Petrifilm YM
| | |
Agregar medio fundido y a 45 Agregar medio fundido y a 45°C: Agregar 4cido tartarico al medio
°C: ACE para Mesofilos ABRYV, solidificar y agregar fundido y a 45°C: 1.4 mL /100 mL
r sobtecapa de medio. Agregar a cajas
Incubar por 48 horas: | 1
cajas petr%/Petrliﬁlm a 37°C Incubar por 48 horas a 37°C Incubar a 28°C por 5 a 7 dias
cajas petti/ Petrifilm en
Jarra de anaerobiosis a 37°C
|
El resto de la dilucién: APLICAR TRATAMIENTO TERMICO para detectar esporulados: 80°C/10 min. Enfriar

38




Diagrama 1.

Esporulados

Medio fundido y a 45 °C: ACE para Mesofilos

Incubar por 48 horas:
Cajasy Petrifilm a 37°C
Cajasy Petrifilm en JARRA DE ANAEROBIOSIS y a 37°C

TOTAL INCUBACION POR MUESTRA:
A 37°C: cajas de Petri y Petrifilm AC +CC
A 28°C: cajas de Petri y Petrifilm

Jarra de anaerobiosis

Revision jarra Anaeobiosis:
Cajas Petri y placas Petrifilm por muestra.
Activar sobre, cerrar e incubar.
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E. Analisis Estadistico

Para realizar el analisis estadistico de los valores de humedad, pH, HMF,
azucares reductores totales, cenizas, Luminosidad, a* (color rojo-verde) y b* (color
amarillo-azul), los datos fueron analizados mediante estadistica no paramétrica,
debido que las transformaciones no lograron homogeneizar la varianza, ademas de
que los datos no se distribuyeron de forma normal. El analisis utilizado consistié en
la prueba de Kruskal-Wallis. En caso de encontrarse diferencias significativas se
aplico la prueba de comparacion multiple de Dunn. Para el caso de la comparacion
del valor promedio de los parametros fisico-quimicos con respecto al valor de las
normas nacionales e internacionales se utilizé una prueba de rangos asignados de
Wilcoxon.

Para comparar los valores obtenidos de cada método (ACE us placas
Petrifilm) se utiliz6 la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para dos medias
independientes, ya que los datos no superaron las pruebas de distribucién normal y
de homogeneidad de varianzas.

Para el caso de la evaluacién de bacterias mesofilicas aerobias y hongos y
Levaduras se aplic6 la prueba de Kruskal-Wallis. En caso de encontrarse diferencias
significativas se aplicé la prueba de comparaciéon maltiple de Dunn. A su vez para el
caso de la comparacién del valor promedio con respecto al valor de las normas
nacionales e internacionales se utilizé6 la prueba de intervalos asignados de
Wilcoxon. En todos los casos, los valores del conteo de los microorganismos se
presenta como logio de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

El analisis de la correlacion entre los parametros fisico-quimicos vy
microbiol6gicos para las muestras evaluadas consistié en la prueba de correlacion de
intervalos p de Spearman.

En todos los casos se consider6é un valor de p < 0.05 como estadisticamente

significativo. Todos los valores se presentan como el promedio = EE.
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VI. DISCUSION Y RESULTADOS
A. Analisis Fisico-quimico
1. Humedad

En el Cuadro 6 se resumen los valores promedio del porcentaje de humedad.
Se aprecia que las mieles de Yucatin presentan el mayor contenido de agua (p <
0.05) a diferencia del resto de los estados que tienen porcentajes similares de
humedad (p > 0.05). Del total de muestras evaluadas, el 95% de las mismas
presentaron valores significativamente inferiores (p < 0.005) al 20% de humedad
establecido como limite maximo en las normas de calidad nacionales e
internacionales. Por otra parte, el 41% de las muestras evaluadas son <17% de
humedad que establecieron como limite Belitz y Grosch (1997). En general, los
porcentajes de humedad indican que la madurez y el momento de extraccion de la
miel fueron adecuados, aun en aquellas muestras obtenidas de estados
pertenecientes a regiones de clima tropical.

Bogdanov et al., 2004 sefiala que el contenido en agua de la miel es un factor
determinante de su calidad, debido a que influye en la viscosidad, peso especifico y
sabor; condicionando la palatabilidad y el sabor. Por lo tanto, la humedad es un
parametro importante en la determinaciéon de la vida util del producto cuando la
miel se encuentra cercana al 18% de agua, pues de acuerdo a los resultados de Tosi
et al., (2004) la cristalizaciéon provoca el incremento del contenido de agua de la fase
liquida y por tanto la aw, que puede alcanzar facilmente un nivel en el que puede
ocurrir la fermentacién por levaduras osmofilas. Sin embargo Terrab ez a/., (2003a y
¢) muestran valores de entre 16 y 18.5% en miel de eucalipto y Terrab ez a/ ., (2003b)

sefiala intervalos de 15.4 a 19.3% de humedad, si presencia de fermentaciéon.

2. Agziicares reductores totales (ART)

Los resultados de azucares totales de la miel permiten observar que los
valores son similares en los cinco estados, los resultados estadisticos muestran que
los valores de azucares reductores totales no presentan diferencias significativas

entre las mieles de los estados (Cuadro 7; p = 0.11). Datos publicados por Swallow y
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Low., (1990) y Terrab ez al., (2003a) reportan un porcentaje que va del 65 al 75% en
este estudio los rangos van de 61.3 a 79.1%. De manera similar Zandamela (2008)
encuentra en su trabajo sobre la caracterizacién fisico-quimica y la evaluacién
sanitaria de mieles en Mozambique, que mieles provenientes de cuatro regiones

diferentes de ese pais presentan un valor aproximado al 71.5%.

3. Cenizas

El contenido de Cenizas en la miel evaluada presentd diferencias entre los
estados de Michoacan y Yucatin que tuvieron los valores mas altos de cenizas
(Cuadro 8; p < 0.05), mientras que la miel proveniente de los estados de México y
Tlaxcala presentan el menor contenido de cenizas (p < 0.05), mientras que el estado
de Michoacan presenté valores intermedios de ceniza. Por otra parte, las muestras
evaluadas presentaron porcentajes de ceniza significativamente por debajo del valor
estipulado por la norma mexicana (0.6%, p < 0.005), excepto el estado de
Michoacan que presenté valores similares de cenizas que la referencia establecida

por la norma (p > 0.05).

4. pH

En el Cuadro 9 se presenta el analisis de los valores promedio de pH de las
muestras de miel evaluadas indicaron la existencia de diferencias entre los estados de
Chihuahua, Michoacan y Tlaxcala que tuvieron los valores mas altos de pH (p <
0.05) y el estado de México que present6 el valor mas bajo de pH (p < 0.05). Los
valores de pH en las muestras analizadas del estado de Yucatan resultaron similares
al resto de los estados. Aproximadamente 10% del total de las muestras presentaron
valores superiores a pH 4.5, reportado por Frias y Hardisson, (1992), mientras que
Balanza (2003), encontré diferencias significativas para el pH y un intervalo
reducido de los valores. Por otra parte, Pérez-Arquillué et al., (1990), encontré un
valor de pH < 4 entre las mieles de frutales de romero, zadorija y sauce de
Zaragoza. A este respecto, Frias y Hardisson (1992) mencionan que las mieles con

pH > 4.5 pueden ser indicativas de su posible origen de mielada.
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Cuadro 6. Porcentaje de humedad enlas muestras de miel de los diferentes estados.

Estado Humedad (%) Intervalo NMX (20% max)!
Chihuahua 17.68 £ 0.54 B 14.7-19.0 < 0.005
México 18.43 £0.24 B 15.7-24.4 < 0.001
Michoacan 17.87 £ 0.33 B 16.5-19.5 < 0.001
Tlaxcala 17.69 £ 0.49 B 16.9 — 21.7 < 0.005
Yucatan 19.51 £ 0.13 A 18.7-19.7 < 0.005

' Se considera un valor de 20% de humedad como maximo aceptado por la NOM.
Los valores de p indican la significancia al comparar los promedios obtenidos por
estado contra el valor establecido por la norma.

AB Literales diferentes en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Cuadro 7. Contenido de ART de las muestra de miel provenientes de los estados.

Estado ART (%)1 Intervalo  NMX (63.8 g/100g min)!
Chihuahua 743 £ 1.03 70.7 — 79.2 <0.0001
México 71.7 + 0.52 61.3—76.6 <0.001
Michoacin 70.2 + 1.03 64.6— 67.5 <0.005
Tlaxcala 71.5 + 223 70.2 — 79.2 <0.01
Yucatin 72.0 £ 1.13 62.9 - 75.6 <0.0001

! Se considera un valor minimo de 63.8 g/100 g de ART en las mieles. Los valores
de p resumen la significancia de la comparaciéon del promedio de ART comparado
con el valor publicado por la norma.
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Cuadro 8. Porcentaje de cenizas contenidas en las muestras de miel.

Estado Cenizas (%) Intervalo NMX (0.6% max)?
Chihuahua 0.14 £ 0.031 AB 0.07 — 0.44 < 0.005
México 0.11 £ 0.009 B 0.02 —0.25 < 0.001
Michoacan 0.33 £ 0.062 A 0.03 - 0.77 0.07
Tlaxcala 0.06 £ 0.007 B 0.03 —0.08 < 0.001
Yucatan 0.19 £ 0.005 A 0.15-0.21 < 0.005

! Se considera un valor de 0.6% de cenizas como maximo aceptado por la NOM. Se
muestran los valores de significancia al comparar los promedios obtenidos por
estado con respecto al valor de la norma.

AB Literales diferentes en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Cuadro 9. Valores de pH de las muestras de miel de los diferentes estados.

Estado pH Intervalo
Chihuahua 40x£0.11 4 3.6-4.5
México 3.6£0.04 8B 2.6-4.1
Michoacan 4.4 %0254 3.6-06.5
Tlaxcala 4.1£0.04 A 3.8-43
Yucatan 3.8£0.07 AB 3.7-44

AB Literales diferentes en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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5. Hidroximetilfurfural (HMF)

En el Cuadro 10 se resumen los valores promedio de HMF en las muestras
evaluados indican una mayor cantidad de HMF en el estado de Yucatan (39.6 £
5.62; p < 0.05), a diferencia del estado de Tlaxcala que presenté la menor cantidad
de HMF en las muestras (7.0 = 1.16; p < 0.05). Dos de las muestras estudiadas
presentaron valores superiores al limite maximo de 40mg/kg de HMF establecido
en las normas nacionales e internacionales. Sin embargo, ninguna de las muestras
estudiadas superd los 80 mg/kg que se considera como el limite maximo permitido
para mieles envasadas por mas de 8 meses que se establece en las normas nacionales
e internacionales. LLos resultados muestran que uUnicamente las mieles procedentes
de los estados de Chihuahua, México y Tlaxcala se encuentran significativamente
por debajo de los valores que las regulaciones exigen (40 mg/kg; p < 0.001).

Considerando que la cantidad de HMF en la miel se utiliza como un
indicador del grado de frescura (Terrab ef a/., 20032), se ha demostrado que la tasa
de formacion de HMF esta relacionada directamente con la humedad y el contenido
inicial del mismo en la miel (Shade ez @/, 1958). Por otro lado, Hadom ez a/., (1962),
referenciados por Estupifan ez al, (1998), sefialan que la acidez ejerce un efecto
positivo en la formacién del HMF, tal como se ha comprobado previamente en
mieles suizas calentadas con una baja tasa de HMF debido a su alto pH (4.5 a 5.0).
Adicionalmente, Huidobro ez al, (1984) mencionan que la concentracion de HMF
también esta relacionada con la actividad enzimatica existente, de modo que aquellas
mieles con un indice de diastasas bajo, posiblemente presentan valores altos de
HMF, lo cual serfa indicativo de una conservaciéon inadecuada. No obstante, Serra y
Gomez (1986), citados por Estupifian et al, (1998), reportan que la presencia de
altos contenidos de HMF también pueden ser indicativos de la adicién de azucar
invertido obtenido por hidrolisis quimica.

Bosch y Serra, (19806), reportan que el contenido de HMF aumenta
espontaneamente con el transcurso del tiempo a temperatura ambiente, ya que se
observé una diferencia importante en los valores de HMF de acuerdo a la

procedencia de las muestras; zonas frias o calidas. Siendo estas ultima, las que
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presentan hasta un maximo de 40 mg/kg, coincidiendo con los datos sefialados en
el pliego de condiciones pata la miel de abeja y la directiva 74/409 de la comunidad
europea. Por ello es importante que la miel no esté expuesta al sol por mucho
tiempo, ya que sufre transformaciones que disminuyen su calidad (Thun., 2005).
Ademas, la miel no debe calentarse para su extraccién o a la hora de envasarla,

debido a que pierde muchas de sus propiedades (Coe P., 2008).

6. Pardmetros de color

Los resultados de la medicion del color se han realizado de acuerdo al
espacio uniforme de color CIE L*a*b* y se presentan en el Cuadro 11. Todas las
muestras presentaron valores de luminosidad positiva ya que los valores son >0, de
acuerdo a CIE L*a*b* (1976) el parametro L* varia de 0 a 100 (0 es negro y 100
blanco). Los resultados indican que las muestras del estado de Tlaxcala son mas
oscuras, ya que el valor L* fue de 53.6 = 2.2 (p < 0.05), en contraste las muestras de
Yucatin son significativamente mas claras (p < 0.05). El resto de los estados
presenta mieles con tonalidades intermedias.

Los valores de a* (color rojo-verde) presentan diferencias entre los estados,
ya que el valor de las muestras del estado de México presenta los wvalores
significativamente mas altos (p < 0.05), mientras que las muestras de Tlaxcala tienen
los valores mas bajos de a* (p > 0.05). En algunas muestras del estado de Chihuahua
se presentaron muestras (<3%) con valor negativo de a*, indicativo de una
tendencia a la coloraciéon verde. En contraste, el resto de las muestras (97%)
presenté valores con tendencia a una coloracion roja. Ya que de acuerdo a los
valores del espacio de color L* a* b* (CIE 1970), si el valor de a* es >0 el color es
rojo y si es < 0 el color es verde.

Los valores promedio de b* (color amarillo-azul) muestran diferencias entre
los estados (p < 0.05). Todas las muestras estudiadas presentaron color amarrillo de
acuerdo con los valores del espacio de color L* a* b* (CIE 1976). Si el valor de b*
es >0 el color es amarillo y si el valor es < 0 el color es azul. Los resultados
muestran que los valores de b* en la miel del estado de México son mayores al resto

de las muestras estudiadas (p < 0.05).
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Cuadro 10. Contenido de HMF en las muestras de miel provenientes de los estados.

Estado HMF (mg/kg) Intervalo NMX (40 mg/kg max)!
Chihuahua 17.1 £ 2498 7.79 — 25.83 < 0.0001
México 12.1 £ 1.25BC 1.22 —30.06 < 0.001
Michoacan 26.8 £ 7.05 AB 4.14 — 68.24 0.095
Tlaxcala 7.0+ 1.16 € 2.35-13.78 < 0.0001
Yucatin 39.6 £ 5.62 A 19.3-61.0 0.955

! Se considera un valor de 40 mg/kg de HMF como maximo aceptado por la NOM.
Valores de p obtenidos de la comparacion estadistica de los promedios obtenidos

por estado con respecto al valor de la norma.

AB Literales diferentes enla columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Cuadro 11. Parimetros de color de las muestras de miel de acuerdo a la medicién

del espacio uniforme de color CIE L*a*b*

Estado Valor L* Valor a* Valor b*
Chihuahua 393+ 1.6¢8 3.1+0.9BC 114+ 20408
México 432+ 128 44+0447 199+ 124
Michoacan 332+ 1.2¢D 40+1.248 6.0*+1.08B
Tlaxcala 53.6 224 25+0.2¢ 19.0 £ 0.9 A
Yucatan 292+1.1D 41+1348 39+198

AB Literales diferentes en las columnas indican diferencias significativas (p < 0.05).
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B. Evaluacién Microbiologica

1. Mesofilicos aerobios

El Cuadro 12 muestra que los resultados obtenidos de la evaluacién realizada
a las mieles de los estados de México, Yucatan y Michoacan empleando un método
tradicional (medio ACE) y un método rapido (Petrifilm 3M) se encuentran
significativamente (p < 0.005) por debajo de los valores permitidos por las
regulaciones nacionales e internacionales (NMX-F-036-NORMEX-2006 y Codex
Aimentarius de la miel). Por tanto, la baja contaminacién por microorganismos
mesofilicos aerobios es indicativo de un adecuado manejo microbiolégico de la miel,
aunque no existe relaciéon con la posible presencia de gérmenes patégenos (Pascual,
1992). Los resultados del estado de Yucatan posiblemente se relacionan con los
sistemas de extracciéon de la miel en Yucatan, en donde el 100% de los apicultores
extracta en campo y transporta su producto en envases de segundo uso lo que
puede ser una fuente de contaminaciéon por manipulacién inadecuada durante la
recoleccion, procesamiento y almacenamiento de la miel, (Efem., ¢z 4/, 1992).

La comparacién por cada método se resume en el Cuadro 13 que demuestra
diferencias significativas unicamente para el método tradicional entre los promedios
de los tres estados, ya que los valores de las bacterias mesofilicas aerobias de
Yucatan son significativamente mas elevados (p < 0.05), aunque Michoacan presenta
valores similares a los dos estados (p > 0.05), mientras que en México el conteo de
estos microorganismos es el mas bajo (p < 0.05). La comparacién entre métodos
nos muestra que no se presentaron diferencias en los conteos registrados por cada
método (p > 0.05). Ademads, los conteos realizados en cada método presentaron una
correlacion alta (r > 0.75; p < 0.05), resultados que indican una alta consistencia
entre los conteos realizados por ambos métodos.

Es importante considerar que los recuentos de bacterias mesofilicas aerobias
en las mieles pueden variar de 0 a 1000 microorganismos por gramo dependiendo

de la frescura de la miel, época de cosecha y técnicas utilizadas para esta (Snowdony

Cliver, 1996).
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Cuadro 12. Comparacién del promedio de cuenta aerobia por ambos métodos en

contra de la NMX.

ACE placas Petrifilm
Estado
Promedio * EE vs NMX1 Promedio + EE vs NMX1
México 0.63 + 0.23 »=0.0033 0.11 = 0.20 »=0.0038
Michoacan 0.93 +0.23 » =0.0058 1.30 £ 0.30 » =0.0081
Yucatin 1.59 + 0.24 »=0.0021 1.85 £ 0.16 » =0.0059

! Se considera el valor de log 1000 UFC/g como patametro de las normas para la
comparacion contra los promedios obtenidos de cada uno de los métodos.

Cuadro 13. Comparacién de los conteos de bacterias mesofilicas aerobias por cada
tipo de método (tradicional ACE y placas Petrifilm).

Método’ Comparacion entre métodos
Estado
ACE Petrifilm Mann-Withney Correlacion
México 0.63 = 0.23B 0.11 = 0.20 p=0.62 t=0.76 (p <0.05)
Michoacan 0.93 = 0.2348  1.30 = 0.30 p=0.32 r=0.78 (p <0.05)
Yucatin 1.59 £ 0.244 1.85 £ 0.16 p=0.51 r=0.76 (p <0.05)
» <0.05 »=0.082

! Se considera el valor de log 1000 UFC/g como parametro de las normas para la
comparacion contra los promedios obtenidos de cada uno de los métodos.
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2. Hongos y levaduras

El cuadro 14 demuestra que los resultados obtenidos del conteo de hongos y
levaduras en ambos métodos fue significativamente inferior al parametro establecido
por la norma (100 UFC/g; p < 0.005), excepto para el estado de México en los
conteos realizados por el método de placas Petrifilm que presenté conteos nulos.
Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los datos reportados por
Snowdon, (1999) y Pascual y Calderén (2000), donde por cada 50 muestras de miel
envasadas para la industrializacion, inicamente 10 contienen niveles detectables de
levaduras, presentando conteos finales que no exceden las 100 UFC/g debido a un
almacenamiento adecuado, evitando con ello la fermentacién.

Por otra parte, los resultados del Cuadro 15 nos indican que los conteos
obtenidos entre estados difieren significativamente sélo para el método de placas
Petrifilm, en el cual Yucatin presenta los conteos mas altos (p < 0.05). La
comparacion de los conteos entre métodos no resultaron significativas (p > 0.05),
ademas solamente para Michoacan se presenté un coeficiente de correlacion
positivo (r =0.78; p < 0.05) entre ambos métodos de conteo.

Los resultados obtenidos para el estado de Yucatin posiblemente se
relacionan con los sistemas de extraccién de la miel en Yucatain donde los
apicultores extractan en campo transportando su producto en envases y la
manipulacion es inadecuada durante el procesamiento y almacenamiento de la miel,
(Efem., ez al, 1992). Por otro lado, considerando los estudios de Zandamela (2008)
tenemos que tomar en cuenta las condiciones de produccién y su relaciéon con el
clima, ya que la predominancia de climas tropicales y subtropicales himedos podria
favorecer al crecimiento de mohos y levaduras. También es importante considerar
que a pesar de los valores bajos de pH y actividad de agua de la miel, los mohos y
levaduras, al contrario que la mayor parte de los microorganismos, pueden

desarrollarse utilizando los azicares presentes como fuente de energfa (Mossel et al.,

2003).
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Cuadro 14. Comparaciéon del promedio de Hongos y Levaduras por ambos

métodos en contra de la NMX (100 UFC/g).

Saboraud placas Petrifilm
Estado
Promedio + EE s NMX Promedio + EE s NMX
México 0.23 +0.14 » =0.0048 0.00 = 0.00 N/A
Michoacin 0.21 £ 0.16 » =0.0036 0.05 £ 0.05 » =0.0027
Yucatan 0.27 £ 0.12 » =10.0025 0.48 + 0.10 » =0.0048

Cuadro 15. Comparacidén de los valores promedio obtenidos vs la media hipotética
delog 100 UFC/g (igual a 2) mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

Método Comparacién entre métodos
Estado
Saboraud Petrifilm Mann-Withney Correlacion
México 0.23 £0.14 0.00 £ 0.008 N/A N/A
Michoacan 0.21 £ 0.16  0.05 £ 0.058 p=0.54 r=10.78 (p <0.05)
Yucatan 0.27 £0.12 0.48 = 0.102 p=0.21 r=-0.04 (p > 0.05)

»=0.67  p<0.0001

N/A: no aplica
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3. Bacterias esporunladas aerobias y anaerobias

El cuadro 16 muestra los conteos de esporulados aerobios. Para el método
tradicional ACE no se encontraron diferencias significativas en los conteos de
esporulados aerobios (p > 0.05). En contraste, para las placas Petrifilm la prueba
encontré diferencias significativas para los conteos, ya que Yucatan presentd los
valores mas altos (p < 0.05). No se encontraron diferencias entre los conteos
realizados por ambos métodos (p > 0.05), mientras que la consistencia entre los
conteos del método tradicional y el método rapido presenté coeficientes de
correlacion altos para los conteos del estado de México y Yucatan (r > 0.8; p <
0.005). En las mieles de Michoacan no se presenté un coeficiente de correlacion
significativo (r = 0.41; p > 0.05).

Por otra parte, los conteos de esporulados anaerobios del Cuadro 17 indican
que unicamente fueron diferentes para el método tradicional, en el cual los conteos
mas altos se ubicaron en el estado de Yucatan (p < 0.05), en contraste los valores
mas altos de organismos anaerobios se presentaron en el estado de México (p <
0.05). En general nuestros resultados demuestran que después de calentar las
muestras a 80°C se presenta un recuento bajo de bacterias esporuladas anerobias.
Sin embargo, esto no indica que no exista la posibilidad de encontrar C. botulinum en
las mieles comercializadas en estos estados, ya que esta bacteria se encuentra en
suelos. En este contexto, estudios similares llevados a cabo en Espafia y Finlandia
con un mayor nimero de muestras y usando las técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) resultaron efectivas en la recuperacion de
la bacteria (Martins., ef a/, 2003). L.a comparacién de los conteos entre los métodos
indico la existencia de diferencias entre ambos métodos para el estado de México (p
< 0.05), a diferencia de los estados de Michoacan y Yucatan que presentaron
conteos similares (p > 0.05) entre los dos métodos utilizados en la evaluacion. Con
respecto a la correlacion existente entre ambos métodos, el estado de México no
mostré dicha tendencia, mientras que para el resto de los estados la correlacion

resulté alta y significativa (r > 0.6; p < 0.05).
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4. Bacterias coliformes totales

En ninguna de las muestras analizadas se detect6 la presencia de bacterias
coliformes totales, resultado observado en la evaluacién por el método tradicional y

por el método de placas de Petrifilm.

C. Andlisis de Correlacidn entre los Parametros Evaluados

En el Cuadro 18 se presentan las correlaciones correspondientes a los
parametros fisico-quimicos evaluados en las muestras de miel provenientes de los
cinco estados. Como se aprecia el contenido de cenizas esta correlacionado
positivamente con HMF y pH (r > 0.4; p < 0.0001), mientras que éste mismo
parametro se correlaciona negativamente con los valores de b* y L* (r < -0.6; p <
0.0001). Al parecer el contenido de HMF en las mieles de los estados afecta el
color, ya que se determiné una correlacion negativa (r < -0.4; p < 0.0001) entre este
parametro y los parametros de color L*b*. De igual forma, el valor de pH se
relaciona negativamente con los parametros de color a*b*.

Por otra parte, en los Cuadros 19 (bacterias esporuladas aerobias), 20
(bacterias esporuladas anaerobias), 21 (bacterias mesofilas aerobias) y 22 (hongos y
levaduras) se resumen tnicamente las correlaciones significativas que se encontraron
entre los parametros fisico-quimicos y el crecimiento de los diferentes tipos de
microorganismos mencionados.

En el Cuadro 9 se aprecia que el crecimiento de bacterias esporuladas
aerobias esta correlacionado positivamente con el contenido de HMF, el porcetaje
de humedad y la cantidad de cenizas (r > 0.35; p < 0.05). En contraste, el
crecimiento bacteriano afecta de forma negativa la coloracién de la miel. Estos
resultados unicamente se encontraron cuando las muestras de miel se evaluaron en
placas Petrifilm. Resultados similares a los descritos previamente se presentaron
para las bacterias esporuladas anaerobias, las bacterias meso6filas anaerobias y los
hongos y levaduras (Cuadro 20, 21 y 22 respectivamente). Sin embargo, en algunos
casos las bacterias que se cultivaron mediante el método tradicional tuvieron
correlaciones similares con los parametros fisico-quimicos que aquellos que se

presentan enlas placas Petrifilm.
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Cuadro 16. Comparacién de los conteos de bacterias esporuladas aerobias
considerando un método tradicional ACE y un método de detecciéon rapida

Petrifilm.
Método Comparacion entre métodos

Estado

ACE Petrifilm Mann-Withney Correlacion
México 0.74£0.19 1.05£0.138 »=0.28 r=0.41 (p > 0.05)
Michoacan 0.74 £0.18 1.07 £ 0.248 p=0.37 r=0.91 (» <0.001)
Yucatin 1.45+£0.26 1.7 £0.247 p=0.57 r=0.81 (»p <0.005)

p>0.05 »<0.001

Cuadro 17. Comparacién de los conteos de bacterias esporuladas anaerobias
considerando un método tradicional ACE y un método de detecciéon rapida

Petrifilm.
Método Comparacion entre métodos
Estado
Mann-
ACE Petrifilm Correlacion
Withney
México 0.39 £ 0.14 8 0.96 £ 0.16 »<0.05 r=0.04 (p > 0.05)
Michoacan 0.85 + 0.23 A8 1,38 £ (.33 p=0.22 r=0.62 (p > 0.05)
Yucatan 1.42 £ 0.24 A 1.63 £ 0.21 p=0.51 r=0.86 (p <0.005)
p <0.05 »=10.0951
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Cuadro 18. Correlacién entre parametros fisico-quimicos para las muestras
analizadas.

Variable (log) porVariable (log) Coeficiente de correlacion  Valor p

HMF 0.43 <0.0001
pH 0.42 <0.0001
Cenizas L* 0.70 <0.0001
b* 0.66 <0.0001
HMF -0.45 <0.0001

L*
b* 0.81 <0.0001
pH 0.31 <0.0207

a*
ART -0.24 <0.0369
HMF 0.46 <0.0001
b* pH 0.4 <0.0001
a* 0.40 <0.0005
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Cuadro 19. Correlacion entre parametros fisico-quimicos y bacterias esporuladas
acrobias.

log (UFC/g) porVariable (log) Coeficiente de correlacion  Valor p

Humedad 0.41 <0.0191
Esporulados HMF 0.35 <0.0492
aerobios Cenizas 0.41 <0.0197
(petrifilm) L* -0.51 <0.0031
b* -0.45 <0.0095
Esporulados
aerobios L* -0.41 <0.0193
(ACE)

Cuadro 20. Correlacién entre parametros fisico-quimicos y bacterias esporuladas
anaerobias.

log (UFC/g) porVariable (log) Coeficiente de correlacion  Valor p

Humedad 0.39 <0.0285
Esporulados HMF 0.45 <0.0093
anaerobios Cenizas 0.39 <0.0285
(petrifilm) IL* -0.45 <0.0093

b* -0.48 <0.0095

Humedad 0.46 <0.0092
Esporulados

Cenizas 0.46 <0.0092
anaerobios

IL* -0.53 <0.0017
(ACE)

b* -0.57 <0.0007
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Cuadro 21. Correlacion entre parametros fisico-quimicos y bacterias mesofilicas
aerobia.

log (UFC/g) porVariable (log) Coeficiente de correlacion  Valor p

Humedad 0.38 <0.0312
Cuenta

Cenizas 0.39 <0.0213
aerobia

IT* -0.35 <0.0485
(petrifilm)

b* -0.37 <0.0430
Cuenta IL* -0.41 <0.0201
aerobia

b* -0.38 <0.0344
(ACE)

Cuadro 22. Correlacion entre parametros fisico-quimicos y Hongos-Levaduras.

log (UFC/g) porVariable (log) Coeficiente de correlacion  Valor p
Humedad 0.50 <0.0037
Hongos y HMF 0.45 <0.0093
Levaduras Cenizas 0.51 <0.0041
(petrifilm) L* -0.65 <0.0001
b* -0.66 <0.0001
Hongos y Humedad 0.35 <0.0471
Levaduras
(ACE) Cenizas 0.35 <0.0471
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VII. ESTUDIOS ADICIONALES EN MIEL.

1) Curso sobre melisopalinologia impartido por el instituto de Geologia UNAM.

Como parte de la ampliacion de los conocimientos en las caracteristicas de
calidad en las mieles, se asisti6 al curso sobre melisopalinolgia impartido en el
Instituto de Geologia de la UNAM donde fue posible conocer los métodos
empleados para la identificacion de polen en mieles, la forma en que deben ser
procesadas estas para su posterior descripcion e identificacion.

La rama de la palinologia que comprende el estudio de los granos de polen
contenidos en la miel, las cargas de polen y el alimento larval, se conoce como
melisopalinologia, y contribuye a identificar los recursos florales-polen y néctar-
explotados por las diferentes especies de abejas (Martinez Hernandez., ez a/ 1993)

Tradicionalmente la melisopalinologia ha sido util en la determinacidon del origen
botanico y geografico de las mieles y cargas de polen de interés comercial, con el fin
de controlar la calidad, ademas de llegar a conocer las estrategias de pecoreo de las
abejas, la melisopalinologia contribuye a conocer la biologia de las abejas y su papel
como polinizadores de ciertas plantas proporcionandonos una idea global de las
interacciones entre plantas y abejas sobre un periodo preciso, informacién de vital
importancia para entender la dinimica de los ecosistemas terrestres (Martinez

Hernandez., ez a/ 1993).

2) Estancia académica en el Departamento de Biologia Vegetal y Ecologia de la

Facultad de Biologia en la Universidad de Sevilla, Espana.

Durante la estancia en el Departamento de Biologia Vegetal se realiz6 una
evaluacion melisopalinolégica de mieles procedentes del Estado de México, los
métodos empleados para este procedimiento se presentan en el Anexo I de este
documento.

El analisis melisopalinolégico considero muestras de miel procedentes de 7
Municipios del Estado de México; Municipio de Otzoloapan localidad El Calvario
(1), Municipio de Ixtapan del Oro localidad La puerta(2), Municipio Villa de Allende

58



localidades de San Miguel, Cerro de Guadalupe, San Juan Buena Vista, Barrio de
San Miguel (3), Municipio de Zacazonapan (4), Municipio de Santo Tomas localidad
San Pedro el Grande (5), Municipio de Malinalco (6) y Municipio de Otzolotepec
Localidad de Jilotzingo (7).

Para realizar estas practicas se obtuvieron 25 muestras de miel qu furon
proporcionadas directamente por los apicultores contactados y visitados mediante la
Coordinacion del Programa para con el Control de la Abeja Africana de Estado de
México y la Coordinacién Estatal de Inocuidad Pecuaria del Comité de Fomento
Pecuario del Estado.

Previo al andlisis en el laboratorio, cada muestra fue registrada anotado el
municipio y localidad, considerando el geoposicionamiento (GPS) de cada uno de
los apiarios, fecha de la cosecha en que fue obtenida la muestra, nombre del
apicultor y el posible origen botanico de acuerdo a la opiniéon de éste, Anexo 1L

Por otro lado, se elabor6 una base de datos que contiene la informacién de la
colecta de especies vegetales que se realizé en los alrededores de los apiarios de
donde se obtuvieron las muestras, la base de datos considera el nombre del
municipio y localidad, el nombre del apiario, la manera comin en que se llama a las
especies vegetales colectadas y una fotograffa de cada una de ellas. Todas las
muestras fueron obtenidas mediante extracciéon por centrifugado manual o eléctrico
y colocadas en frascos PET de 250 gr.

Posterior a la colecta, las muestras fueron almacenadas a 4°C y se llevaron al
laboratorio de Quimica Analitica, porteriormente fueron enviadas al Departamento
de Biologia Vegetal y Ecologia de la Facultad de Biologfa en la Universidad de
Sevilla Espafia donde se realizaron las practicas para el andlisis melisopalinologico.

Después de la preparacién de las muestras se procedio a la evaluacion cualitativa;
durante esta primera fase ha sido posible la identificacién de los tipos de granos de
polen predominantes en las muestras, el Anexo III presenta algunas imagenes

obtenidas en este trabajo.
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Como parte secuencial de esta primera fase, en estudios posteriores a esta tesis
se presentara la cuantificacion de los tipos polinicos por muestra con la finalidad de
dar a conocer los resultados completos de la evaluacion.

Este primer ejercicio permitié conocer la metodologia y el tiempo requerido para
la evaluacién melisopalinoldgica de las muestras, pues en México asi como en otros
paises es valioso considerar el empleo de este tipo de analisis pues permite la
caracterizacion de las mieles de acuerdo a su origen botanico, representa una
oportunidad de valor agregado al producto y provee informacién trascendental

cuando se trabaja en el establecimiento de una denominacién de origen.
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VIII. CONCLUSIONES

Los valores medios de humedad de la miel muestran que son similares en 5
estados y con mayor variabilidad en Yucatin que presentd valores superiores al
resto. Del total de muestras el 95% presentaron valores inferiores al 20%
establecido como limite maximo general en las Normas de calidad nacional e

internacional.

Los valores promedio de las cenizas de los diferentes estados muestran
alunas diferencias entre ellos, Chihuahua, Michoacan y Yucatin presentan
diferencias significativas a los valores encontrados en las mieles de Tlaxcala y Estado
de México; sin embargo, El 98% de las muestras evaluadas presenta valores de
Cenizas inferiores al 0.6% establecido como limite maximo general en las Normas

de calidad nacional e internacional.

Los valores promedio de hidroximetilfurfural (HMF) en las muestras de los
cinco estados evaluados muestran que los valores mas altos los presenta el Estado
de Yucatan. Del total de las muestras estudiadas, dos (5.12%) presentaron valores
superiores al limite maximo de 40mg/kg de HMF para mieles en general,
establecido en las normas nacionales e internacionales. Los valores de HMF de
mieles procedentes de los estados de Tlaxcala, Chihuahua y Estado de México son
significativamente diferentes de los valores que las regulaciones exigen (40 mg/kg)

estando estos por debajo del valor establecido.

Los valores promedio de a* de las mieles de los estados son poco diferentes y
con mayor variabilidad en el estado de Chihuahua sefialando una tendencia a
coloraciéon verde. Solo una muestra (2,56 %) del total de las muestras presentd

valores negativos, el resto (97.43 %) indica una tendencia a coloracién roja.

Los valores promedio de b* de las mieles de los diferentes estados evaluados

muestran alguna diferencia con mayor variabilidad en Yucatan. Todas las muestras
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estudiadas presentaron color amarrillo aunque las mieles del Estado de México son

significativamente superiores al resto de las muestras estudiadas (p < 0.05).

Los conteos de microorganismos mesofilicos aerobios se encuentran
significativamente (p < 0.001) por debajo de los valores permitidos a nivel nacional e
internacional (log 1000 UFC/g) para los tres estados. Sin embargo, en Yucatin se

presentaron los conteos mas altos entre los estados (p < 0.05).

La evaluacién de hongos y levaduras presento mayores conteos en las mieles
provenientes del estado de Yucatan (p < 0.05). No obstante, los conteos obtenidos
resultan inferiores al parametro establecido a nivel nacional e internacionalmente
(log 100 UFC/g; p < 0.001), los resultados sugieren que los valores elevados de
microorganismos de las mieles de Yucatan se relacionan con los métodos de

extraccion tradicionales que se utilizan en esa entidad.

Los valores de bacterias esporuladas anaerobias fueron similares para las
mieles de los tres estados (p > 0.05). Y el recuento de coliformes resulté negativo en
todas las muestras. Se encontré una correlacién significativa entre el porcentaje de
humedad y el crecimiento de los diferentes microorganismos estudiados, mientras

que el valor de pH no se correlaciona con el crecimiento bacteriano.

Todas las muestras analizadas cumplen con las especificaciones
microbiolégicas nacionales e internacionales para mesofilicos aerobios, hongos y
levaduras, lo cual permite considerar que tienen un manejo adecuado y bajo riesgo
de presencia de patégenos. Debido a lo importante que resulta el manejo de este
producto durante su produccién, cosecha, extraccion, envasado y almacenamiento
es indispensable establecer programas de capacitaciéon para la implementaciéon de
Buenas Practicas de Produccion, Manejo y envasado de la miel con la finalidad de

aseurar la calidad e inocuidad del producto.
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El empleo de nuevos métodos para la evaluaciéon de parametros fisico-
quimicos como el HMF permite un analisis rapido del producto y puede hacer

posible la reduccién de costos por la evaluacion.

El uso de métodos rapidos para la detecciéon de microorganismos permite
una buena recuperacion, reducciéon de tiempos en el analisis ademas de la

disminucién de los recursos materiales y econémicos.

Es importante promover el desarrollo y empleo de métodos de andlisis que
permitan al apicultor y envasador de miel obtener resultados confiables, rapidos y
con costos accesibles pues esto permitira la generacién de informacién real que

pueda ser empleada enlos procesos de etiquetado.
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ANEXOS

Anexo I. Metodologia empleada para realizar la preparacion de muestras para su
evaluacion.

Para realizar la valoracion de la importancia de la mielada frente al néctar como
materias primas de la miel de las localidades estudiadas, en este trabajo de ha
seguido la metodologfa empleada por Terrab ez a/, 2003' mediante la cual ha sido
necesario elaborar preparaciones microscopicas en las que todos los elementos de
origen botanico estén preservados.

Por tal razén a partir de las 25 muestras de miel se elaboraron preparaciones
microscopicas al natural (sin acetodlisis). Estas preparaciones no fosilizadas se
emplearon para estimar con ayuda de un microscopio 6ptico (el nimero absoluto
de granos de polen y de elementos indicadores de mielada contenidos en 10 g. de
miel (analisis cuantitativo).

Para la identificacion de los tipos polinicos se elaboraron preparaciones acetolizadas
a partir de las 25 muestras de miel colectadas, estas preparaciones se emplean para
identificar al microscopio 6ptico (M.O) los tipos polinicos presentes y determinar
respectivas frecuencias de aparicién (analisis cualitativo). Siguiendo la metodologia
empleada por Terrab ez @/, 2003'; si en una preparacién acetolizada del sedimento
de una miel aparecieron restos de exina o granos de polen colapsados hasta tal
punto en que su identificaciébn y recuento fue imposible, se recurrié6 a las
preparaciones no fosilizadas ya mencionadas y con ello, detectar e identificar el tipo
polinico en cuestion y se calculé su frecuencia.

Elaboracién de muestras para su estudio microscopico

Para la evaluacion de las muestras se han elaborado dos tipos de preparaciones
microscopicas: con y sin acetolisis la misma muestra ha servido para ambas
preparaciones. Se han montado primero los portaobjetos sin acetdlisis y el
sedimento que quedo tras el montaje se ha fosilizado.

Método natural

Material e instrumentos empleados: Microscopio Optico (NIKON ALPHAPHO'T -
2 YS2), Bafio marla (KOWELL N 5), Centrifuga (BECKMAN TJ-6
CENTRIFUGE), Placa calefactora (GIRALT PLAC. TRONIC S- 156/100), Vasos
de Precipitado: 50 y 100 mL, Buretas: 500 y 1000 mL, Tubos de centrifugado
graduados y de forma coénica, Varillas de vidrio, Micropipetas capilares de 10 un,
Portaobjetos, Cubreobjetos

Reactivos: Acido Sulfarico (Panread), Etanol (Panread), Glicerogelatina (Panread) y
Parafina.

Procedimiento

1) Mediante agitacion se homogeneiza la muestra y si la miel esta cristalizada se
calienta previamente en un bafio marfa a 40°C.

2) En un vaso de precipitado de 50 mL se pesan 10 g de la muestra homogeneizada
y/o calentada.
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3) Con ayuda de una varilla de vidrio se disuelve la miel en 20 mL de agua
acidulada (5 g de acido sulftrico en un litro de agua) a una temperatura de 40°C
eliminandose la materia coloidal de la miel.

4) La solucién anterior se reparte, lo mas equitativamente posible, en dos tubos de
centrifuga graduados de 15 mL y se centrifuga durante 10 minutos a 2500 rpmy;
el sobrenadante, que contiene disueltos los azucares y coloides de la miel, se
decanta.

5) Al sedimento que queda en cada tubo se le afiade de nuevo agua acidulada (6
ml) y se resuspende con ayuda de un agitador mecanico. Se centrifuga (10
minutos a 2500 rpm.) y decanta de nuevo.

6) El sedimento se lava dos veces consecutivas con agua destilada, seguida cada una
de ellas de agitacion, centrifugado y decantado; su finalidad es eliminar los
residuos de acido sulftrico.

7) El sedimento asi obtenido se resuspende en un volumen determinado de
agua:alcohol (proporcién 1:1) para obtener una concentracion adecuada de
particulas en suspension. Este volumen ha variado entre 0,5 y 15 mL segun el
sedimento resultante en las muestras. La suspensién se agita para
homogeneizarla, e inmediatamente se toman 10 uL. con una micropipeta capilar.
Este volumen se deposita en un portaobjetos colocado sobre una placa
calefactora a 70°C y se deja evaporar. Se ha usado alcohol:agua como medio de
suspension en lugar de agua porque el tiempo de evaporacién es sensiblemente
menor.

8) Una vez seco el sedimento sobre el portaobjetos se monta en glicerogelatina.
Para ello, con una aguja enmangada, se toma un trocito de glicerogelatina y se
hace un frotis mezclandola con el sedimento.

9) Para evitar que el cubreobjetos presione los granos de polen y modifique su
volumen se colocan cuatro trocitos de plastilina alrededor del frotis y sobre ellos
se coloca el cubreobjetos, presionando ligeramente hasta que éste entre en
contacto con la glicerogelatina.

10)  Por dltimo las preparaciones se sellan con parafina y, tras retirarlas de la
placa calefactora, se colocan invertidas en un soporte hasta que la parafina
solidifique. Se montan dos preparaciones al natural “sin acetolisis” de cada uno
de los tubos, es decir cuatro por muestra de miel.

M¢étodo acetolitico

La suspension que ha quedado en tubos (punto 7 del método no acetolitico)
se centrifuga y decanta. El sedimento asf obtenido se acetoliza.
Material e instrumentos empleados: Microscopio Optico (NIKON ALPHAPHO'T -
2 YS2), Centrifuga (BECKMAN TJ-6 CENTRIFUGE), Placa calefactora
(GIRALT PLAC. TRONIC S- 156/100), Vasos de Precipitado: 50 y 100 mL
Buretas: 500 y 1000 mL, Tubos de centrifugado graduados y de forma cénica de 10
ml. de capacidad, Varillas de vidrio, Aguja enmangada, Portaobjetos, Cubreobjetos.

Reactivos

Acido acético glacial (Panras), Acido Sulfarico (Panread), Anhidrido acético
(Panreac) Glicerina (Panreac), Etanol (Panreac), Glicerogelatina , Parafina.
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Procedimiento

0

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Antes de la acetolisis, el sedimento se lava con acidos acético glacial para evitar la
reacciéon mas o menos violenta de la mezcla acetolitica con restos de agua (Se
centrifuga y decanta).

A cada tubo se afladen 6 mL de de mezcla acetolitica (9 partes de anhidrido
acético y 1 parte de acido sulftrico concentrado). El sedimento se redispersa
con ayuda de una varilla de vidrio. Los tubos se introducen en agua a
temperatura ambiente y se calientan hasta alcanzar la ebulliciéon. Se mantienen en
punto de ebulliciéon durante 5 minutos, agitando constantemente con la varilla de
vidrio.

Los tubos se dejan enfriar dentro del agua y, una vez frios, se centrifugan y
decantan.

El sedimento se lava dos veces con acido acético glacial para eliminar los
triacetatos de celulosa, no hidrosolubles, formados por accién de la acetolisis, y a
continuaciéon se lava con agua destilada. Cada lavado va seguido de
centrifugacién y decantacion.

Al sedimento se afiade agua destilada:glicerina (proporcion 1:1), se agita y se deja
reposar 10 minutos. Se centrifuga durante 15 minutos a 2500 rpm. Y se decanta,
dejando los tubos boca abajo sobre un papel de filtro durante un periodo
comprendido entre 30 minutos y 24 horas.

Con una aguja enmangada se remueve el sedimento de modo que todos los tipos
polinicos presentes se mezclen entre ellos; éstos se distribuyen en el sedimento
por capas segun sus densidades. Posteriormente, con un trocito de
glicerogelatina se extrae el material del fondo del tubo con ayuda de una aguja
enmangada.

ILa glicerogelatina con el polen se coloca en un portaobjetos, previamente
dispuesto sobre una placa calefactoraa 70°C, y se hace un frotis.

A partir de paso el montaje de las preparaciones continia del modo descrito en
los pasos 9 y 10 del método no acetolitico. Se han montado dos preparaciones
acetolizadas de cada tubo, es decir, cuatro por cada muestra.

Caracteres polinicos.

La utilidad del polen en los estudios melitopalinolégicos se basa en la cantidad de
microcaracteres morfologicos que éste proporcionada que se resumen de la
siguiente manera:

e DPolaridad: apolar, isopolar, subisopolar y heteropolar.

e Simetrfa: radial, bilateral y asimétrico.

e Forma: peroblado, oblado, suboblado, oblado-esferoidal, esferoidal,
Prolado-esferoidal, subprolado, prolado, perprolado.

e Tamafio: muy pequefio, pequefio, mediano, grande, muy grande y gigante.

e Exina: grosor, estructura y relacion entre cepas.

e Ornamentacién: psilado, verrugoso, granulado, gemado, baculado, pilado,
clavado, equinado, pergorado y reticulado.

Sistema apertural: nimero de aberturas (0, 1, 2, 3, ...); Tipo (simples, compuestas,
simples mas compuestas; alargadas y redondas); Posicién (en un polo, en ambos
polos, en el ecuador y alrededor de todo el polen).
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La combinacién de todos estos caracteres proporciona una gran cantidad de tipos
polinicos, permitiendo en general la identificacion a nivel genérico, a veces a nivel
especifico y raras veces tan solo es posible identificarlos a nivel de familia.

Analisis microscopico de las muestras de miel.

En el analisis microscépico de una muestra de miel se distinguen dos partes
bien diferenciadas: andlisis cuantitativo y andlisis cualitativo. Ambos andlisis
ayudarin a la interpretacion de los resultados.

Analisis cuantitativo

Consiste en la estimacién del numero de granos de polen (NGP) y de elementos
indicadores de mielada (NEIM) contenidos en 1 6 10 g de miel, mediante el calculo
del nimero de estas particulas presentes en las preparaciones montadas por el
método no acetolitico.

A M.O., a 400 aumentos, y con ayuda de un micrémetro ocular, se cuenta el
nimero de elementos botanicos presentes en tres de las cuatro preparaciones
elaboradas al natural. Si las cifras obtenidas en estos tres conteos no eran
demasiado homogéneas se efectuaba el conteo de la cuarta preparacion. Se
contaron por separado NGP y NEIM.

En los resultados de estos tres o cuatro conteos se calcularon las medias
aritméticas, tanto para NGP, como para el NEIM, y a pattir de ellas se calculd el
contenido absoluto de unos y otros en 10 g de miel. Este calculo se hizo mediante
la siguiente férmula:

N=A x B x 200

Donde:

N= NGP o NEIM contenidos en 10g de miel

A= Media del NGP o NEIM en una preparacion

B= Volumen en mL en que s dispersé el sedimento para elaborar las preparaciones.
Sumando los dos valores de N obtenidos en cada muestra se calculo el nimero
total de elementos de origen botanico (NEB) contenidos a 10 g de miel.

Siguiendo las indicaciones de la I.C.B.B. of LU.B.S (1970, 1978) citadas por Terrab,
et al 2003, una hifa pluricelular o un complejo de esporas se ha contado como un
unico elemento indicador de mielada. Asi mismo, los elementos céreos no se
cuentan como elementos de mielada, ya que debido a su fragilidad su nimero
puede aumentar por su ruptura, y debido a su baja densidad, no siempre aparecen
en el sedimento.

Analisis cualitativo

Consiste en la identificaciéon y conteo de los granos de polen y otras
particulas microscopicas de la miel para establecer su frecuencia de aparicion. En
este trabajo solo se han identificado los granos de polen, para lo cual se examinaron
las preparaciones acetolizadas usando el M.O. a 400-1.000 aumentos.
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Anexo 1II. Ejemplo de Formato de registro para evaluacién melisopalinolégica, microbiolégica y fisico -quimica de la miel.

Estado de México
MVZ. Angel Garcia

Estado de procedencia:
Persona Remitente:

Fecha de envio: Marzo 2009
No de |y nicipi Nombre del ]iljeac Cil:rrilooomll);;tt: Fecha de GPS Rff‘?fé ’
muestra pio Localidad productor P yp obtencion q
extractora pertenece

. Emilio Villafafia Apiario Palo Verde N 19°06.299" W 100°19.216

1 Otzoloapan El Calvario Vargas (28 cajas) 6 nov. 08 4150 pies rumbo NW Sur
. . Hermerejildo Colin Apiario San Miguel N 19°23.350" W 100°09.563

2 Villa Allende San Miguel Colin (65 caias) 24 oct. 08 §150 pis rumbo W Sur
San Pedro el Alberto Zarco Apiario el Ocote N 19°12.965" W 100°18.122

3 Sto. Tomas Grande Zaragoza (27 cajas) 13 oct 08 5363 pies rumbo W Sur
Zeno6n Lujano Apiario San Andrés N 19°05.293" W 100°14.244"

4 Zacazonapan | Zacazonapan Ponce (19 cajas) 6 nov. 08 4995 pies rumbo W Sur
, Apiatio la Lo °05.368" W 100°14.291°

5 Zacazonapan | Zacazonapan | José Lujano Ponce P 121(2150 chas)ma 6 nov. 08 N 195(1)833 f)?es z;}gg ;;291 Sur
. Cerro de . . Apiario El Encino N 19°20.216" W 100°04.386

6 Villa Allende Guadalupe Jaime Favila Valdez (64 cajas) 24 oct. 08 8437 pies rumbo W Sur
Hugo Lino Lépez Apiario Cerro del N 19°02.354" W 100°15.354

7 Zacazonapan | Zacazonapan Meiia Sombrero (18 cajas) 6 nov. 08 4226 pics rumbo $ Sur
: San Juan . Apiario Agua Bendita N 19°27.187" W 100°09.203"

2 ) .
8 Villa Allende Buena Vista Ramiro Salvador G 25 caias) 4 oct. 08 9308 pies rumbo W Sur
9 Otzoloapan Otzoloapan Emilio Villafafa Apiario el Cantaro 6 nov. 08 N19704.799" W 100721185 Sur
Vargas (35 cajas) 3560 pies rumbo S

. San Pedro el Pantale6n Zarco Apiario el Encinito N 19°13.273" W 100°18.339"

10 Sto. Tomas Grande Zaragoza (15 cajas) 13 oct. 08 5863 pies rumbo NW Sur

Elaboré: M VZ. Aurora Xol al pa
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Continua ejemplo de Formato de registro para evaluacién melisopalinolégica, microbiolégica y fisico-quimica de la miel.

Estado de procedencia: Estado de México
Persona Remitente: MVZ. Angel Garcia
Fecha de envio: Marzo 2009
No de | \rnicipio Nombre del gge: Cilz(l)rtilooomlpalgtt: Fecha de GPS Rfaglor; ’
muestra unieip Localidad productor P yp obtencion qu
extractora pertenece
Apiario las ) ) .
11 Sto. TomAs San Pedro el Amado Zarco Huasimitas @7 13 oct. 08 N 19°12.981" W 100°18.277 Sur
Grande Zaragoza . 5233 pies rumbo W
cajas)
i San Pedro el Maurilo Zarco Apiario Agua Zarca N 19°12.992" W 100°17.969
12 Sto. Tomas Grande Barcenas (24 cajas) 13 oct. 08 5430 pies rambo NE Sur
. Batrio se Hermenegildo Apiario las Dalias N 19°26.532" W 100%09.361"
13 Villa Allende San Miguel Colin Colin ( 45 ca]'as) 24 oct. 08 9323 pies rumbo W Sur
. Barrio se Hermilo Colin Apiario Sn Miguel N 19°23.350" W 100°09.563
4| VillaAllende | g Miguel Gonzdlez (25 cajas) 24 oct. 08 8150 pies rumbo W o
. Barrio se Manuel Colin Apiario E1 Monte N 19°21.466" W 100°07.969
15| Villa Allende | . Miguel Gonzalez (35 cajas) 24 oct. 08 143 pies rumbo W Sur
. . Alfonso Gonzalez Apiario El Borracho N 18°58.551" W 099°29.411"
16 Malinalco Malinalco Malagén (38 cajas) 20 ene. 09 6585 pies rumbo SE Centro
17 | Malinalco | Malinalco | D@vidDelgado | Apfario Malinaleo | 55 0 g Centro
Sanchez (55 cajas)
San Pedro el | Margarito Carbajal Apiario la Vuelta . N 19°13.460" W 100°17.373°
18 Sto. Tomas Grande Gémez (23 cajas) 5 dic. 08 4810 pies rumbo W Sur
San Pedro el | Nemesio Zarco Apiario E1 Encino . N19%12.821" W 100°17.976"
19 Sto. Tomas Grande Vera (25 cajas) 5 dic. 08 5320 pies rumbo W Sur
San Pedro el Francisco Apiario el Tepehuaje ] N19°13.172" W 100018%34'
20 Sto. Tomas Grande Mercado Zarco 35 cajas) 5 dic. 08 5891 pies rumbo NW Sur

Elaboré: M VZ. Aurora Xol al pa
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Continua ejemplo de Formato de registro para evaluacién melisopalinolégica, microbiolégica y fisico-quimica de la miel.

Estado de procedencia: Estado de México
Persona Remitente: MVZ. Angel Garcia
Fecha de envio: Marzo 2009
No de - , Nombre del | Direccion completa | g 1) g Region a
Municipio | Localidad del apiario y planta ., GPS la que
muestra productor obtencion
extractora pertenece
, | San Pedro el | Porfirio Carbajal Apiario el Filo . N 19°13.317" W 100°17.409"
21 Sto. Tomis Grande Robles (35 cajas) > dic. 08 4917 pies rumbo W Sur
, | San Pedro el | Maximino Vera Apiario Granadillo . N 19°13.224" W 100°17.756"
22 Sto. Tomds Grande Paniagua (55 cajas) 5 dic. 08 5162 pies rumbo W Sur
Ixtapan del Ricardo Vera Apiario El Zapote . N 19°13.433" W 100°17.901"
23 oro La Puerta Paniagua (53 cajas) 5 dic. 08 5492 pies rumbo N Sur
Natciso Apiatio La Huerta N 19°27.448" W 099°29.839
24 Otzolotepec |  Jilotzingo Fernandez p 0 20 ene. 09 . i Centro
. (54 cajas) 9009 pies rumbo N E
Pichardo
. . J. Natividad Apiario Malinalco 2
25 Malinalco Malinalco Delgado Rebollar (55 cajas) 20 ene. 09 Centro
26
27
28
29
30

Elaboré: M VZ. Aurora Xol al pa
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Anexo III. Imagenes de los granos de polen predominantes en las muestras de miel
procesadas para el analisis melisopalinolégico.

Asteraceae tipo A ZLea mays L.

Eucabyptus sp. Vista polar Asteraceae tipo B

Tillansia sp. Tipo A Tillansia sp. Tipo B




Anexo III. Imagenes de los granos de polen predominantes en las muestras de miel
procesadas para el analisis melisopalinolégico.

Brassica sp Microsechinm hellei (peyr) Cogn

Lamiaceae sp. Pinaceae sp. tipo A

Astericeae tipo C Eucabptus sp
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Anexo III. Imagenes de los granos de polen predominantes en las muestras de miel
procesadas para el analisis melisopalinologico.

Acacia sp. tipo A Zea may . L.

Lopezia sp. Microsechinm hellei (peyr) Cogn

Pinaceae sp. tipo B Acacia sp. tipo B
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Anexo III. Imagenes de los granos de polen predominantes en las muestras de miel
procesadas para el analisis melisopalinologico.

Shinus molle

Pinaceae sp. tipo C

Asteraceae tipo D

Leguminosa papilionidae

Acacia sp. tipo C

Asteraceae tipo C
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