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1. INTRODUCCION.

La miel se puede definir como una sustancia dulce sin fermentar,
producida por las abejas a partir del néctar de las flores o de exudacion
de otras partes vivas de las plantas, que las abejas recogen,
transforman y combinan con otras sustancias especificas y maduran en

sus colmenas.

Las abejas que tienen aguijon pertenecen a la familia Apis (como la Apis
melifera) y las que no tienen o lo tienen atrofiado al de Meliponini.
Las abejas meliponinas también se caracterizan por hacer sus nidos en
cavidades que encuentren disponibles como arboles huecos, muros o
nidos abandonados. Estas abejas se adaptan a las condiciones locales y
es por eso que en cada region existen diferentes especies. De las cuales
sOlo algunas se utilizan para la obtencidon de sus productos naturales

principales (miel, cera y polen).

La meliponicultura es wuna actividad que data desde la época
precolombina. Las poblaciones indigenas de México y Centroameérica,
criaron y manejaron a las abejas sin aguijon para la producciéon de miel
y cera (Nates- Parra et al., 2009). En México hay muy poca informaciéon

disponible referente a la Meliponicultura.

Cabe destacar que la produccion de miel de estas abejas sin aguijon es
mucho menor a la miel producida por la Apis melifera la cual es la
especie mas conocida y productora de la miel mas consumida en todo el
mundo, con una cantidad mundial que en el 2013 ascendi6 a 1,
663,798.00 toneladas. (FAO, 2013). La cantidad producida de miel
Meliponini anual es desconocida debido a que la extraccion de estas

mieles es muy escasa.



En México la produccion promedio de miel de abeja Apis melifera en los
ultimos ocho afos fue de 56 mil 500 toneladas, lo que situa al pais en el
quinto lugar mundial por debajo de China, Argentina, Turquia y Ucrania.
(SAGARPA, Octubre 2014).

Aungue la produccién de miel de Apis melifera es mucho mayor que la
de las abejas Meliponini, su precio es mucho menor que la miel de esta
ultima; uno del los factores es que el comercio de la miel de Meliponini
tiene un mercado limitado a un consumo regional, por su relativamente
baja produccién. A la miel de Meliponini se le atribuyen propiedades
medicinales conocidas y es a lo que le han dado mayor valor los

meliponicultores y los consumidores.

Una ventaja significativa que tiene el proceso de crianza de las abejas
Meliponini es que no requieren equipo sofisticado pues no representan
un peligro ya que tienen el aguijon atrofiado. (Baquero y Stamatti,
2006; Cortopassi-Laurino, 2006). Las mieles de este tipo de abejas no

estan reguladas por normas nacionales ni internacionales.

Es de vital importancia el estudio de parametros fisicoquimicos en las
mieles de abejas sin aguijon ya que existen pocos estudios sobre su
composiciéon y ningun pais ha elaborado estandares para su control de
calidad. Este estudio posiblemente a futuro incentivara la
meliponicultura, lo cual permitira el comercio de estas mieles a un nivel
mas amplio del que actualmente tienen; esto podria ayudar a regiones
de escasos recursos, que comercian estas mieles sin el respaldo de la

calidad que tienen.



2. OBJETIVOS:

¢ Analizar mieles tanto de Meliponini como de Apis melifera por medio
de técnicas electroquimicas para determinar los parametros de

calidad de diferentes muestras.

e Con los resultados que se obtengan se hara una comparacion entre
las mieles de abejas de Meliponini como de Apis melifera para
intentar establecer los criterios para una futura normativa en las
mieles de Meliponini, como ya se tiene en las mieles de Apis

melifera.

e Analizar la actividad antioxidante de distintos extractos de propdleos

por medio de una yodimetria voltamperométrica.

Para el primer objetivo se determinan los siguientes parametros de
calidad (HMF, azucares reductores, % fructosa, % humedad, %
cenizas, pH y acidez), basados en la norma mexicana (NMX-F-036-
MORMEX-2006) y normas internacionales para el control de calidad
(CODEX ALIMENTARIUS) y la directiva del consejo de la Unidn Europea

de miel de Apis melifera.

Cabe aclarar que estas normas oficiales y sus criterios de calidad no se
pueden aplicar rigurosamente a las mieles de Meliponini, ya que los
estandares de estas mieles varian mucho dependiendo de diversos
factores como: especie de abeja, region geografica, época del afo,
vegetacion circundante y el clima. La mayoria de las mieles de abejas
Meliponini rebasa el limite de porcentaje de humedad establecido por
estos documentos nacionales e internacionales (<20%).También la
mayoria de estas mieles presenta un contenido aparente de azUcares
reductores por debajo del minimo establecido en estos organismos
(contenido aparente de azucares reductores en mieles de Apis melifera
>63%).



Sin embargo, un criterio de calidad, quizas para ambas mieles consiste
en el contenido de HMF pues esto depende sobre todo del manejo que

hace el apicultor o el meliponicultor.

Se haran estos analisis a diferentes muestras de mieles tanto de Apis
como de Meliponini de diferentes regiones del pais y de Guatemala (en
este caso son 5 mieles de Apis melifera); de las abejas Meliponini
ademas de diferentes regiones, se analizaran mieles de distintas
especies de este tipo de abejas y en el caso de mieles de Meliponini de
Michoacan se hara una comparacion de 4 especies de abejas de la
misma region de las que se han contado con 2 colectas en distintas

épocas del afno.



3. ANTECEDENTES.
3.1. ASPECTOS GENERALES.

Sabemos que desde los tiempos primitivos el hombre buscé en la
naturaleza alimento para su mantenimiento y, entre otros, debio
conocer desde épocas muy remotas, por casualidad quizads como tantas
casualidades que han hecho que la humanidad sea lo que es hoy en dia,
las abejas salvajes, de las que supo aprovechar basicamente la miel y la

cera.

Es facil suponer que el trabajo preciso de la abeja, su laboriosidad y su
curiosa organizacion social llamaran la atencion del hombre primitivo,
transformandola en un animal doméstico, cuando aprendié a fabricarle
colmenas artificiales. Es muy abundante la representacién de la relacion

entre el hombre y la abeja, tanto en estado salvaje como domesticado.
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Figura 1: Pintura rupestre Toghwana Dam, en Zimbabwe
(7500-1000 a.C.).

L J

Desde las representaciones en la Cueva de la Arafia de Bicorp
(valencia) hasta el bajo Egipto, Mesopotamia, la Anatolia hitita, la costa
sirio-palestina, Chipre o Efeso; desde el Mediterraneo oriental hasta el
occidental; desde tablillas de Hatussas, o los papiros del reino del
Antiguo Egipto, hasta la Biblia, los testimonios sobre la abeja y la miel

son innumerables.



Tanto en joyas como monedas o esculturas (Artemisa efesia), dioses y
héroes de la mitologia clasica se relacionan con ellas. (Pilar Fernandez

Uriel, Dones del cielo, abeja y miel en el Mediterraneo antiguo, 2011).

Figura 2: Pendiente de oro formado de dos abejas. Malia, Creta
(1700-1450 a.C.).

3.2. ABEJA SIN AGUIJON:
Familia: APIDAE, Subfamilia: APINAE y Tribu: MELIPONINI.

Existen cerca de 500 especies de abejas de Meliponini mejor conocidas
como “abeja sin aguijon”, (Crane E. 1992). Evolutivamente, el aguijéon
de estas especies se encuentra atrofiado y por eso no pueden picar
(Michener 1974). Estas abejas fueron criadas por culturas indigenas en
diversas regiones tropicales y subtropicales del planeta; también
existen evidencias con los mayas en la isla Cozumel, frente a las costas

de Cancun (Weaver y Weaver 1981).



Figura 3: Scaptotrigona Mexicana. Ilustracion digital. Junio 2013.

3.2.1. La Meliponicultura.

La Meliponicultura, que es como se llama a la técnica de gestion de las
abejas sin aguijon, ha sido de gran relevancia en la cultura humana, en
la vida social y religiosa de varios pueblos que se han dedicado a este
cultivo (Quezada-Euan, 2001). En algunas zonas tropicales de América
esta actividad se origin6 en la época precolombina, con avances
importantes particularmente en Mesoamérica, el area cultural
comprendida entre el sur de México y Noreste de Costa Rica, asi como

en la region andina (Crane E, 1992; Quezada-Euan, 2001).

La meliponicultura mesoamericana tradicional tenia como objetivo
proporcionar cera y miel (la cual era un alimento y medicina muy
importante), por lo que este producto jugaba un papel relevante tanto
econOmicamente como en el aspecto religioso (Cortopassi-Laurino M;
2006). Durante la época precolombina se reconocen cuatro zonas
principales donde tuvo gran auge la meliponicultura: 1) La Peninsula de
Yucatan, 2) La costa del Golfo de México, 3) La costa del Pacifico entre
los actuales Estados de Jalisco y Sinaloa y 4) La cuenca del Rio Balsas,
principalmente en los actuales Estados de Guerrero y Michoacan

(Bennett C, 1964; Hendrichs P, 1941; Kent R, 1984).



Figura 4: Meliponicultura tradicional prehispanica en México. Fuente:
Reyes Gonzalez A. (2013).

En la actualidad, las préacticas de la meliponicultura mesoamericana
deben ser consideradas como una fuerte y persistente cultura de los
pueblos indigenas y campesinos. La presencia de estas técnicas a través
del tiempo ha sido documentada hasta la actualidad, donde actualmente
se lleva a cabo esta técnica entre los mayas de la peninsula de Yucatan
(Gonzalez-Acereto JA, 2005), los Nahuas y Totonacas de la Sierra Norte
de Puebla, en el sur de Veracruz (Popolucas), (Foster GM, 1942) y en el
Istmo de Tehuantepec (Zapoteco, Mixe, Zoque, Nahuas y Popolucas),
(Vasquez-Davila M, 1991). Basados en el articulo de Gonzalez-Acereto
(Gonzéalez-Acereto JA, 2005), en la peninsula de Yucatan y en el sur de
México, el uso tradicional de varias especies de abejas sin aguijon
todavia persiste, la mas representativa es “Xunan-cab” (Melipona
Beecheii), la mas importante especie trabajada cuya miel y polen se

utilizan en medicina tradicional y comercio regional.



Figura 5: Representacion maya de la abeja “Xunan-cab” (Melipona
Beecheii), (Quezada Euan, 2011).

Los pueblos de la Sierra Norte, Nahuatl y Totonaca en Puebla,
administran la “Pisil-nejmej” (Scaptotrigona Mexicana), que tiene una
importante comercializacion regional debido a que se le atribuyen

propiedades medicinales (Foster GM, 1942).

Figura 6: Scaptotrigona mexicana (“"Yakeme” en nahuatl). (2014).
En estas regiones, organizaciones civiles e instituciones académicas han
colaborado en la documentacion, el rescate tradicional de Ila
meliponicultura y han innovado con técnicas y materiales modernos.

Es de vital importancia aplicar estas técnicas y materiales innovadores
en los Estados del sureste de Tabasco y Chiapas (Guzméan-Diaz, 2004),
asi como en las areas de la costa del Estado de Guerrero, donde se han
registrado dos especies (Melipona Fasciata y Scaptotrigona Hellwegeri)
que es trabajado por personas nahuas en un pueblo de Atoyac de

Alvarez (Gonzalez-Acereto, 2005).



Un total de 46 especies de 11 géneros han sido registradas en México,
12 de ellas (casi 26%) son endémicas del pais. Las abejas sin aguijon
estan asociadas principalmente a climas de bosques tropicales seco y
hiumedo, en las tierras bajas y calidas aunque algunas especies se
pueden encontrar en bosques de niebla y bosques de pino y encino en

tierras altas.

Particularmente, en la region centro occidental de México; existe una
gran variedad y endemismo de abejas sin aguijon; se han registrado
sobre todo en tres zonas principales: la Costa del Pacifico, la zona
montafosa de la Sierra Madre del Sur y la Cuenca del Rio Balsas. (Ayala
R, 1999). De las 46 especies de abejas sin aguijon descubiertas en
México, 19 de ellas se utilizan en la actualidad para diversas actividades
0 usos; entre los mas importantes se encuentran la polinizaciéon de
cultivos, la miel, el polen y el cerumen aplicados como: alimento,

medicamento y para artesanias y arte popular.

Por ejemplo, un grupo de meliponicultores michoacanos de la regién del
Balsas trabaja principalmente con las abejas bermejas (Scaptotrigona
hellwegeri) y la Colmena real (Melipona fasciata), las cuales se
encuentran solamente en las zonas templadas del bosque de encino y
pino, siendo una de las dos especies de montafia que existen en México
(Ayala R, 1999). Otras especies que son criadas y se aprovechan en la

region del Balsas son las que se plantean en la Tabla 1.
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Tabla 1: Lista de especies y nombres locales de abejas criadas y

manejadas por los meliponicultores de la region del Balsas.

Nombre comin en el Balsas, .
. ; L Especie
Michoacan, México

) ) Scaptotrigona hellwegeri Friese,
1. Abeja bermeja

1900
2. Abeja zopilota Frieseomelitta nigra Cresson, 1878
3. Abeja real Melipona fasciata Latreille, 1811
4. Abeja esculcona Partamona bilineata Say, 1837

Nannotrigona perilampoides

5. Abeja trompetera
(Cresson, 1878).

6. Abeja zapito Plebeia sp

*Fuente: Reyes-Gonzalez A. (2014)

Figura 7: Abejas sin aguijon de la region del Balsas: a) Scaptotrigona
hellwegeri, b) Melipona fasciata, c) Frieseomelitta nigra y d) Geotrigona

acapulconis. Fuente y fotografia: Reyes-Gonzalez A. (2014).
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Aungue es reconocida como una regidon importante en términos de la
diversidad y la cultura de las abejas sin aguijon, la cuenca del Rio
Balsas es actualmente pobre en informacion sobre la riqueza que
proporciona cada especie de abeja sin aguijon y la calidad de la miel de
dichas abejas. Por lo cual es muy importante para esta region tener
informacién sobre las propiedades fisicoquimicas de la miel y algunos

otros conocimientos adicionales.

Todos estos conocimientos principalmente pueden ayudar a la
conservacion de estas especies que son de vital importancia en el
ecosistema de estos lugares. Por otro lado, puede apoyar a las
comunidades que trabajan de forma tradicional a llevar a cabo esta
actividad de manera mas controlada y también a fomentar un comercio
informado de los productos de estas abejas, que daria un precio mas
proporcional a la calidad de los productos y con esto ayudar a la gente
de estas regiones a seguir subsistiendo, manteniendo y mejorando esta

actividad precolombina.

3.2.2. Propiedades medicinales de la miel de abejas

Meliponini.

De manera local a la miel y los derivados de las abejas sin aguijon, se
les asignan propiedades farmacologicas y medicinales, desde la época
precolombina hasta el dia de hoy. Hasta el momento los Unicos
productos que el grupo mencionado anteriormente de meliponicultores
de la region del Balsas, obtiene de manera natural sin procesar y sin

control quimico de calidad, son la miel, el polen y los ceriumenes.

12



Figura 8: Practicas de extraccion local para la obtencion de productos
de las abejas sin aguijon. a) Extraccion con hacha buscando el nido, b)
Productos de abejas sin aguijon: Miel (H), cera (W) y polen

“pasacuareta” (P). Fuente Reyes Gonzalez A. (2014).

De los productos del meliponario, la miel se utiliza como alimento pero
su principal uso es el medicinal para afecciones oculares, dolores
musculares y heridas cutaneas, asi como también para enfermedades
respiratorias y gastrointestinales ( Reyes-Gonzalez, A. 2014). Estos
usos que la gente da a la miel de manera local ha despertado el interés
de investigarlos, por lo que se han reportado diversos articulos que
reportan actividades antimicrobianas, antioxidantes, cicatrizantes,
antinflamatorias (Bolafios et al., 2008; Dardén, 2005; Dardon y
Enriquez, 2008), y el tratamiento de afecciones respiratorias,

gastrointestinales y oculares (Vit et al., 2008).
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Los usos de estas mieles para tratamientos médicos son muchos, lo cual
nos lleva a la necesidad de tener un control de calidad de estas mieles y

de los propodleos, ayudados de algun tipo de regulacion.
3.2.3. Normatividad de la miel de abejas Meliponini.

Como se menciond anteriormente en la introduccion, la composicion
quimica de estas mieles depende de diversos factores entre ellos, la
especie de abeja, la region geogréfica, la época del afo, la vegetacion
circundante y el clima. Esto hace que la normalizaciéon de estas mieles
sea un reto bastante dificil de lograr debido a la diversidad de factores
que intervienen en su composicion. Sin embargo, la International Honey
Commission (IHC) ha planteado adecuar los parametros fisicoquimicos
que indican la calidad en las mieles de Apis melifera a las mieles de
Apidae: Meliponini (Vit, 2008).

En Centroamérica y Sudamérica, se han realizado varios estudios
utilizando la normativa para Apis melifera a las mieles de abejas sin
aguijon. Los parametros que se determinan con mayor frecuencia son:
HMF, Azucares reductores, Acidez Libre, Conductividad, Humedad, pH,
entre otros,(Almeida-Muradian, 2013; Gutiérrez et al., 2008; Vit P,
2009; Alarcon e Ibafez, 2008; Dardon, 2005; Dardén y Enriquez,
2008). Sin embargo, debido a que la composicibn quimica de estas
mieles depende de muchos factores la normativa de Apis melifera no es

la adecuada para las abejas sin aguijon.

3.3. APIS MELIFERA: Familia: APIDAE, Subfamilia: APINAE,
Tribu: APINI y Genero: APIS.

También conocida como abeja europea, abeja melifera o abeja africana.
Es la especie de abeja con mayor distribucién y fama en todo el mundo,

debido a que es la mejor productora de miel, en cuestion de cantidad.
14



Originaria de Europa, Africa y parte de Asia, se introdujo a América
posteriormente, en la época de la colonia. Son insectos sociales que
viven en colonias aproximadamente de 30 a 60 mil individuos. Estas
abejas han estado apegadas al hombre desde tiempos prehistoricos y
con ellas se lleva a cabo una actividad comercial importante en nuestros

dias llamada Apicultura.

Figura 9: Apis melifera. Ilustracion digital.

3.3.1. La Apicultura.

La Apicultura es como se llama a la técnica de gestiéon de las abejas
Apis melifera, esta actividad ha estado presente en el desarrollo
humano desde épocas muy remotas. Existen registros de la colecta de
miel hace mas de 7000 afios antes del nacimiento de Cristo; en culturas
como la egipcia, mesopotamica o griega se han hecho hallazgos
histéricos que muestran los inicios en el manejo y control de las abejas
Apis melifera con los que se da inicio a la apicultura (SAGARPA, 2009).

En América, esta actividad inicié cuando los colonizadores espafoles
llevaron colmenas a Cuba en 1543 y los ingleses las introdujeron en el
continente en 1617 (Jaime Lorén, 2003); hoy en dia es una de las

actividades agropecuarias de mayor importancia a nivel mundial.
En México la produccion promedio de miel en los ultimos ocho afios fue

de 56 mil 500 toneladas, lo que sitda al pais en el quinto lugar mundial

por debajo de China, Argentina, Turquia y Ucrania.
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Esta privilegiada posicion se debe a los aumentos de consumo de miel y
a la calidad del producto. La produccion apicola en México esta
concentrada en Europa como primer comprador y Estados Unidos de
Norteameérica como segundo, pero la diferencia entre las exportaciones
estd en esta razon: de cada 10 kilogramos que se exportan 8.2 va
dirigido a Europa y 1.5 kilogramos van dirigidos a E.U.A. (SAGARPA,
Octubre 2014).

3.3.2. Composicion quimica de la miel.

La SAGARPA define la miel como la sustancia azucarada que las abejas
producen a partir del néctar que recogen de las flores. Es el alimento
bésico de las abejas y a través de él adquieren energia necesaria para
desarrollar todas las actividades de la colonia. Lo transportan a la
colmena para ser almacenado y madurado con ayuda de sus propias
abejas en los panales, constituyendo una reserva de alimento de donde

las abejas obtienen las calorias necesarias para su vida.

La miel es una mezcla compleja de sustancias cuya composicién varia
con diversos factores como: flora de origen, zona de pecoreo de las
abejas, zona geogréfica, época del afio, entre otras. (Gorgarovic et al.,
2013; Acquarone et al., 2007). Aungue la miel tiene muchas sustancias,
contiene principalmente agua, una mezcla de carbohidratos (en mayor
proporcion Glucosa, Fructosa y Sacarosa), diversas enzimas, minerales,
acidos organicos, aminoacidos, sustancias aromaticas, pigmentos, cera
y polen (Crane E. 1992). En la tabla 2 Se presenta los contenidos

aproximados, resultado de 492 muestras de miel (Bogdanov S., 2011).
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Tabla 2: Composicion Quimica promedio de la miel en porcentaje

respecto al total.

Miel de flores Miel de mielada

Promedio | Min-Max | Promedio | Min-Max

Contenido de agua 17.2 15-20 16.3 15-20
Fructosa 38.2 30-45 31.8 28-40
Glucosa 31.3 24-40 26.1 19-32
Sacarosa 0.7 0.1-4.8 0.5 0.1-4.7

Otros disacaridos 5.0 28 4.0 16
Melecitosa <0.1 4.0 0.3-22
Erlosa 0.8 0.56 1.0 0.16
Otros
oligosaciridos 3.6 0.5-1 13.1 0.1-6
Azicares totales 79.7 80.5
Minerales 0.2 0.1-0.5 0.9 0.6-2
Amino acidos,
broteinas 0.3 0.2-0.4 0.6 0.4-0.7
Acidos 0.5 0.2-0.8 1.1 0.8-1.5
pH 3.9 3.5-4.5 5.2 4.5-6.5

3.4. PROPOLEOS.

Otro producto derivado de las abejas, de mucho interés desde que el
hombre empezé a manejar a las abejas son los propéleos. La palabra
“propdleos” es de etimologia griega que deriva de la palabra “propolis”
la cual significaba (pro: en defensa de y polis: ciudad; es decir “en

defensa de la ciudad”).
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El propdleo es un término genérico usado para denominar el material
resinoso y balsamico colectado y procesado por las abejas meliferas a
partir de fuentes vegetales, a las cuales se les agrega algunas enzimas
(Bankova, 2005). Las Meliponini producen propdleos, los cuales estan
formados por cera, tierra y otros materiales que utilizan del entorno
donde habitan; razén por la cual en muchos casos se les denomina
geopropodleos (Nogueira-Neto, 1962; 1997). La actividad bioldgica de
los propdleos de las Meliponini ha sido escasamente estudiada en

México.

En las colmena tanto de Meliponini como de Apis, las abejas utilizan el
propodleo con diversos fines, como: reducir al minimo las vias de acceso,
recubrir, cerrar grietas, aislar restos de animales que se hayan
introducido a la colmena, evitar vibraciones y barnizar el interior de las
celdillas con fines desinfectantes (Asis M, 1989; Gonzalez Guerra y
Bernal Méndez, 1997; Bedascarrasbure, 2011; Castaldo y Caspaso,
2002).

Esta ultima aplicacion como desinfectante es una caracteristica muy util
para los seres humanos y ha sido aprovechada desde tiempos antiguos.
En afios recientes los investigadores han dedicado muchos articulos al
estudio de la composiciéon quimica y las aplicaciones farmacoldgicas y

terapéuticas del propéleo (Bankova, 2005; Bankova et al., 2000).
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Figura 10: Estructura interna de la colmena de meliponinas: a) ollas
de almacenamiento de miel y polen (tarros o tarritos), b) Cera y c)
enjambre, mazorca con huevera o agrios). Fuente y fotografia: Reyes-
Gonzalez A. (2014)

3.4.1. Composicion Quimica.

Los propdleos en afos recientes han captado la atenciéon de los
investigadores debido a las propiedades medicinales que han sido
aplicadas desde tiempos antiguos (Popova et al., 2007). Se sabe que
los propdleos fueron utilizados por estas propiedades desde las culturas
mas antiguas. La referencia mas lejana del propdleo proviene del
antiguo Egipto, donde sus sacerdotes eran los encargados de la
medicina, la quimica y el arte de embalsamar los cadaveres; dentro de
esta ultima actividad el propdéleo era una de las sustancias mas
utilizadas. Las momias egipcias se han conservado hasta nuestros dias,
gracias a los propoleos. Los griegos lo usaban con fines médicos
ademas de fabricar unos perfumes muy valiosos para ellos. (Asis, M.

1979; Asis, M. 1996).
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El propdleo es una sustancia de composicién compleja constituida por
mas de 300 compuestos, que se han descrito en los propodleos de
diversos origenes (Castaldo y Capasso, 2002; Pereira et al, 2002). Los
principales componentes de los propdleos son: las flavonas, flavones y
las flavononas. Se han reportado alrededor de 38 flavonas, 12
derivados del acido benzoico, 14 derivados del alcohol cinamilico y el
acido cinamico, 12 componentes entre alcoholes, cetonas y fenoles, 7
terpenos, 11 esteroides, 7 azUcares y aminoacidos. (Walker, P y Crane,

E. 1987; Propravko, S. A., 1975; Salatino et al., 2005).

1)

3)
2)

Figura 11: Estructuras de algunos compuestos quimicos
representativos de propoleos: 1) feniletil éster del acido caféico ,2)
Dihidrocostus-lactona y 3) Acido 3[4-hidroxi-3,5-bis(3-metil-2-
butenil)fenil]-2(E)-propenoico, que actila como eficiente antioxidante.
Fuente: (Nakanishi et al., 2003).

3.4.2. Propiedades medicinales.

Como se mencioné anteriormente, desde los antiguos egipcios Yy
griegos, se utilizaban los propdleos para fines médicos. En el primer
libro médico, libro de preparacion de medicamentos para todo el
cuerpo humano, en el papiro de Ebers (que se escribio
aproximadamente en el afo 1700 a.C.), se menciona la cera y el

propoleo como medicamentos.
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Ha sido utilizado por casi todas las civilizaciones antiguas como: china,
romana, hindud, persa, inca, maya, entre otras. (Asis, M. 1979; Asis, M.
1996).

En afos recientes se han realizado diversos estudios de gran
importancia que investigan sus aplicaciones médicas. Se han reportado
resultados importantes en la reduccion de células cancerigenas
(Hernandez et al., 2007; Ehara et al., 2011), como antileucémico
(Murtala B. Abubakar, 2014), antinflamatorio y cicatrizante (Bolafios et
al., 2008; Viuda Martos, 2008), actividad antimicrobiana (Vuida Martos,
2008; Grange y Davey, 1990; Manrique y Santana 2008; Fisher et al.,
2007) y actividad antioxidante (Beatriz Mello y Miriam D. Hubinger,
2012; Potkonjac et al., 2012; Blanca Rivero y Alejandra Martinez, 2014;

Kumazawa et al., 2004).

Debido a esas atribuciones los propoéleos se han convertido en un
producto natural de mucho interés y un objeto de investigacion en todo
el mundo. (Popova M, 2007). En el mercado regional los propoleos se
encuentran en forma de extractos de cantidades variables de etanol-
agua y se utilizan para las diversas propiedades medicinales ya
mencionadas. Se destaca para este trabajo la actividad antioxidante
que tienen, lo cual hace que sea de gran interés investigar para fines
médicos su empleo en la reduccion del estrés oxidativo en las células

humanas. (Castaldo y Capasso, 2002).

3.4.3. Actividad antioxidante.

Las enfermedades modernas que hoy en dia son motivos de
investigacion son las asociadas al estrés oxidativo como por ejemplo:
Céancer, diabetes, envejecimiento prematuro, hipertension, leucemia,

Parkinson, Alzheimer, entre otras.
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El estrés oxidativo es causado cuando se presenta un desequilibrio en
las células donde la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO),
presentan un importante aumento; este desbalance ocasiona efectos
toxicos a través de la produccion de perédxidos y radicales libres que
dafan a todos los componentes de la célula, incluyendo lipidos,

proteinas y ADN.

La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero en
ese tiempo puede reaccionar con lo que esté a su alrededor causando
un gran dafo a moléculas, membranas celulares y tejidos; nuestro
propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra

virus y bacterias (Marcia A. y Mario S., 2006).

Aungque se sabe que varias son las fuentes generadoras de ERO, se
considera que la mitocondria es la mas importante (Floyd RA., 1994;
Benzi G., 1995; Garcia C., 1994); en la tabla 3 se indican los principales

productores enddégenos de especies reactivas del oxigeno (ERO).

Tabla 3: Produccion endégena de ERO.

Enzima o Sistema ERO
CTE: Coenzima Q, cit bsegs 0%
NADH deshidrogenasa SOD H20-

Monoaminooxidasa H>0>
NADPH oxidasa (neutréfilos) 0%
Xantinooxidasa 0%
Reaccion de Fenton OH"
Oxido nitrico sintetasa NO~

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos donde la
célula anula la reactividad o inhibe la generacion de ERO. (Greenwald
1990; Palamanda y Kehrer 1992).
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Estos mecanismos son eficientes a la muy corta vida media de los
radicales libres y son moléculas sencillas con capacidad antioxidante.
Los antioxidantes exégenos (no producidos por el cuerpo) provienen de
los alimentos y dentro de este grupo se encuentran la vitamina E, la
vitamina C y carotenoides. En la sangre la vitamina C es el antioxidante

hidrosoluble mas abundante y se le considera un antioxidante nutriente.

También se ha descubierto en algunos alimentos otros antioxidantes no
nutrientes como: los compuestos fendlicos del tipo de las isoflavonas,

flavonoides, quercetina y polifenoles (Thornalley y Vasak, 1985).

Estos descubrimientos cientificos han motivado la investigacion de mas
antioxidantes que pueden ser incluidos en la dieta del ser humano, por
lo cual también se ha despertado el interés de conocer el contenido de
estos compuestos en diversos alimentos ofrecidos para nuestro

consumo.

La determinacion de la capacidad antioxidante de algun producto podria
considerarse también como un elemento de calidad o de vitalidad de

dicho producto.
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4. METODOLOGIA.
4.1. Mieles.

Diagrama de los andlisis para las determinaciones de los parametros

fisicoquimicos para el control de calidad de las muestras de miel.

pH

HME (Potenciémetro) Fructosa

(Polarografia) (Polarografia)

Analisis para las

N\ , 4
% Humedad determinaciones de parametros Sacarosa
fisicoquimicos para el control de
(Refractometria) calidad en las muestras de miel (Volumetria)
J \_
% Cenizas Acidez Libre Azucares reductores totales
(Conductimetria) (Volumetria) (Volumetria)

A diferencia de las mieles de abeja Apis melifera, las mieles de abeja
Meliponini se producen en mucha menor cantidad; esto es una fuerte
limitante en la metodologia ya que los diversos analisis deben llevarse a

cabo con pocas cantidades de muestra.
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Para solucionar esto para cada muestra de miel se hizo una disolucién
madre, de la cual se tomo una cierta cantidad para cada determinacion.
La disoluciobn madre se elabor6é de la siguiente manera: se pesaron
aproximadamente cuatro gramos de las mieles de meliponinas, se
disolvieron y se llevaron al aforo con agua desionizada en un matraz

aforado de diez mililitros.
4.1.1. Determinacion del porcentaje de Humedad.

La norma mexicana de miel NMX-F-036 NORMEX 2006 establece que el
calculo de humedad se puede realizar mediante el método
refractométrico de Wedmore, que determina la humedad a través de la
medicién de solidos disueltos expresados en grados Brix. Se realiza con
ayuda de un refractobmetro, colocando una o dos gotas en el prisma del
refractometro, se enfoca y se ve directamente la escala (grados Brix).
El refractometro utilizado estaba calibrado a 20°C, por lo cual, si la
medicion se hace a una temperatura distinta, se debe aplicar el

siguiente factor de correccion.

Para temperaturas mayores a 20°C se suma a la medicidon obtenida con

el refractobmetro 0.00225 por cada grado Celsius.

Para temperaturas menores a 20°C se resta a la mediciéon obtenida con

el refractdbmetro 0.00225 por cada grado Celsius.

Figura 12: Refractometro ATAGO modelo N-3E empleado para la

determinacion de humedad en miel.
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4.1.2. Determinacion del porcentaje de cenizas.

La conductividad eléctrica en miel, estda dada por la cantidad de
sustancias minerales presentes en la muestra. Se puede establecer esta
relacion debido a que las cenizas (sustancias minerales) en medio

acuoso se trasforman en iones capaces de conducir la electricidad.

La conductividad especifica (X;), de una solucién cualquiera es la medida
de la facilidad con la que la corriente eléctrica fluye a través de dicho
sistema y depende de la concentracion de cada especie conductora (es

decir la cantidad total de iones en la solucion) y la temperatura.

Esta determinaciéon se hizo utilizando un conductimetro, el cual mide la
conductancia (L). Pero la conductancia (L) se trasforma en
conductividad especifica (x;) de manera sencilla, solamente se multiplica

la conductancia (L) por el valor de la constante de celda del aparato

(Ko).

Xy b ’ b
L= 7 despejando  x; =L x K,
[

La conductividad de la miel estad relacionada con el porcentaje de
cenizas de la misma. Se ha propuesto una ecuacibn matematica que
relaciona directamente estos 2 parametros (Volwohl, 1964; Piazza et
al., 1991).

Xm=1744 + 0.14 (Ecuacioén 1)
Donde:
Xm es la conductividad especifica de la miel expresada en mS/cm.
A es el porcentaje de cenizas de la miel.

Al despejar el porcentaje de cenizas de la miel se obtiene:
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Xm—o1s o
A — 5 — 0 .
1.74 o Lemzas (Ecuacion 2)

Para la determinacion del porcentaje de cenizas, se tomd 1.25 mL de la
disolucibn madre de cada una de las muestras y se llevo al aforo con
agua desionizada en un matraz aforado de 5.0 mL. A cada una de las
muestras se les midié la conductancia a temperatura ambiente. Para
obtener el valor de conductancia de la miel, fue necesario restar el valor
de la conductancia del agua desionizada utilizada, este valor de
conductancia del agua es el mismo para todas las muestras pues todas

se prepararon con el mismo lote de agua desionizada.

El valor de conductancia del agua se rest6 al de la disolucion de miel y
asi se obtuvo el valor de la conductividad especifica de la miel, valor

que se sustituye en la ecuacion 2.

4.1.3. Determinacion de pH.

Para esta determinacion se utilizé la misma disolucion elaborada para
determinar el porcentaje de cenizas (1.25 mL de solucibn madre y
llevada a un aforo de 5.0 mL con agua desionizada). Se calibré la sonda
de vidrio con disoluciones amortiguadoras de pH=4, pH=7 y pH=10. El

valor de pH se mide directamente en el equipo.

Es importante realizar esta medicibn en el momento en que las
disoluciones fueron preparadas ya que si no se hace de esta manera
puede ocurrir que la solucion fermente y eso altere el resultado de la
medicion. Esto se debe a que, al agregar agua a la miel se favorece el
desarrollo de microorganismos, los cuales pueden fermentar los

azucares de la miel con una consecuente alteracion del pH.
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4.1.4. Determinacion de azucares reductores en miel.

Para esta determinacion, se empled el método de Fehling; este andlisis
para azucares reductores esta especificado en la Norma Mexicana de
Miel. Este método consiste en valorar el cobre (I1) presente en la
solucion del reactivo A de Fehling (Sulfato de Cobre, CuSO,4), en medio
alcalino del reactivo B de Fehling (Tartrato de sodio y potasio con
NaOH) a temperatura de ebullicibn o cercana, con una disolucion de

miel.

Como se conoce la estequiometria de la reacciobn con hexosas
reductoras, la valoraciéon se sigue de manera potenciométrica con ayuda
de una electrodo de cobre (alambre de cobre) y un electrodo de
referencia (Ag/AgCl), conforme al procedimiento de medicion propuesto

por Preza de la Vega J. y Reyes O. 2007.

De las hexosas reductoras, la mayor parte son fructosa y glucosa,
aunque pueden encontrarse en proporciones menores otros azucares
reductores.(White y Doner, 1980). De manera general la reaccion de

hexosas reductoras con el ion cuprico sucede de la siguiente manera:
10Cu°" + 2Hexosa,,; =+ 2 Hexosa,, + 5Cu, 01

El reactivo A de Fehling (Sulfato de cobre) utilizado para estas
determinaciones fue valorado previamente con EDTA, que fue valorado
con una solucién de cobre electrolitico 99.5% de pureza; esta solucidon
fue tomada como patrén primario para titular el EDTA. La concentracion
que se encontré para el reactivo A de Fehling fue de 0.261 molL™. Ya
obtenida esta concentracién se procedié a realizar la determinacién de

azucares reductores.

Para esta determinacion se tomdé de la disolucion madre de cada
muestra de miel, 1.0 mL y se llevo al aforo, con agua destilada en un
matraz aforado de 100.0 mL. De esta solucion se tomaron 40.0 mL para
la determinacion de sacarosa, el resto de la solucién se utilizé para esta
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determinacion por lo cual se coloc6é en una bureta de 25.0 mL. Aparte,
en un vaso de precipitados de 30 mL se colocaron 2.0 mL de reactivo A
y 2.0 mL de reactivo B de Fehling, se agregdé una gota de azul de
metileno 1% como indicador y se adicion6 agua destilada hasta cubrir
el electrodo de referencia (Ag/AgCl) y el electrodo de trabajo (alambre
de cobre); después se puso a calentar hasta ebulliciéon y posteriormente
se procedié a analizar las soluciones de miel de cada muestra que se
colocaron en la bureta de 25.0 mL. Para localizar el punto de
equivalencia se tienen 2 formas: el viraje del indicador azul de metileno
y de manera potenciométrica, al medir los valores del potencial de

equilibrio en el curso de la titulacion.

4.1.5. Determinacion de Sacarosa.

La sacarosa es un disacarido que estd compuesto por una molécula de
fructosa y una de glucosa unidas por un enlace glucosidico; la sacarosa
no presenta poder reductor, por lo cual no se puede determinar por el

método de Fehling de manera directa.

Para cuantificarla, la sacarosa se debe hidrolizar para romperse en
fructosa y glucosa, los cuales si presentan poder reductor y pueden ser

determinadas por el método de Fehling.

Existen diversas maneras de hidrolizar la sacarosa una puede ser por
acidos diluidos o por enzimas como por ejemplo la sacarasa (invertasa).
La formacion de glucosa y fructosa serd proporcional al contenido de
sacarosa, es decir, una molécula de sacarosa hidrolizada dara una
molécula de fructosa y una molécula de glucosa. El método que se

utilizé fue el de la hidroélisis acida.
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Figura 13: Hidrodlisis de la sacarosa.

Esta determinacion se hizo con los 40.0 mL, de la solucién que se utilizé
para determinar azucares reductores (1.0 mL de la disolucion madre
disuelto con agua destilada y llevado al aforo a 100.0 mL). Estos 40.0
mL se colocaron en un matraz aforado de 50.0 mL y se adicionaron 10
gotas de HCI concentrado, se dej6é en reposo 24 horas

aproximadamente y después se llevo al aforo con agua destilada.

Esta disolucion se valor6 por el método de Fehling, por lo cual,
colocamos la solucibn de miel en la bureta. Se repiti6 el mismo
procedimiento que en la determinaciéon de azlcares reductores. La
determinacion del contenido de sacarosa, se hizo restando el resultado
de la determinacion de azucares reductores (explicado anteriormente)

al resultado de esta determinacion.

La metodologia empleada fue comprobada experimentalmente con otros
trabajos en el mismo laboratorio (Preza de la Vega J.; Reyes O., 2007);
en particular, la cantidad de acido, otras disoluciones conocidas

agregadas y el tiempo de espera.

4.1.6. Determinacion de Acidez libre, lactonica y total.

La determinacion de acidez en muestras de miel es un problema muy
complejo ya que la miel es una matriz que contiene compuestos muy
diversos que varian dependiendo de factores como: la flora de origen,

zona de pecoreo de las abejas, zona geografica, época del afo, etc.
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Asi pues, las especies gquimicas que aportan protones a la miel e
intervienen en los equilibrios acido-base, al estar en distintas
concentraciones y tener pKa distintos, dificultan de manera significativa
la homogenizacion de puntos finales de acidez libre y lacténica. La
acidez total en la miel puede ser explicada por la presencia de acidos
organicos, lactonas o por esteres internos y algunos iones inorganicos,

posiblemente fosfatos.

Para la miel se consideran tres tipos de acidez: libre, lactdnica y total.
La diferencia entre la acidez libre y lacténica se debe al hecho de que
algunos &cidos de la miel son hidroxilos, es decir, son acidos y alcoholes
a la vez. En este tipo de compuestos, y en los casos en que es posible la
formaciéon de un anillo de cinco o seis miembros, se produce una
esterificacion intermolecular en medio acido, lo que produce

espontaneamente un éster ciclico que se conoce como lactona.

El tratamiento con base (para producir la hidrélisis del éster) abre
rapidamente el anillo lacténico para producir una sal de cadena abierta.
La acidez total es la suma de la acidez libre y la lacténica. Existe una
relaciéon entre estos 3 tipos de acidez, el pH y el origen botanico de la
miel. Para abejas Apis melifera se ha descrito como las mieles de pH
mas elevados suelen tener una menor acidez lacténica (Susana y

Mercedes Sanz Cervera; 1994.; White et al., 1962).

La alteracion de la miel por microorganismos supone un aumento en el
contenido en acidos libres. Por ello, la legislacion mexicana a través de
la Norma de calidad de la miel NMX-F-036-NORMEX-2006, prohibe la
comercializacion de miel de Apis melifera destinada a consumo directo
que presente una acidez libre superior a 40 meq/Kg, asi como cualquier

cambio artificial de la acidez.

31



Sin embargo, son muchas las investigaciones en la que se han
analizado mieles de calidad que, sin presentar ningun indicio de
contaminacion microbiana poseen valores de acidez libre superiores al
limite marcado por la norma (Demianowicz, 1971; Borque, 1982;
Riolobos, 1990). Los mayores valores de acidez libre para mieles de
abejas Apis melifera, son encontrados en mieles denominadas de
mielada o de bosque, es decir, aquellas producidas por las abejas a
partir principalmente de secreciones azucaradas de las partes vivas de

las plantas o que se encuentran sobre ellas, no del néctar de las flores.

El contenido de acidez libre puede ser una medida indirecta de la
frescura de la miel, aun cuando existen parametros mas directos y mas
confiables para cerciorarse de la frescura de una miel. La acidez libre
expresa la acidez independientemente de los acidos presentes. Se ha
encontrado que el &acido Glucdnico es el mas abundante y como su
nombre lo indica procede principalmente de la descomposicion de la
glucosa, debido a la accién de la enzima glucosa oxidasa presente de
manera natural en la miel. Como producto intermedio de esta
descomposicion se produce gluconolactona, la cual influye también en la

concentraciéon de la acidez (Mato I. y Huidobro F., 1997).

Para la determinaciéon de acidez libre y lacténica se preparé una
solucién de hidréxido de sodio (NaOH) aproximadamente 0.01 molL™.
Para tener un valor mas exacto de la concentracion de NaOH, se valor6
con biftalato de potasio (patréon primario); se obtuvo una concentracion
de 0.01041 molL™? para la primera solucién de hidréxido de sodio y
0.01096 molL™ para la segunda. La sosa ya valorada, se colocé en la
bureta de 10.0 mL y se procedié a valorar cada muestra de miel; para
esto se tomo de la solucion madre de cada muestra 0.5 mL en un vaso
de precipitados de 20 mL, se adicioné agua desionizada cubriendo el
electrodo del potencibmetro y se colocé con agitacion contante, para

medir de manera correcta el pH.
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Y se procedi6 a titular adicionando de 0.1 mL en 0.1 mL la solucién de
sosa para tener una curva de valoracion acido-base de cada muestra de

miel y asi poder determinar la acidez libre y la lactonica.

4.1.7. Determinacion de Fructosa y HMF.

El HMF y la Fructosa se cuantifican por electroquimica analitica, estos
meétodos se encuentran reportados en la literatura y han sido
comprobados (Reyes-Salas et al 2006; Heyrovsky, J., Zuman, P.,
1968). Por polarografia (técnica voltamperométrica que utiliza el
electrodo de gota de mercurio) se detectaron las sefales de reduccion

que dan tanto el HMF como la Fructosa.

Estos métodos electroquimicos nos permiten mejorar las cualidades
analiticas de las determinaciones (precision, reproducibilidad, exactitud,
etc.) y también los tiempos de andlisis. La determinacion de fructosa se
realiza con una sefal de reduccion directa de la fructosa; en las

condiciones de trabajo la glucosa no interfiere.

La cuantificacion de HMF y fructosa presentes en la miel, se realizan por
Polarografia Diferencial de Impulsos (abreviado PDI o también DPP), en
condiciones en que se tiene la reduccion directa del HMF y de Fructosa,
con las ventajas analiticas mencionadas pero ademas, a diferencia de
los otros métodos comunmente empleados para su cuantificacion, el
método electroquimico, al ser directo, elimina todas las imprecisiones
clasicas de reacciones quimicas de derivatizacion o transformacion
previa. Por otro lado, al no emplear reactivos quimicos diferentes se
bajan costos y riesgos a la salud que algunos de esos reactivos
involucran. Las cantidades de HFM vy fructosa en la miel se
determinaron por el método de adiciones patron (Gazcén Orta N.E.,

2012; Reyes Salas E. O. y Gazcon Orta N.E, 2014).
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Para la determinacién de fructosa se utiliz6 como electrolito soporte 10
mL de una disolucién de CaCl, 1 molL™ con un barrido de potencial de -
1000mV a -2100mV y una velocidad de barrido de 5mV/s. Se trazo la
curva residual; una vez finalizado, se adicionaron directamente 50 pL
de la solucién madre de miel. La disolucién patron de fructosa fue de
concentracién 0.01824 molL™ en agua desionizada; esta disolucién fue
valorada previamente por medio del método de Fehling utilizando el
mismo procedimiento que en la determinacion de azucares reductores
(mencionada anteriormente), solamente se cambid la soluciéon de miel
en la bureta por la solucion de fructosa. A los 10mL de electrolito
soporte se agregaron 100mL de la muestra y se hicieron adiciones del
patron de fructosa de 100uL en 100pL; se trazaron los respectivos

polarogramas.

Para la determinacion de HMF se utiliz6 como electrolito soporte 10 mL
de una solucién amortiguadora de Boratos a pH=10 con un barrido de
potencial de -1000mV a -2100mV y una velocidad de barrido de
5mV/s., Se trazé la curva residual, y luego se adicionaron directamente
500 pL de la solucién madre de miel; si no se llega a ver sefal se
adicionan nuevamente 500 pL, si no se observa sefial no se adiciona
mas solucion de miel. El estdndar empleado para las adiciones patrén
fue: una solucién patron de HMF con concentracion 1261.1 ppm en
agua desionizada de la cual se agregaron de 10 pyL en 10 pL y se
trazaron los respectivos polarogramas; si no se llega a ver seial en las
adiciones de la muestra solamente se adiciona HMF patron para
corroborar que el contenido de HMF en esa muestra de miel esta por

debajo del limite de deteccion de la metodologia.
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4.2. PROPOLEOS.

Segun el procedimiento elaborado por Octavio Reyes Salas y Diego
Francisco Chicas Bafnos (2014), se plantea una metodologia para la
determinacion de la actividad antioxidante en los extractos de propdleo
dividida en 3 etapas: el estudio electroquimico de la reaccion del
triyoduro con reductores de interés, la extraccion de los propdleos y la
medicién de su actividad antioxidante. Por otro lado se plantea en esta
tesis la determinacion de azucares reductores en propdleos utilizando

el método de Fehling.
4.2.1. Descripcion de los propoéleos.

Se estudiaron 8 propodleos de distinta especie de abeja y distinta
procedencia. Los datos de coleccion y procedencia se resumen en la
tabla 4:

Tabla 4: Informacion de las muestras de los distintos propdleos

analizados.

L Fecha de L s Método de
Propoleos Colecta Informacion Coleccién

P1 Mayo, 2015 Melipona Fasciata I__atrelll,e, 18%1_. Cuenca del Raspado

Balsas, Michoacan, México.
P2 Mayo, 2015 Plebeia sp Cuenca (?Ie_l Balsas, Michoacén, Raspado
México.
Nannotrigona Perilampoides Cresson, 1878.
P3 Mayo, 2015 Cuenca del Balsas, Michoacan, México. Raspado
Scaptotrigona Hellwegeri Friese, 1900. Cuenca

P4 Mayo, 2015 del Balsas, Michoacan, México. Raspado

P5 Mayo, 2015 Apis melifera Yotatiro, Michoacan México. Raspado

P6 Junio, 2008 Apis mellfera, Ran'cho I'_o_s ahogados", Raspado

Michoacan, México.
P7 2013 Apis melifera, Cordillera del Balsamo, Trampa
El Salvador.
P8 Enero, 2013 Apis melifera, Ranlc\:ﬂrz(ician Pedro", Yucatan Raspado
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4.2.2. Estudio electroquimico de Ila reaccion del

triyoduro con reductores.

El procedimiento consiste en medir la concentracion del complejo
triyoduro, para la determinacion de la actividad antioxidante. La
concentracion del complejo triyoduro se mide a través de la intensidad
de su sefal de reduccion en un electrodo de disco giratorio de platino.
Este se considera un método directo ya que se observa la sefial de la
onda voltamperométrica del sistema I3/1". Se realizaron valoraciones
voltamperométricas con 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y Acido

ascorbico que son compuestos antioxidantes comunes.

Como se indica en la tesis de Chicas Bafios (2014), se realizd un
analisis electroquimico en el que se estableci6 la relacion directa entre
la corriente limite de reducciéon de la especie I3” y su concentracion en la
celda del Polarografo. Se utiliz6 como electrolito soporte LiNO3
0.1 molL-*. Al agregar el antioxidante a la celda con el triyoduro, la

concentracion de yodo disminuye.
4.2.3. Estudio para la extraccion de propédleos.

Para determinar una manera mas efectiva de extraer los componentes
que le asignan la propiedad antioxidante a los propodleos, se realizé un
estudio con 3 propdbleos de distinta procedencia a los cuales se le
hicieron ocho extracciones con una mezcla compuesta de 70% etanol y
30% agua (v/v). Algunos estudios han demostrado que la mayoria de
los compuestos fendlicos y flavonoides se extraen cuantitativamente en

esta mezcla (Park e lkegaki, 1998).

Para esto se pesaron aproximadamente 3.0 g de propdleo y se
colocaron en un vaso de precipitados, se realizaron las ocho
extracciones durante dos horas cada vez, con 10.0 mL de mezcla

hidroetandlica, a temperatura ambiente y con agitacion constante, una
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vez acabado el tiempo de extraccion el extracto obtenido se colocd en

un matraz aforado de 25.0 mL y se llevo al aforo.

Con esto se busco conocer el coeficiente de reparto de la extraccion con
la mezcla hidroetandlica y asi poder obtener una metodologia adecuada
para la extraccion de mas componentes con propiedades antioxidantes

a los propdleos, con un menor gasto de disolvente.

4.2.4. Determinacion de actividad antioxidante en

extractos de propdleos.

Con las condiciones experimentales bien definidas, basados en los
resultados del estudio electroquimico de la reaccidon del yodo con acido
ascorbico y DPPH, se realizaron titulaciones voltamperométricas del
yodo (I3") con los extractos de propodleos; es decir, se definieron los
parametros de la celda electroquimica como la velocidad de barrido,
potencial inicial y final con ayuda del estudio electroquimico antes

mencionado.

4.2.5. Determinacion de azucares reductores en

propoéleos.

Para esta determinacion, se emple6é el método de Fehling, de manera
distinta a la determinacioén de azulcares reductores en la miel, ya que la
concentracion de azucares reductores en los propéleos es mucho menor
que en la miel, por esto se procedié a hacer la titulacion de Fehling de

la siguiente manera:

Por un lado, se prepardé un extracto de propoleos como se describe a
continuacién: se pesaron aproximadamente 5.0 g de propdleos y se

colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL, se agregaron 20 mL de
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agua destilada y se dejaron a temperatura ambiente y agitacion

constante durante 3 horas.

Después de estas 3 horas, se filtré el extracto y las aguas madres se
colocaron en un matraz de 25.0 mL y se llevéo a la marca con agua
destilada. Los extractos en los propoéleos analizados se elaboraron con
agua destilada, ya que los azucares reductores son solubles en agua
evitando asi extraer otros compuestos reductores, que pudieran

interferir en la determinacion que se desea.

Para la titulacion de Fehling, en un vaso de precipitados de 50 mL se
adicion6 1.0 mL de sulfato de cobre (Reactivo A) y 1.0 mL de tartrato
de sodio y potasio (Reactivo B), se agregd una gota de azul de metileno
1% como indicador y se adiciond agua destilada hasta cubrir lo
necesario el electrodo de referencia (Ag/AgCl) y el electrodo de trabajo
(alambre de cobre), después se puso a calentar hasta ebullicion y se
adicion6é lentamente el extracto de propoleo como se describio

anteriormente.

Los azucares reductores del extracto reaccionan con el Cu (Il) y el
exceso de Cu (Il) se titulé con una disolucion de glucosa patron 0.1304
molL™t.  Una vez conocido el volumen necesario de glucosa para
alcanzar el punto de equivalencia y conociendo las concentraciones
tanto de glucosa como de sulfato de cobre Il se puede conocer el

porcentaje de azucares reductores en los gramos de propdéleo pesado.
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5. PARTE EXPERIMENTAL.

5.1. REACTIVOS.

Tabla 5: Reactivos.

Reactivo Pureza Marca comercial
Fructosa R.A. (99%) Sigma Aldrich
Cloruro de calcio R.A. Mallinckrodt
Hidroximetilfulfuraldehido (HMF) R.A. Sigma Aldrich
Acido Boérico R.A. Analytyka
Boérax (Borato de Sodio) R.A. J.T.Baker
Sulfato de cobre pentahidratado R.A. J.T.Baker
Tartrato de sodio y potasio R.A. J.T.Baker
Azul de metileno R.A. G:T: Gury
Yoduro de Potasio USP Are Quim. S.A. de C.V.
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) R.A. Sigma Aldrich

5.2. EQUIPOS.

e pH metro “827 Metrohm”.

e Conductimetro “644 Metrohm”.

e Balanza Analitica “Mettler AE 240".

e Refractometro “Atago N-3E”.

e Parrilla de calentamiento y agitacion “Corning”.

e Milivoltimetro “Tacussel électronique tipo S6N”.

e Polarégrafo “"Radiometer Analitycal MDE 150”.
e Modulos " VoltaLab PST 050” y “TraceLab POL 150"

e Electrodos de trabajo:

» Electrodo de gota de mercurio.

» Electrodo de disco giratorio de platino.
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5.3. MUESTRAS.

El formato que se utilizé para identificar cada muestra de miel considera
varios criterios; se toma como ejemplo la primer muestra. Con la
primera letra se especifica la tribu de la abeja (Ejemplo: (M) de
Meliponini), La segunda y tercera letras especifican la especie de abeja
(si se conoce la especie, es decir es opcional; Ejemplo: (Mf) Melipona
fasciata Latreille). Las siguientes 3 a 4 letras especifican el Estado o
pais donde se originan las mieles (Ejemplo: (Mich) de Michoacan) y
para el caso de las mieles colectadas en la cuenca del Balsas se
especifica la temporada de colecta (Ejemplo: (P) de Primavera); por
ultimo se le da un numero consecutivo y Unico a cada muestra para su

mejor diferenciacion (en este caso es 1).
Ejemplo completo: MfLMichP1.

Tabla 6: Informacion de las muestras de las distintas mieles.

Muestra de .,
Informacion

miel
Miel de abeja meliponina (Melipona fasciata Latreille)
MMfMichP1 _ _
Michoacéan, colecta primavera 2014, cuenca del Balsas
Miel de abeja meliponina (Melipona fasciata Latreille)
MMfMichO2
Michoacéan, colecta otofio 2014 cuenca del Balsas
Miel de abeja meliponina (Plebeia sp) Michoacéan,
MPIMichP3 _
colecta primavera 2014, cuenca del Balsas
Miel de abeja meliponina (Plebeia sp) Michoacan,
MPIMichO4

colecta otono 2014 cuenca del Balsas

Miel de abeja meliponina (Scaptotrigona hellwegeri
MShMichP5 | Friese) Michoacan, colecta primavera 2014, cuenca del

Balsas.

Miel de abeja meliponina (Scaptotrigona hellwegeri
MShMichO6 | Friese) Michoacan, colecta otofio 2014 cuenca del

Balsas
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Muestra de

Informacion

miel.
Miel de abeja meliponina (Nannotrigona perilampoides
MNpMichP7 | Cresson) Michoacan, colecta primavera 2014, cuenca
del Balsas.
Miel de abeja meliponina (Nannotrigona perilampoides
MNpMichO8 Cresson) Michoacan, colecta otofio 2014 cuenca del
Balsas.
Miel de abeja meliponina, Huejutla, Hidalgo. 2013.
MHidH9
Miel de abeja meliponina, Michoacan.
MMich10
Miel de abeja meliponina, Comercial Marca: “Don
MMich11 )
Omar”, Michoacan.
Miel de abeja meliponina Nombre local: “Abeja bichillo
MbnOax12 0 negrita”. Oaxaca,
Colectada: 12 de Abril del 2014.
Miel de abeja meliponina (Melipona Beecheii). Oaxaca,
MMbOax13
Colectada: 12 de Abril del 2014.
Miel de abeja meliponina (Scaptotrigona Pectoralis).
MSpOax14
Oaxaca, Colectada: 12 de Abril del 2014.
Miel de abeja meliponina (Scaptotrigona Mexicana)
MSmOax15
Oaxaca, Colectada: 12 de Abril del 2014.
Miel + polen de abeja meliponina (Melipona Beecheii)
MMbOax16
Oaxaca, Colectada: 12 de Abril del 2014.
Miel de abeja meliponina (Melipona Beecheii).
MMbOax17
Meliponario “Don Emilio”, Oaxaca.
Miel de abeja meliponina (Plebeia Frontalis).
MPfOax18
Meliponario “Don Felix”, Oaxaca.
Miel de abeja meliponina (Melipona Beecheii).
MMbOax19

Meliponario “"Don Manuel”, Oaxaca.
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Muestra de

Informacion

miel
Miel de abeja Apis melifera. Guatemala. Colectada:
AGuat20
2014
Miel de abeja Apis melifera. Quetzaltenango,
AGuat21
Guatemala. Colectada: 2014
Miel de abeja Apis melifera. Amatitlan, Guatemala.
AGuat22
Colectada: 2014
Miel de abeja Apis melifera con canela. Comercial
AGuat23 »
Marca: “Guatebec”. Presentacion en Frasco.
Miel de abeja Apis melifera con café. Comercial Marca:
AGuat24 . 7
“Guatebec”. Presentacion en tubo de hule.
Miel de abeja Apis melifera con Canela. Comercial
AGuat25 -
Marca: “Guatebec”. Presentacion en tubo de hule.
Miel de abeja Apis melifera, tipo Mantequilla. Marca:
AChi26 o _ ~
“Maya vicic”. Chiapas. Colectada: otono 2014.
Miel de abeja Apis melifera, tipo Mantequilla. Morelos.
AMor27

Colectada: otofio 2014.
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6. RESULTADOS.

6.1. MIELES.

6.1.1. Humedad.

La determinacion de humedad se realiz6 con el refractometro. Se
colocaron 1 o 2 gotas de miel (sin tratamiento) en el cristal del
instrumento. El refractdmetro empleado estaba calibrado a 20°C; por lo
que si alguna muestra de miel no fue determinada a esta temperatura
se necesita aplicar un factor de correccion; se hace la resta a 100 del
valor obtenido para poder expresar la humedad como un porcentaje.

Los resultados obtenidos en las muestras analizadas fueron Ilos

siguientes:
Tabla 7: Resultados del porcentaje de humedad.
Muestra Temperatura Factor de Brix %
(°C) correccion | medidos | Humedad
MMfMichP1 22 0.0050 73.0 26.99
MMfMichO2 20 0.0000 74.2 25.80
MPIMichP3 20 0.0000 63.6 36.40
MPIMichO4 20 0.0000 68.6 31.40
MShMichP5 22 0.0050 57.0 42.99
MShMichO6 20 0.0000 72.2 27.80
MNpMichP7 20 0.0000 74.0 26.00
MNpMichO8 20 0.0000 72.0 28.00
MHidH9 22 0.0050 70.4 29.59
MMich10 22 0.0050 66.2 33.79
MMich11 21 0.0025 71.8 28.19
MbnOax12 21 0.0025 69.4 30.60
MMbOax13 21 0.0025 81.0 19.00
MSpOax14 21 0.0025 76.8 23.20
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Muestra Temperatura Factor de Brix %
(°C) correccion | medidos | Humedad
MSmOax15 20 0.0000 77.2 22.80
MMbOax16 21 0.0025 79.4 20.60
MMbOax17 20 0.0000 76.8 23.20
MPfOax18 22 0.0050 73.0 26.99
MMbOax19 22 0.0050 76.4 23.59
AGuat20 21 0.0025 81.0 19.00
AGuat21 20 0.0000 81.0 19.00
AGuat22 21 0.0025 81.6 18.40
AGuat23 22 0.0050 80.8 19.20
AGuat24 20 0.0000 82.2 17.80
AGuat25 22 0.0050 82.2 17.79
AChi26 19 -0.0025 80.2 19.80
AMor27 20 0.0000 81.4 18.60

Como se puede observar en la tabla 7 todas las mieles de Apis melifera
(muestras de Guatemala: AGuat20, AGuat2l, AGuat22, AGuat23,
AGuat24, AGuat25 y de Meéxico: AChi26 y AMor27) cumplen con la
norma mexicana de miel (méaximo porcentaje de humedad del 20%o). Si
se comparan los resultados de las mieles de Meliponini de la cuenca del
Rio Balsas en Michoacdn se observa que en la primera colecta de
primavera (muestras MMfMichP1, MPIMichP3, MShMichP5 y MNpMichP7),
las muestras presentan una mayor humedad, excepto para la especie
Nannotrigona perilampoides Cresson, la cual tiene mayor porcentaje de
humedad en la segunda colecta de otofio. La mayoria de las mieles de
meliponinas super6 lo establecido por la norma mexicana de miel de

abeja Apis melifera (excepto la MMbOax13).
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6.1.2. Cenizas.

Para esta determinacion se utilizé la misma solucion elaborada a partir
de la solucién madre para medir el pH (1.25 g pesados y después

llevados al aforo con agua desionizada a 5.0 mL).

Se midi6 la conductancia de cada una de estas soluciones en mS
(miliSiemens), se resto el valor de la conductividad del agua (al usar la
misma agua desionizada este es un valor constante). Expresado

algebraicamente, se tiene la siguiente ecuacion:

Xm = Xy — Xygua

El resultado se coloco en la ecuacion para la determinacion de cenizas.

_ Xm —0.14
174

= 04 Cenizas

Este procedimiento se realiz6 para todas las muestras de miel. Los

resultados obtenidos se presentan en la tabla 8:

En general, las mieles de Apis melifera tienen un porcentaje bajo en
cenizas y sobre todo son valores muy similares entre cada muestra; sin
embargo, para las abejas meliponinas hay una variacion enorme entre
los porcentajes ya que hay valores muy bajos (incluso por debajo de la
miel de abejas Apis melifera; MMfMichP1l) y porcentajes muy altos

(hasta 5 veces mas alto: MNpMichP7).

De las mieles de abejas meliponinas de Michoacan (y en general de
todas), la especie que presentd los porcentajes mas bajos fue la especie
Melipona fasciata Latreille, que en las 2 colectas presenté los
porcentajes de cenizas mas bajos de todas las mieles sin importar la
especie. También podemos observar una disminucién del porcentaje de
cenizas en las segundas colectas (otofio) con respecto de la primera

colecta (primavera).
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Tabla 8: Resultados del porcentaje de cenizas.

Concentracion

Conductividad

especifica de la

Conductividad

especifica de la

%

Muestra
(g/mL) solucion de miel miel X;n=Xsm=Xu20 Cenizas
Xsm (MS/cm) (mS/cm)
MMfMichP1 0.102 0.175 0.171 0.018
MMfMichO2 0.101 0.156 0.152 0.007
MPIMichP3 0.103 0.750 0.746 0.348
MPIMichO4 0.100 0.370 0.366 0.130
MShMichP5 0.101 0.310 0.306 0.095
MShMichO6 0.100 0.260 0.256 0.067
MNpMichP7 0.100 0.580 0.576 0.251
MNpMichO8 0.101 0.490 0.486 0.199
MHidH9 0.100 0.340 0.336 0.113
MMich10 0.100 0.270 0.266 0.072
MMich11 0.101 0.380 0.376 0.136
MbnOax12 0.100 0.320 0.316 0.101
MMbOax13 0.101 0.200 0.196 0.032
MSpOax14 0.100 0.290 0.286 0.084
MSmOax15 0.101 0.285 0.281 0.081
MMbOax16 0.100 0.450 0.446 0.176
MMbOax17 0.100 0.200 0.196 0.032
MPfOax18 0.100 0.630 0.626 0.279
MMbOax19 0.101 0.230 0.226 0.049
AGuat20 0.100 0.220 0.216 0.044
AGuat21 0.102 0.275 0.271 0.075
AGuat22 0.101 0.250 0.246 0.061
AGuat23 0.107 0.220 0.216 0.044
AGuat24 0.101 0.300 0.296 0.090
AGuat25 0.100 0.280 0.276 0.078
AChi26 0.101 0.199 0.195 0.032
AMor27 0.101 0.210 0.206 0.038
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6.1.3. pH.

Como ya se describié en la metodologia, las medidas de pH se hicieron
de manera directa en las soluciones de miel que se usaron para la

medicion de % de cenizas. Los resultados obtenidos se presentan en la

tabla 9.
Tabla 9: Resultados de la medicion de pH

Muestra scl;ll:;c’:z Muestra ';:::i(:z
MMfMichP1 334 MSmOax15 314
MMfMichO2 3.86 MMbOax16 3.5
MPIMichP3 3.8 MMbOax17 3.14
MPIMichO4 3.4 MPfOax18 3.01
MShMichP5 3.31 MMbOax19 3.11
MShMichO6 318 AGuat20 374
MNpMichP7 4,05 AGuat21 4.4
MNpMichO8 388 AGuat22 4.08

MHidH9 3.42 AGuat23 371

MMich10 3.19 AGuat24 4.19

MMich11l 3.08 AGuat25 4.02
MbnOax12 293 AChi26 3.83
MMbOax13 3.12 AMor27 3.94
MSpOax14 3.06

Se puede apreciar claramente que la mayoria de las soluciones de
mieles de meliponinas presentan un pH mas bajo que las soluciones de
miel de Apis melifera, con excepcion de unas cuantas (muestras:
MNpMichP7, MNpMichO8, MMfMichO2). En Ilas mieles de abejas
meliponinas de Michoacan se puede apreciar que hay una disminucion
del pH en la segunda colecta (otofio) a excepciéon de la miel de Melipona
fasciata Latreille (MMfMichO2), la cual en su segunda colecta tuvo un

aumento de pH respecto a la primera (MMfMichP1).
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6.1.4. Azucares reductores.

Para esta determinacion, se tomé de la disolucibn madre de cada
muestra de miel 1.0 mL y se llevd al aforo con agua destilada en un
matraz volumétrico de 100.0 mL. De esta solucion se tomaron 40.0 mL
para la determinacidon de sacarosa que se presentara mas adelante; el
resto de la solucién se utilizd para esta determinacion, por lo cual se
coloc6 en una bureta de 25.0 mL. Aparte, en un vaso de precipitados de
30 mL se colocaron 2.0 mL de reactivo A y 2.0 mL de reactivo B de
Fehling, se agreg6 una gota de azul de metileno al 1% como indicador y
se adiciond agua destilada hasta cubrir el electrodo de referencia
(Ag/AgCl) y el electrodo de trabajo (alambre de cobre); después se
puso a calentar hasta ebullicidbn y posteriormente se procedioé a agregar

la solucion de miel de cada muestra que se encontraba en la bureta.

Para localizar el punto de equivalencia se tienen 2 posibilidades: el
viraje del indicador azul de metileno y de manera potenciométrica con
una curva de valoraciéon experimental elaborada de la titulacién. De
manera general la reaccion de hexosas reductoras con el ion cuprico

sucede de la siguiente manera (Preza de la Vega J. y Reyes O. 2007).

10Cu*t + 2Hexosa,,; — Hexosa,, +5Cu,0 1

Por lo cual para determinar el potencial electroquimico en el punto de
equivalencia, a partir de la curva potenciométrica, se deduce de la

siguiente ecuacion:

S5AE AE
Egq = Ecutmn — 6 = E4: Rea. +?
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La ecuaciéon anterior explica que el punto de equivalencia se encuentra
a 5/6 partes del potencial condicional del ion cuprico o a 1/6 parte del
potencial condicional del azucar reductor, en la zona logaritmica de la

curva de valoracion.

Para explicar de mejor manera los resultados, se presenta como
ejemplo la muestra numero 3 (Miel de abeja meliponina (Plebeia sp)
Michoacéan, Colecta: 2014, cuenca del Balsas, colecta de primavera). La
solucién madre de esta muestra fue elaborada pesando 4.0489 gramos
de esta miel, que se llevan al aforo a 10.0 mL con agua desionizada (en
un matraz volumétrico); de esta solucion madre se tomé 1.0 mL, se
llevé al aforo a 100.0 mL y con esta disolucion se llend la bureta de
25.0 mL. La reaccion se siguié de manera potenciométrica; un ejemplo

de las curvas obtenidas se observa en la figura 14.

Figura 14: Ejemplo de curva de Titulacion potenciométrica inversa de
solucion de miel (muestra 3) con reactivo de Felhing (con rojo se

indica el vire del indicador azul de metileno 1%).

49



Se determina el volumen gastado al punto de equivalencia; en este
ejemplo, se encuentra en 9.7 mL de disoluciéon de miel. Para encontrar

el porcentaje de azUcares reductores se realiz6 el calculo siguiente:

mmol de Cult, , = (1f5]mmai de Az.Red,, .

0.261mmol

ml

2+
mmol de Cu;,,,;

= (E.GmL * ) = 0.522mmol

1
mmol de Az.Red, ., = 0.522mmol X (E) = 0.1044mmol

180.16mg
masa de Az. Red(g) = 0.1044mmol X (—)
1mmol

18.81mg = 0.01881g Az Red

ImL i mns )x( 4.0489g )

de miel(g) = 9.7mL__, -1><(
masa de miel(g) M sotae mist ™ \ T00mL 10mlL

sol da mial sol mad

=0.03927g

Expresandolo en porcentaje:

masa de Az, Red

0 Az.Red_, = ( )x 100

masa de miel

0.01881g

i Az.RedmiE: = (m

) X 100 = 47.89%
De la misma manera se hicieron los calculos para la determinacién de

azucares reductores de cada miel. Los resultados obtenidos se

presentan en la tabla 10.
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Tablal10: Resultados del porcentaje de aziicares reductores.

Masa de miel diluida | Volumen agregado de | Porcentaje de
Muestra. en solucién madre solucion de miel al |Az. Reductores
(g9). P.E. (mL). de la miel.

MMfMichP1 4.0691 7.5 62.04
MMfMichO2 4.0304 7.1 65.73
MPIMichP3 4.0489 9.7 47.89
MPIMichO4 4.0025 9.4 49.99
MShMichP5 4.0538 9.5 48.84
MShMichO6 4.0036 7.9 59.47
MNpMichP7 4.0198 10.9 42.93
MNpMichO8 4.0420 9.9 47.00
MHidH9 4.0078 8.7 53.94
MMich10 4.0141 8.6 54.80
MMich11 4.0448 9.3 49.81
MbnOax12 4.0084 9.2 51.00
MMbOax13 4.0300 6.9 67.64
MSpOax14 4.0142 8.0 58.57
MSmOax15 4.0426 7.8 59.65
MMbOax16 4.0060 8.1 57.96
MMbOax17 4.0065 7.4 63.44
MPfOax18 4.0016 9.9 47.48
MMbOax19 4.0238 15.2 61.50
AGuat20 4.0099 6.6 70.80
AGuat21 4.0830 6.5 70.87
AGuat22 4.0286 6.6 70.74
AGuat23 4.2647 6.7 65.83
AGuat24 4.0519 6.5 71.41
AGuat25 4.0018 6.7 70.15
AChi26 4.0556 6.6 70.27
AMor27 4.0430 6.3 73.84

*P.E. : Punto de Equivalencia
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Basados en los resultados obtenidos observamos que la mayoria de las
mieles de Apis melifera, presenta un mayor porcentaje de azucares
reductores respecto a las mieles de Meliponini, también se observa que
el porcentaje de azucares reductores en las mieles de estas ultimas
varia mucho una de la otra. Respecto a las mieles de Meliponini de
Michoacan se puede observar claramente que la segunda cosecha
(otofio), tiene en todas las especies analizadas un aumento en el
porcentaje de azUcares reductores respecto a la primera cosecha

(primavera).
6.1.5. Determinacion de sacarosa.

Esta determinacion se hizo separando los 40.0 mL, de la solucién que se
utilizé para determinar azucares reductores (1.0 mL de solucion madre
disuelto con agua destilada y llevado al aforo a 100 mL). Estos 40.0 mL
se colocaron en un matraz aforado de 50.0 mL y se adicionaron 10
gotas de HCI concentrado, se dej6é en reposo 24 horas

aproximadamente y después se llevo al aforo con agua destilada.

Esta disolucion se valoré por el método de Fehling, por lo cual,
colocamos la solucibn de miel en la bureta. Se repiti6 el mismo
procedimiento que en la determinacion de azucares reductores. Para
determinar el contenido de sacarosa, se hizo restando el resultado de la
determinaciéon de azucares reductores explicado anteriormente al
resultado de esta determinacion. Los resultados de esta determinacion

se presentan en la tabla 11.
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Tabla 11: Resultados de la determinacion de sacarosa

Porcentaje de Porcentaje de

Muestra sacarosa en la Muestra sacarosa en la
miel miel
MMfMichP1 0.587 MSmOax15 0.000
MMfMichO2 0.308 MMbOax16 0.000
MPIMichP3 0.427 MMbOax17 0.345
MPIMichO4 2.055 MPfOax18 0.000
MShMichP5 0.000 MMbOax19 0.000
MShMichO6 0.000 AGuat20 2.212
MNpMichP7 0.000 AGuat21 0.917
MNpMichO8 0.000 AGuat22 0.430
MHidH9 0.882 AGuat23 2.226
MMich10 0.410 AGuat24 0.220
MMichl1l1l 0.000 AGuat25 0.000
MbnOax12 0.000 AChi26 1.301
MMbOax13 0.000 AMor27 0.710

MSpOax14 0.000

Se observa claramente que la mayoria de las mieles de Apis melifera
analizadas presentan sacarosa en contenidos variados pero todos
pueden considerarse bajos, e incluso, la muestra 25 no contiene
sacarosa. Las mieles de meliponinas presentan contenidos variados y
muchas no presentan sacarosa. El contenido de sacarosa es bajo; todas
las mieles se encuentran dentro de lo que pide la Norma Mexicana NMX-
F-036-2006, que indica que la miel debe presentar un contenido menor

al 5% para ser apta para consumo humano.
6.1.6. Acidez libre y lacténica.

Para la determinaciéon de acidez libre y lacténica se preparé una
solucién de hidréxido de sodio NaOH aproximadamente 0.01 molL™.
Para tener un valor mas exacto de la concentracion de NaOH, se valor6
con biftalato de potasio (patron primario), con el cual se determiné la
concentracién de la sosa de manera mas precisa: de 0.01041 molL™
para la primera solucién de hidréxido de sodio y 0.01096 molL™ para la

segunda.
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La sosa ya valorada, se colocé en la bureta de 10.0 mL y se procedi6 a
valorar cada muestra de miel: para esto se tomo6 0.5 mL de la soluciéon
madre de cada muestra en un matraz de 30.0 mL, se adiciondé agua
desionizada cubriendo el electrodo combinado y se colocé con agitacion
contante, para medir de manera correcta el pH. Se procedi6é a titular
con adiciones de 0.1 mL en 0.1 mL de la soluciéon de sosa para tener
una curva de valoracion acido-base de cada muestra de miel y asi poder

determinar la acidez libre y la lactonica.

Para explicar de mejor manera los resultados, se ha tomado como
ejemplo la muestra 13 (Miel de abeja meliponina (Melipona Beecheii) de
Oaxaca (colectada: 12 de Abril del 2014), en la cual se puede ver
claramente los 2 puntos de equivalencia de la acidez libre y de la
lactonica. (Un detalle importante a mencionar es que para la
determinacion del segundo punto de equivalencia al volumen total

gastado se le resta el volumen del primer punto de equivalencia).

Figura 15: Curva de valoracion acido-base de la solucion de miel,

muestra 13 con Hidréxido de sodio 0.01096 molL™.
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Al observar la curva de valoracion de la muestra 13 se pueden distinguir
los 2 puntos de equivalencia en las 2 zonas logaritmicas de cambio
brusco del grafico; en algunos casos donde no se observan claramente
estas zonas se procede a sacar la primera derivada para observar de
mejor manera los puntos de equivalencia. Tomando el primer punto de
equivalencia se calcula el numero de equivalentes de &cidos libres

(acidez libre), en la miel.

Eq H%alicuota miel = mmol de NaOH gastado al 1°" P.E.
Eq H*alicuota miel = Conc. NaOH X Vol. NaOH gastado al 1°" P.E.

Eq H*alicuota miel = 0.01096M X 1.1mL = 0.012056meq H*

Para expresar la acidez libre en los términos que exige la Norma
mexicana (meq acidos/Kg de miel), se toma en cuenta como se elabord

la solucibn madre y cuanto volumen se tomoé de esta misma.

Vol de Sol. Mad.tom
Vol de S5aol. Mad. tot

m de miel en alic. (kg) = ( ) ¥ m de miel en Sol. Mad. (kg)

En el caso de la muestra 13:

mlL
masa de miel en alicuota(kg) = ( L) ¥ 0.00403kg

masa de miel en alicuota(kg) = 2.015 X 10 *kg

meq HY /kg de miel = 0.012056meq H¥/2.015 X 10 *kg = 59.831meq/kg

Para la acidez lactonica se repite el mismo procedimiento con el gasto

de sosa para la segunda valoracion (1.2 mL).

Eq H%alicuota miel = mmol de NaOH gastado al 2%° P.E.
Eq H*alicuota miel = Conc. NaOH X Vol. NaOH gastado al 2%° P.E.

Eq H*alicuota miel = 0.01096M X 1.2mL = 0.03152meqg H*
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Se expresa la acidez lactonica en las mismas unidades que la acidez
libre, para tener un buen punto de comparacion entre los 2 tipos de

acidez y para obtener la acidez total en las mismas unidades.

Vol de Sol. Mad.tom
Vol de S5aol. Mad. tot

m de miel en alic. (kg) = ( ) ¥ m de miel en Sol. Mad. (kg)

ml
) ¥ 0.00403kg

masa de miel en alicuota(kg) = (1'] 3
m

masa de miel en alicuota(kg) = 2.015 X 10 *kg
meq HY /kg de miel = 0.013152meq H¥/2.015 X 10 *kg

= 65.27meq /kg de acidez lactdnica

Este procedimiento se repitié para el célculo de la acidez libre, lactdnica
y total, en las deméas muestras de miel; los datos se presentan en la

tabla 12.

Tabla12: Resultados de acidez libre, lactdnica, total y pH en los 2

puntos de equivalencia.

Vol.
Conc. Para Vol.
de 1°r pH 1° Para pH 2% Acidez Acidez Acidez
Muestra NaOH | Punto | punto de | 2¢°Punto | punto de Libre Lacténica total
(molL" de equiv. de equiv. (meq/kg) | (meq/kg) | (meq/kg)
1) equiv. equiv.
MMfMichP1 | 0.0104| 0.35 | 7.20 | --—-—- | --—-- 17.9 17.9
MMfMichO2 | 9.0110| 0.1 | 5.50 e 5.5 5.4
MPIMichP3 | 0.0104| 3.5 | 6.60 e 180.0 180.0
MPIMichO4 | 0.0110| 0.9 | 4.74 SUNUE . 49.3 49.3
MShMichP5 | 9 0104 | 1.7 | 7.26 e 87.3 87.3
MShMichO6 |0 0110| 1.5 | 5.57 SRR — 82.1 82.1
MNpMichP7 10 0104 | 1 7.60 — | - 52.0 52.0
MNpMichO8 | 9 0110| 1.3 | 5.31 — | - 70.5 70.5
MHIdHO | 0.0104| 2.6 | 5.75 0.90 6.69 135.1 46.7 181.8
MMich10 |0.0104| 1.5 | 7.17 1.15 | 10.85 77.0 59.1 136.1
MMichll 10.0104| 3.2 | 5.62 2.00 7.75 164.8 | 102.9 | 267.7
MbnOax12 |9 0110| 2.1 | 5.75 1.40 8.02 114.8 76.6 191.4
MMbOax13 | 9.0110| 1.1 | 5.54 1.20 7.78 59.8 65.3 125.1
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Vol.

Conc. Para Vol.

de ger pH 1°r Para pH 2% Acidez Acidez Acidez
Muestra NaOH Punto punto 2%°punto | punto de Libre Lactonica total

(molL" L:ie de equiv. de equiv. | (meq/kg) | (meq/kg) | (meq/kg)

N equiv. equiv.
MSpOax14 |0.0110| 3 6.75 1.50 8.06 163.8 81.9 245.7
MSmOax15 |g.0110| 2.3 | 7.97 1.60 | 10.35 | 124.7 86.8 211.5
MMbOax16 | 0.0110| 3.6 | 6.05 1.00 7.95 | 197.0 54.7 251.7
MMbOax17 | 9.0110| 1.5 | 8.10 82.1 82.1
MPfOax18 |o.0110| 5.2 | 6.78 284.8 284.8
MMbOax19 |p.0110| 1.6 | 5.93 0.80 7.99 87.7 43.8 131.5
AGuat20 |0.0104| 0.4 | 6.29 20.8 20.8
AGuat2l |00104| 0.3 | 7.63 15.3 15.3
AGuat22 10.0104| 0.4 | 7.43 20.7 20.7
AGuat23 |0.0104| 0.5 | 7.50 24.4 24.4
AGuat24 |0.0104| 0.4 | 7.04 20.5 20.5
AGuat25 10.0104| 0.3 | 6.79 15.6 15.6
AChi26 100110| 0.2 | 5.51 10.8 10.8
AMor27 |g.0110| 0.2 | 5.49 10.8 10.8

Con los resultados presentados en esta tabla se puede ver claramente
que la acidez libre de las mieles de Meliponini es considerablemente
mayor a las mieles de Apis melifera. Las mieles que presentan acidez
lacténica todas son del tipo Meliponini y son mieles que fueron de
mayor antigledad, es decir las colectadas en el 2012 en Oaxaca
(muestras de la 12 a la 19; excepto 17 y 18). Esto puede ser un indicio
de que la acidez lacténica podria depender de la antigiedad de la miel;
posiblemente también dependa de la especie de abeja y con ello
muchos factores como: la flora de origen, zona de pecoreo de las
abejas, zona geografica, época del afo, etc. Pero esto es solamente una
hipotesis; se tiene que hacer mas investigacion en este campo para

confirmar o desechar la hipotesis planteada.
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Para las mieles de Meliponini de Michoacan, tenemos que hay una
disminucion de la acidez libre en la segunda colecta (otofio), con
respecto a la primera (primavera), a excepcion de la especie
Nannotrigona perilampoides Cresson, la cual en lugar de presentar una

disminucién de una colecta a otra, presenté un aumento.
6.1.7. Fructosa.

Para la determinacion polarografica de fructosa se utiliz6 como
electrolito soporte 10 mL de una solucién de CaCl, 1 molL™. Se traza la
curva residual, una vez finalizada, se adicionan directamente 50 uL de
la solucion madre de miel. Para aplicar el método de adiciones patron se
empledé una disolucién patrén de fructosa de concentracion 0.01824
molL™ en agua desionizada; esta solucién fue valorada previamente
(por medio del método de Fehling de azucares reductores). Se hicieron
adiciones del patréon de fructosa de 100 pL en 100 pL por cada adicion,
tanto para la muestra, como para las adiciones patron se trazé el

respectivo polarograma (Figural6).

Pico “A”

Pico

Figura 16: Polarograma de adiciones de solucion patron de fructosa a
la muestra 3 de miel. Electrélito soporte: CaCl, 1.0 molL™?, solvente:

agua desionizada, velocidad del barrido: 5.0 mV/s.

58



Como se observa en la figura 16. La fructosa presenta dos sefiales de

reduccion en el dominio de electroactividad en que se trabajo (picos “A”
y \\BII).

En las condiciones en que se llevo a cabo el experimento, el pico “"B” y
“A"” presentan una buena definicidon, pero el pico “A” presenta ciertos
efectos cinéticos (Norma Gascon, 2009) que pueden intervenir en la
cuantificacion de este pico; por lo cual, como en otras tesis (Diana
Romero 2013; Joaquin Preza 2007) se procedi6é a utilizar el pico “B”
para efectos de cuantificacion; al realizar el andlisis de regresion lineal

en dicha sefial (Figura 16) se observa una buena correlacién.

Para la elaboracion de la curva de adiciones patron, se represento la
corriente medida en el pico “"B” contra la cantidad de fructosa en la
alicuota de la solucion de la muestra de miel y con cada adicién patron
(expresado en mmol).La cantidad de fructosa en cada adiciéon se
representa contra la corriente medida que le corresponde y se obtiene

la grafica presentada en la figura 17.

E=-1470mV

Figura 17: Grafico obtenido a partir del método de adiciones patron
para determinar la concentracion de fructosa en la muestra MPIMichP3

de miel.
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La cantidad de fructosa presente en la alicuota de la muestra MPIMichP3
de miel se calcula cuando la linea de regresion lineal intersecta el eje de
las abscisas. Este dato se puede obtener directamente del grafico o por

medio de la ecuacion de regresion lineal obtenida, es decir:

¥y =56906x + 1.411

Como se observa en la gréafica, el punto que esta en el eje de las
abscisas corresponde a la adicion de la solucion de miel, por lo cual
para calcular la cantidad de fructosa y=0 (interseccibn con las

ordenadas).
Siyv=0
56.906x = —1.411

14l 0.0248
Y= Tte006

mmol de Fructosa = 0.0248mmaol

(en la alicuota de 50ul. de solucidon de miel)

Para expresar el resultado en porcentaje de fructosa en la miel se llevd
a cabo el siguiente procedimiento matematico. Primero se convierten
los milimoles de fructosa obtenida, a masa de fructosa en la alicuota

con la siguiente ecuacion:

180.16mg de Fruc)

Fruc enla alicuota{mg) = mmol de Fruc x ( Tmmol de Fruc

180.16mg

Fruc en la alicuota{mg) = 0.0248mmaol % ( ) = 4.47mg Fruc en la alicuota

1mmaol

Masa de miel en la 5o0l. Madre = 4.048%g

Vol. de solucion de miel = 10mL

Vol de alicuota de miel agregado = 50ul
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Vol de 5o0l. Mad total
Volde Sol. Mad alicuo

MasadefmcenSaE.Mad=( )xMasadefmceniaaiicua

10mlL
Masade frucen Sol.Mad = ( ) x 0.00447g = 0.894g de Fruc en Sol. Madre.

0.05mL

Masa de Frucosaen Sol. Madre

U de Fruc en miel = ( ) = 100

Masa demiel en S5o0l. Madre

0.894g
% de Fruc en miel = (

kit = 22080
4-.{]4-893)X1ﬂﬂ 22.08%

Al repetir el procedimiento anterior para las demas muestras se

obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 13.

Tabla 13: Resultados de la determinacion polarografica de Fructosa.

Coeficiente de Porcentaje de
Muestra Ec de Reg Lineal
Determinacioén (r2) fructosa en la miel

MMfMichP1 r’=0.9805 y=79.941x+1.0369 11.5
MMfMichO2 r’=0.9989 y=121.97x+2.9885 21.9
MPIMichP3 r’=0.998 y=56.906x+1.411 22.1
MPIMichO4 r’=0.9952 y=113.89x+3.5669 28.2
MShMichP5 r’=0.9851 y=47.072x+1.1356 21.4
MShMichO6 r’=0.9991 Y=132.96x+2.6447 17.9
MNpMichP7 r’=0.9814 Y=118.01x+1.996 15.2
MNpMichO8 r’=0.9972 Y=117.54x+2.108 16.0

MHidH9 r’=0.9925 Y=149.14x+2.8773 17.3
MMich10 r’=0.9937 Y=71.313x+1.8377 23.1
MMich11 r’=0.995 Y=48.168x+1.4898 27.6
MbnOax12 r’=0.9957 Y=52.474x+0.6335 10.9
MMbOax13 r’=09984 Y=55.071x+1.3111 21.3
MSpOax14 r’=0.9811 Y=63.214x+1.1771 16.7
MSmOax15 r’=0.9993 Y=144.11x+2.2598 14.0
MMbOax16 r’=0.9902 Y=115.45x+3.1763 23.6
MMbOax17 r’=0.9986 Y=138.9x+3.0423 19.7
MPfOax18 r’=0.9974 Y=139.04x+1.8763 12.2
MMbOax19 r’=0.9902 Y=169.5x+2.9803 15.7
AGuat20 r’=0.9968 Y=111.4x+3.6215 29.2
AGuat21 r’=0.9961 Y=133.03x+3.7974 25.2
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Coeficiente de Porcentaje de
Muestra Ec de Reg Lineal
Determinacion (r2) fructosa en la miel

AGuat22 r’=0.998 Y=111.95x+4.1195 32.9
AGuat23 r’=0.9977 Y=148.62x+3.4602 19.6
AGuat24 r’=0.9932 Y=171.52x+3.5015 18.2
AGuat25 r’=0.9983 Y=140.54x+4.2624 27.3

AChi26 r’=0.9998 Y=125x+3.0203 21.5

AMor27 r’=0.9901 Y=160.2x+2.3153 12.9

Con los resultados presentados en la tabla anterior podemos observar
que el porcentaje de fructosa no depende del tipo de abeja ya que las
dos especies que analizamos en este trabajo (Meliponini y Apis
melifera), presentan porcentajes de fructosa muy variados. Para las
mieles de Michoacdn observamos que en dos de estas especies hay un
aumento considerable de Fructosa de la primer colecta (primavera),
respecto a la segunda (otofio), las especies son: Melipona fasciata
Latreille y Plebeia, las otras dos especies, la especie Scaptotrigona
hellwegeri Friese, tiene una disminucién considerable y la especie
Nannotrigona perilampoides Cresson, presenta un aumento minimo al
grado de considerar que entre las dos colectas no hay diferencia

apreciable.

6.1.8. Hidroximetilfurfural (HMF).

Para la determinacién de HMF se utiliz6 como electrolito soporte 10 mL
de una solucién amortiguadora de Boratos a pH=10, Se trazé6 la curva
residual, una vez finalizado, se adicionaron directamente 500 pyL de la
solucion madre de miel. Si no se llega a ver sefal se adicionan
nuevamente 500 pL; si no se observa sefial no se adiciona mas solucién

de miel.
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La referencia empleada para las adiciones patron fue una solucién
patron de HMF con concentracion 1261.1 ppm en agua desionizada de
la cual se agregaron en cada adicion patron alicuotas de 10 uL. Para
cada adicion tanto de la muestra como de las soluciones patron se trazo
el respectivo polarograma, si no se llega a ver sefal en las adiciones de
la muestra solamente se adiciona HMF patrén para corroborar que el
contenido de HMF en esa muestra de miel esta por debajo del limite de

deteccion de la metodologia.

Figura 18: Ejemplo de un polarograma de adiciones de soluciéon patron
de HMF a la muestra MOaxMb13 de miel. Electrolito soporte: Buffer de
Boratos pH=10; solvente: agua desionizada, velocidad de barrido: 5.0
mV/s.

Para la elaboracion de la curva de adiciones patron, se represent6 la
corriente limite medida con respecto a la concentracion de HMF (en

ppm) en la celda.
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Un detalle importante a considerar, es que el volumen de las adiciones
de 10 pyL en 10 pL en la celda no se consideran en el calculo de las
concentracion de HMF (ppm) debido a que son volumenes que pueden

despreciarse, debido a la cantidad de electrolito soporte (10.0 mL).

Para el calculo de HMF (ppm) en la celda, se realizé el siguiente calculo
matematico para cada adicion. Se toma como ejemplo la concentracion
cuando se adicionaron los primeros 10 yL. De la solucién patréon de HMF
(1261.1 ppm).

1L Estandar de HMF )

10pL Estandar de HMF X (
1000000ul Estandar de HMF

( 1261.1mg de HMF

) = mg de HMF en la celda
1L Estandar de HMF

1 1261.1
10 x ( ) ® ( )= 0.0126mg de HMF en la celda
1000000 1

Este procedimiento se repite para cada adicion patréon de HMF,
solamente se modifica el volumen total adicionado del estandar de HMF
a la celda. Una vez obtenidas las masas (mg) de cada adicién y la
corriente de cada adicion, se procedidé a realizar la curva de adiciones
patron de HMF. Para ejemplificar de mejor manera los resultados se

toma como ejemplo la muestra MMbOax13. (Figura 19).

64



Figura 19: Grafico obtenido a partir del método de adiciones patron
para determinar la concentracion de HMF en la muestra MMbOax13 de

miel.

Como se puede observar, en la figura 19 de las adiciones estandar, se
obtiene el resultado en mg de HMF presentes en la alicuota de la
solucion de miel; para obtener el resultado en mg de HMF/kg de miel
(ppm), tal como lo pide la Norma Mexicana de Miel se realiza el

siguiente calculo matemaético:

Masa de miel en Solucion Madre = 4.03g
Volumen de Solucion Madre = 10mL
Volumen de Alicuota de miel = 0.5mL

Masa de HMF en Alicuota = 0.0348mg

0.5mL(Alicuota)

Masa de miel en Alicuota = 4.03g X = 0.2015g
10mL Sol. Madre

1k
Masa de miel en Alicuota = 0.2015g x g
1000g

= 0.0002015kg
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Contenido de HMF (ppm) =

mg de HMF _ 0.0348mg de HMF

kg de miel  0.0002015kg de miel

= 172.7ppm

Este procedimiento se repitid para las demas muestras de miel y se

obtuvieron los resultados contenidos en la tabla 14.

Tabla 14: Resultados de la determinacion de HMF.

Coeficiente de

Ecuacion de

mg HMF/Kg de

Muestra
Determinacioén (r2) Regresion Lineal miel (ppm)
MMfMichP1 MLD MLD MLD
MMfMichO2 MLD MLD MLD
MPIMichP3 MLD MLD MLD
MPIMichO4 MLD MLD MLD
MShMichP5 MLD MLD MLD
MShMichO6 MLD MLD MLD
MNpMichP7 MLD MLD MLD
MNpMichO8 MLD MLD MLD
MHidH9 r’=0.9982 Y=2.6236x+0.066 125.4
MMich10 r’=0.9807 Y=4768x+40.34 41.6
MMich11 r’=0.9953 Y=1308.8x+69.547 262.7
MbnOax12 r’=0.9897 Y=1401x+37.925 135.1
MMbOax13 r’=0.9925 Y=1705x+58.311 172.7
MSpOax14 r’=0.9833 Y=1940.9x+67.54 173.4
MSmOax15 r’=0.9986 Y=2.3993x+0.0572 117.9
MMbOax16 r’=0.9952 Y=0.4577x+0.0232 253.1
MMbOax17 r’=0.9985 Y=2.6122x+0.0815 156.0
MPfOax18 r’=0.9992 Y=2.7391x+0.1035 188.8
MMbOax19 r’=0.9997 Y=2.4718x+0.0892 179.4
AGuat20 r’=0.9984 Y2.2169x+0.0176 39.3
AGuat21 MDL MDL MDL
AGuat22 r’=0.992 Y=2.3188x+0.0092 19.7
AGuat23 r’=0.994 Y=2.0017x+0.0127 29.7
AGuat24 r’=0.9947 Y=2.2645x+0.015 32.7
AGuat25 MDL MDL MDL
AChi26 r’=0.9993 Y=0.19099x+0.0006 14.5
AMor27 MDL MDL MDL

*MLD=Menor al Limite de Deteccion.
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Basados en los resultados obtenidos podemos observar que muchas de
las mieles tienen un alto contenido de HMF. La excepcidon son las mieles
de meliponinas traidas de meliponarios de Michoacan (abejas
cultivadas); las 2 colectas presentan un contenido de HMF por debajo
del limite de deteccidén; las otras 3 mieles que presentan un contenido
por debajo del limite de deteccion que refleja su alta calidad, su buena
conservacion y almacenamiento, son de la especie Apis melifera, 2 de
ellas provenientes de Guatemala. Los altos contenidos de HMF en las
mieles pudieron ser causadas por calentamiento y el tiempo que llevan

almacenadas.

6.2. PROPOLEOS.

Estas determinaciones se basan en el procedimiento descrito en la
metodologia. La determinacion de la actividad antioxidante en los
extractos de propodleo se plantea en 3 etapas: el estudio electroquimico
de la reaccidon del triyoduro con reductores de interés, la extraccion de

los propdleos y la medicion de su actividad antioxidante.

6.2.1. Estudio electroquimico del triyoduro con

reductores.

Se procedié primero a realizar un estudio voltamperométrico de la
reduccion del triyoduro en el cual se evalud la corriente de reduccién
del complejo triyoduro a yoduro. Como se menciond anteriormente, se
escogié como electrolito soporte el LINO3 por 2 motivos: por su alta
solubilidad en etanol y porque la sal no posee aniones con potenciales
de reduccidon cerca del potencial del sistema I3/1". Tomando en cuenta
lo anterior el medio que se prepar6 fue LiNO3 0.1 molL™ con una mezcla
etanol-agua 1:1 como disolvente, similar al que se emplea para la

extraccion de los propéleos.
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El dominio de electroactividad fue desde -900 mV (Barrera catddica)
hasta los 1200 mV (Barrera anddica), y como velocidad de barrido 3
mV/s. Estas condiciones son similares a las mencionadas en la literatura

(D. Chicas y O. Reyes; 2014).

Una vez establecidas las condiciones experimentales, se trazaron los
voltamperogramas de una serie de adiciones de 100 pL de solucidon de
yodo en exceso de yoduros (I37), con una concentracion de 0.0046
molL™, previamente estandarizada, con el objetivo de identificar la onda
voltamperométrica que corresponde al sistema I3/1° , determinar su
potencial de media onda y definir si la corriente aumentaba de manera
proporcional con la adicién de I3~ (es decir, que la electrdlisis estuviese
controlada por la difusibn convectiva). En la figura 20 se puede
observar el voltamperograma correspondiente a las condiciones

anteriormente descritas.

Figura 20: Voltamperograma de adiciones de solucion patron de I5”
0.0046molL™. Electrolito soporte: LiNO; 0.1molL™?, solvente mezcla

hidroetanolica 50-50, velocidad de barrido 3 mV/s.

68



En las condiciones experimentales mencionadas anteriormente, se
encontré que el potencial de media onda de la sefal de reduccion del
sistema I3/l es de 575.7 mV (Anexo 1). Con los valores de corriente
limite de las sefiales de reduccion de cada una de las adiciones de I3y
su respetiva concentracion en la celda se elabor6 una curva de
calibracién, para corroborar la linealidad entre la corriente y la

concentracion. (Figura 21).

Figura 21: Curva de calibraciéon de triyoduro. Corriente limite medida en
200 mV.

Se observa que el coeficiente de determinacion (r*=0.9904) de la curva
de calibracion del triyoduro indica que la sefial del triyoduro presenta un
caracter lineal en este experimento. Por lo cual, podemos concluir que
en estas condiciones experimentales, se puede cuantificar el triyoduro
en solucidén. Con el objetivo de caracterizar el método de cuantificacion
de triyoduro, se procede a calcular el limite de deteccion y el limite de
cuantificacion de acuerdo a la ecuacibn 1 y la ecuaciéon 2

respectivamente (Miller y Miller,2005).
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Limite de Deteccion =Y, + 35,

(Ecuacién 1)

Donde: ¥, es la sefal analitica del blanco y

5, es la desviacion estandar de la sefial analitica del blanco

En este experimento se considera que la sefial analitica del blanco

corresponde a la corriente ocasionada por el medio (por el electrolito

soporte LiNOs; 0.1 molL™" en mezcla hidroetandlica 50-50), que se

conoce como corriente residual.

El promedio y la desviacion estandar de 5 veces el valor de la corrientes

residuales obtenidas de 5 voltamperogramas diferentes se presentan en

la Tabla 15.

Tabla 15: Corriente residual a 200mV de distintos experimentos de

LiNO; 0.1molL™* en mezcla hidroetanoica 50-50.

Experimento

Corriente Residual (pA)

1 0.0567

2 0.0568

3 0.0637

4 0.0495

5 0.0555
Promedio 0.0564
Desviacion Estandar 0.0050

Al aplicar la ecuacion 1 a los datos presentados en la tabla 15, se tiene

O siguiente:

Limite de Deteccién =Y, + 35,

Limite de Deteccion = 0.0564 + 3(0.0050)

Limite de Deteccion = 0.0714 pd
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Se considera entonces como el limite de deteccion de triyoduro en
términos de corriente el valor de 0.0714 pA. Para expresar el limite de
deteccion en funcidén de la concentracion de triyoduro de la solucion, se
emplearad la ecuacion lineal de la recta, resultante de la curva de
calibracion de triyoduro (Figura 21), donde la variable “x” corresponde a
la concentracion de triyoduro y la variable “y” corresponde a la corriente
dada por la concentracion de triyoduro. Por lo tanto se procede a

despejar la variable x:

y = 2453.7x + 0.0059

y —0.0059
2454

0.0714 —0.0059 0.0655
_'x = =
2454 2454

x = 2.67 ¥ 10 *mmol

Este valor es dividido entre el volumen de la celda lo que da la

concentracién del limite de detecciéon en Molaridad (molL™).

2.67 ¥ 10 *mmol
x =
10mL

x = 2.67 X 10 %mol/L

Por lo cual se obtiene el limite de deteccion de triyoduro en solucién que

es de 2.67 x 10 *molL™?. De igual forma se procedi6 a calcular el limite de

cuantificacion empleando la ecuacién 2 a la corriente residual de los

experimentos presentados en la tabla 15.

Limite de Cuantificacion =Y, + 105, (Ecuacion 2)

El limite de deteccién y cuantificacion de triyoduro del experimento

realizado se presenta en la Tablal6.
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Tabla 16: Limite de deteccion y cuantificacion del triyoduro.

Limite Corriente (pMA) | Concentracion (molL™)
Deteccidon 0.0714 2.67 X 10™°molL™*
Cuantificacién 0.1064 4.09 X 10™*molL™*
6.2.2. Estudio voltamperométrico de la reduccion del

triyoduro con acido ascérbico.

Una vez definidas las condiciones experimentales en las que el triyoduro
se podia cuantificar de manera adecuada, se procedié a realizar
determinaciones voltamperométricas con reductores que son conocidos

como antioxidantes; el primero fue el acido ascorbico.

Se sabe que la estequiometria de la reaccién de triyoduro con acido

ascorbico es de 1:1.

CoHgO, +1; — CoH.0, + 31" + 2H?
Ac Ascorbico — Ac dihidroascorbico

Se prepar6é una solucion de 4&cido ascoOrbico de concentracion
aproximada de 0.007 molL™. Se realizé la titulacién voltamperométrica
de 500 pL de solucidn de triyoduro 0.0046 molL™, se hicieron adiciones
de 50 pL de la solucion de acido ascorbico. El voltamperograma

resultante se presenta en la siguiente figura 22.
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Figura 22: Voltamperograma de la titulacion de acido ascoérbico con
triyoduro 0.0046 molL™'. Electrolito soporte: LiNO; 0.1 molL?,
Electrodo de platino, solvente: mezcla 50:50 etanol-agua y velocidad
de barrido: 3 mV/s.

Como se puede ver en la figura anterior la sefial de reduccion del
triyoduro disminuye al reaccionar con el acido ascorbico. Esta
disminucién se puede representar de la siguiente manera; se miden la
corriente limite de la sefal del triyoduro con las adiciones de acido
ascorbico, a un potencial de 200 mV; se elabora la curva de titulacion

voltamperomeétrica, que se encuentra representada en la figura 23.
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Figura 23: Grafico obtenido a partir del método de adiciones patron de

la titulacion de acido ascérbico con triyoduro 0.0046molL™.

Una vez obtenido el volumen de solucién de acido ascorbico, necesario
para llegar al punto de equivalencia se puede calcular la concentracion

real de acido ascoérbico.

En el punto de equivalencia:
umol de I; = umol de Ac Ascérbico
pmolde I; = (ul de I3 ) X (Conc.de I3 )
pmol de I = (500 uL de Iy ) X (0.00458 ymol/ulL)
pmol de I = 2.2895
umol de Ac Ascorbico = 2.2895
Concentracion de solucion de acido ascorbico:

umol de Ae. Ascorbico

Conc de Ac. Ascorbico = —
ul Ac. Ascorbico
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2.2895umol de Ac. Ascorbico
328ulL Ac. Ascorbico

Conc de Ac. Ascorbico =

Conc de Ac. Ascorbico = 0.00698M

Con estos calculos se comprueba que la estequiometria del acido
ascorbico y el sistema I3/1I" es 1 a 1 y con la concentracion determinada
experimentalmente y la tedrica podemos obtener el porcentaje de

pureza del acido ascorbico con el siguiente calculo.

0.00698M

Pureza de Ac. Ascorbico = ——— %X 100 = 99.7%¢
0.007M

El &cido ascorbico se cuantificO con la técnica de yodimetria
voltamperométrica, ya que la sefial analitica de cuantificacion es la que
pertenece a la reducciéon del triyoduro a yoduros. Esta titulacion tiene 2
aspectos muy importantes con respecto a la aplicacion para la
determinacion de la actividad antioxidante: la primera, es que el acido
ascorbico es un antioxidante bastante comun tanto en la investigacion,
como en la industrial el segundo, que la estequiometria de la reaccion
es 1:1 lo cual facilita la manera de expresar el contenido de
antioxidantes, ya que es muy comun en los métodos de determinacion
de actividad antioxidante que dicha actividad se exprese en términos de

un antioxidante conocido; en esta tesis se utilizard: Equivalentes de

Acido Ascérbico (EAAsc), el cual se refiere a todas las sustancias

antioxidantes que se reducen en presencia de triyoduro, tal como lo

hace el acido ascorbico.
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6.2.3. Estudio voltamperométrico de la reduccion del
triyoduro con 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

Se prepar6é una solucién de DPPH 0.005 molL™; para esto se pesé
0.0498 g de DPPH, se disolvio en metanol y después se llevo al aforo
con agua desionizada en un matraz volumétrico de 25.0 mL. Esta

solucion fue titulada voltamperomeétrica con triyoduro.

En esta titulacion con DPPH no se conocia la estequiometria de la
posible reaccion entre triyoduro y DPPH, por lo que se procedié a
calcular los coeficientes estequiomeétricos (a y b) de la reaccion

planteada a continuacion.

al; + b DPPH - 3al + bDPPH, _,

De la misma manera que se realizé la titulacion de acido ascérbico, se
procedié con el DPPH: se agregaron 500 pL de solucién de triyoduro
0.0046 molL™y se hicieron adiciones de 50 pL en 50 pL de solucién de
DPPH. El voltamperograma, obtenidos en titulacién se pueden observar

en la figura 24.

Figura 24: Voltamperograma de la titulacion de DPPH con triyoduro
0.0046 molL™. Electrolito soporte: LINO; 0.1 molL™?, solvente: mezcla
50:50 etanol-agua velocidad de barrido: 3 mV/s.
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Se puede observar claramente que la corriente limite correspondiente a
la reduccion del triyoduro disminuye a medida que se adiciona soluciéon
de DPPH. La titulacion voltamperométrica, con la corriente medida a

200 mV, se puede representar de la siguiente manera (Figura 25):

Figura 25 Grafico obtenido a partir del método de adiciones patron de

la titulacion de DPPH con triyoduro.

El coeficiente de determinacion es de (r’=0.9908) de la titulacién, lo
que demuestra el caracter lineal. Para determinar la estequiometria de
la reaccion entre DPPH y triyoduro se procedio a realizar los siguientes

célculos:

Cantidad de I7 en la celda:
pmol de I = (ul de I; ) X (Conc. de I3 )
pmol de I; = (500ul de I7) % (0.00458 umol/ul)
pumol de I = 2.29umaol

La cantidad de DPPH se observa de manera directa en la

representacion de la figura 25, la cual es 4.59umol.
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Para conocer los coeficientes estequiométricos (a y b) de la reacciéon
entre el DPPH vy el triyoduro se plantea la relacion molar de la siguiente

manera:

b pmolde DPPH

a pumol de I

b 459 umolde DPPH

a 2.29 umol de I

b
—=2.00
o]

De la relacion de los coeficientes estequiométricos obtenidos, se deduce

quea=1yb=2

I + 2 DPPH - 31 + 2 DPPH,_,

Y como el sistema de yodo intercambia 2 electrones, se deduce que la
oxidacién del DPPH consume 1 electrén. Lo que es congruente con la

literatura sobre radicales libres.

6.2.4. Estudios de extraccion de propoleos.

En las condiciones experimentales previamente descritas en la
metodologia, se realizaron titulaciones voltamperométricas con

triyoduro para cada uno de los extractos de propodleo (EP).

Se hicieron varias adiciones de cada extracto (25uL o 50uL) a la celda
con triyoduro (250 pL 0.0046 molL™) y se hizo el barrido de potencial
para cada disolucion. Por ejemplo, para cada uno de los extractos del
propoleo P6, se realizO una titulacion voltamperométrica con el
triyoduro 0.0046 molL™. Las figuras 26 y 27 son las titulaciones

voltamperométricas de las 2 primeras extracciones de este propodleo.
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Figura 26: Voltamerograma de la titulacion del extracto #1 del
propdéleo P6 con triyoduro 0.0046molL™. Electrolito soporte LiNO;
0.1molL™?, solvente mezcla hidroetanoica 50:50, velocidad de barrido

3.0 mV/s.

Figura 27: Voltamerograma de la titulacion del propdéleo P6 extracto
#2 con triyoduro 0.0046 molL™. Electrolito soporte LINO; 0.1 molL™?,

solvente mezcla hidroetanoica 50:50, velocidad de barrido 3.0 mV/s.
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Como se pueden observar en los voltamperogramas anteriores los
extractos del propodleo P6, la corriente limite producida por la reduccion
de triyoduro (a un potencial de 200 mV), disminuye conforme se agrega
el extracto de propdleo. El comportamiento es a simple vista similar al
del acido ascorbico y el DPPH. Se realizd6 la curva de titulacion
correspondiente a las 2 primeras valoraciones voltamperométricas del
propdéleo P6, midiendo la corriente limite a un potencial de 200 mV, con
el objeto de identificar el punto final o estequiométrico de cada

titulacion (figura 28 y figura 29).

Figura 28: Grafico obtenido a partir del método de adiciones patron de

la titulacion del propdleo P6 extraccion #1 con triyoduro.
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Figura 29: Grafico obtenido a partir del método de adiciones patron de

la titulacion del propdleo P6 con triyoduro.

Basados en los resultados experimentales del estudio de la extraccion
de propodleos se puede apreciar que el numero de extracciones para
cuantificar la totalidad de compuestos con propiedades antioxidantes en

los propdleos depende de la concentracion de los mismos.

Una manera de saber la cantidad de extracciones necesarias es si se
conoce el coeficiente de reparto. El coeficiente de reparto en el caso de
los propdleos sera un coeficiente estimado, debido a que se tratan de
una mezcla de compuestos naturales que cambian de muestra a
muestra. Este coeficiente de reparto puede estimarse si se determina la
cantidad de antioxidantes extraidos en cada una de las etapas de
extraccion. Para calcular este coeficiente se utilizd el propdleo de “Los
ahogados” de Erongaricuaro Michoacan (P6); en este propéleo aunque
se hicieron ocho extracciones como se indic6 en la metodologia al
realizar la valoracion polarogréafica se observé que sélo las primeras 5
extracciones de este propdéleo podian ser detectadas y cuantificadas por
la metodologia, las otras 3 extracciones quedaron por debajo del limite
de deteccion. Con los resultados de las 5 extracciones se realizo el
siguiente grafico (Figura 30).
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Figura 30: Grafico del numero de extracciones respecto Ila

concentracion (EAAsc) del propdleo P6.

Con el grafico anterior y con los respectivos calculos se determiné que
el coeficiente de reparto de la extraccion es de 0.616 (Anexo 2) el valor
es estimado (por las razones mencionadas en la pagina anterior), solo
es una ayuda para determinar el niumero de extracciones necesarias
para extraer la mayor cantidad de antioxidantes. En la siguiente tabla

se puede ver el porcentaje extraido en cada extracciéon (Tabla 17).

Tabla 17: Determinacion del porcentaje extraido respecto al nimero

de extraccion realizada.

Numero de | Concentracion i
extraccion en EAAsc. % Extraido
1 0.00575 43.27
2 0.00422 31.75
3 0.00247 18.57
4 0.00062 4.67
5 0.00023 1.74
Total 0.01328 100.00
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Se realiz6é el calculo del porcentaje de extraccion de la siguiente

manera:

. Conc.de cada extraccion
% Extraccion = . * 100%
Cone. total en las extracciones

Con estos resultados experimentales se observa que para extraer mas
del 98% se necesitan realizar 4 extracciones. Con los otros propodleos
se realizaron cuatro menos extracciones; la guia para determinar el
niamero de extracciones ha sido la concentracion de antioxidantes

extraidos en las primeras extracciones y quedan ser medidos.

Como ya se mencioné anteriormente, los principales métodos para
determinar la actividad antioxidante de alguna substancia o mezcla
expresan los resultados en relacion con la capacidad de substituir un
antioxidante conocido; algunos métodos incluso han reportado esta
capacidad en equivalentes de &cido ascoérbico (Palomino Garcia, 2009).
En este trabajo se presentan los resultados de la investigacion como
milimoles equivalentes de acido ascoérbico (EAAsc), vya que
convenientemente, la estequiometria entre la especie titulante,
triyoduro, y el acido ascorbico es de 1 a 1; ademas, el acido ascorbico

es una substancia relativamente comun y de bajo costo.

Una vez determinados graficamente los puntos de equivalencia de las
titulaciones de cada extracto, se procedié a hacer el célculo de la
cantidad de antioxidantes expresados en funcion de acido ascoérbico; Por

ejemplo la primera extraccion del propdleo P6 Ext #1.

Se calculd la cantidad de triyoduro agregado:
pmol de Iy = (Conc.de I7) % (uL de I3 )

N umal
pmol de I] = (0.0046 —L) X (250 ul)
7

pumol de I = 1.15 pmol
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Si expresamos la cantidad de antioxidantes valorados en el extracto de
propodleo (EP) en funcidon de equivalentes de acido ascorbico (EAAsc), en

el punto de equivalencia se tiene:

pmol de I; = ymol de EAAsc (Antioxidantes)
umol de EAAsc (Antioxidantes) = 1.15

umol de EAAsc (Antioxidantes)

Conc. EAAsc =
uL de EP en el punto de equivalencia
1.15 pumaol
Conc. EAAse = —————
200.16 ulL

Conc. EAAsc = 0.00575 M

Se calcularon los milimoles equivalentes de acido ascérbico en el primer
extracto del propdleo P6 Ext #1; tomando en cuenta que el volumen del
aforo de la soluciéon fue de 25.0 mL, se puede calcular cuantos mmol de

EAAsc/mL se encuentran:

mmol de EAAsc en P6 Ext #1 = Conc.de EAAsc X Vol (mL)
mmol de EAAsc en P6 Ext #1 = 0.00575 M X 25.0 mL

mmol de EAAsc en P6 Ext #1 = 0.144 mmol

Se procedi6 de la misma manera para calcular los milimoles de EAAsc
en P6 Ext #2, solamente se modificoé el volumen inicial de triyoduro a

250pL, dando el siguiente resultado:
mmal de EAAsc en P6 Ext #2 = 0.105 mmaol
Para obtener la actividad antioxidante (mmol de EAAsc/g de propodleo)

de cada propodleo se hace la suma de todas sus extracciones (totales) y

se realizo el siguiente célculo:

mmol de EAAsc en P6 totales

Actividad Antioxidante = .
gramas de prapoleo
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Para el propdleo P6 se tiene el siguiente resultado:

0.0133mmol EAAsc mmol EAAsc
Actividad Antioxidante = = 0.1106 -
3.0004g gramao de praopbleo

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 18: Resultados de actividad antioxidante en propdéleos.

Actividad
3 Masa mmol de
; Namero de ; antioxidante
Propoleos . extraida EAAsc*
extracciones (mmol EAAsc*/g de
(g9) totales ;
propoleo)
P1 4 3.0075 0.2722 0.0905
P2 3 3.0075 0.2737 0.0910
P3 3 3.0190 0.1552 0.0514
P4 3 3.0030 0.0658 0.0219
P5 3 3.0188 0.1105 0.0366
P6 5 3.0004 0.3439 0.1106
P7 3 3.0057 0.1259 0.0419
P8 2 3.0021 0.0352 0.0117

*EAAsc: Equivalentes de &cido ascorbico.

Los resultados obtenidos de los propdoleos estudiados en esta
investigacion se encuentran en un intervalo entre 0.011 a 0.110
mmolEAAsc/g de propdleo, lo cual indica que hay una diferencia
aproximada de 10 veces mas grande, lo cual indica que la actividad
antioxidante del propd6leo depende mucho de cada especie de abeja, por
lo cual, no podemos definir un intervalo general pues la cantidad de
muestras aun es baja; sin embargo, algo que plantea este trabajo son
perspectivas interesantes para futuras aplicaciones. Hay diversos
factores que podrian interferir en la correcta medida de la actividad
antioxidante de cualquier producto natural, uno de ellos es la

extraccion.
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La comparacion de distintos estudios cuando el proceso de extraccion
ha sido diferente entre ellos, puede ser una situaciéon que complique el
proceso de analisis estadistico. Es necesario tratar de estandarizar el
proceso de extraccion, al menos, para comparar parametros

fisicoquimicos especificos.

6.2.5. Determinacion de azucares reductores en

propoéleos.

Para esta determinacion, se emple6é el método de Fehling, de manera
distinta a la determinacion de azucares reductores en la miel, ya que la
concentracion de azucares reductores en los propdleos es mucho menor
que en la miel, por lo cual, en este caso se adicion6 un exceso de cobre
(1) a los extractos de propdleo y se titulé este exceso de cobre (I1) con
una solucién de glucosa estandarizada 0.01304molL™. Para hacer una
ilustracion de los resultados obtenidos, se tomard como ejemplo el
propodleo P3. En donde para identificar el punto de equivalencia se hara
de la misma forma que en la determinacion de azucares reductores en

la miel debido a que la titulacion es similar (figura 31).

/

Figura 31: Curva de valoracion potenciométrica de solucion de glucosa

con el extracto del propodleo P3 con exceso de reactivo de Fehling.
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Para ejemplificar los calculos necesarios se toma el mismo propdleo P3.
Su punto de equivalencia se encuentra en 0.9 mL de solucion de
glucosa 0.01304 moL™' para encontrar el porcentaje de azlcares

reductores se realizaron los siguientes calculos:

mmol CuZl, = Concde CuZl, X Vol agregado de CuZl,

mmaol

mmol Cu®f = 0.261 ¥ 1mL

tot

mL

mmol Cull, = 0.2610 mmol

Se calculan los mmol de Cu (Il) que estdn en exceso con el estandar de

glucosa de la siguiente manera:

mmol de glucosa = Vol de glucosa al Pto.eq.X Conc.de Glucosa

mmol
mmal de glucosa = 0.9 mL % 0.0 1304—L
m

mmuol de glucasa = 0.01174 mmaol

Por la estequiometria de la reaccion:

mmol de Cul = mmol de glucosa X5

BXCEED

2+
mmol de CuZl ...

= 01174 mmol de glucosa X5

mmol de Cut = 0.0587 mmaol de glucosa

gxXceso

Se calcula el Cu (Il) que reacciona con los azucares reductores para
obtener los mg de azucares reductores en el propdéleo utilizando la masa

molar de la glucosa y fructosa 180 mg mmol™.

2+ _ 2+ 2+
mmol de Cu,pmm:gﬂ =mmol de Cus ., — mmolde Cu;_ ...

mmol de Cu?? = 0.2610 mmol — 0.02587 mmol

propoleo
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mmol de Cu? = 0.2023 mmaol

propoleo
Por estequiometria:

mmaol de Az. Red.= mumol de Cu>t ® 5

propolso
mmol de Az. Red.= 0.2023 mmol X 5

mmol de Az. Red.= 1.1012 mmol
mg de Az.Red.= mmaol de Az. Red. x Masa Molar Az.Red.

mg
mmal

mg de Az.Red.= 1.1012 mmol x 180.16

mg de Az.Red.= 182.24 mg = 0.1822¢g

Para determinar el porcentaje de azucares reductores se calcula con la
masa de propodleo pesado y los gramos de azUcares reductores en ese
mismo propo6leo y multiplicando por 100. Siguiendo el ejemplo del

propodleo P3 cuya masa fue de 5.0257 g.

0.1822 g
U de Az. Red. = ————— ¥ 100 = 3.626 % de Azucares Reductores en P3.
5.0257g
De igual manera se hicieron los calculos para la valoracion de Fehling de
las muestras de propodleos restantes. Los resultados obtenidos se

presentan en la tabla 19.
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Tabla 19: Resultado de azicares reductores en extractos de propdleos.

Masa de Vol. de glucosa ;
; ; % de Azucares
Propoleos propoleo al Pto. eq.
Reductores
pesada. (g) (mL)

P1 5.0015 0.2 4.466
P2 5.0775 1.4 3.011
P3 5.0257 0.9 3.626
P4 5.0328 0.6 3.971
P5 5.0047 1.7 2.702
P6* | oo | e |
P7 5.2704 2.5 1.674
P8* | il | il | e

*Para estos propodleos no se pudo realizar la extraccion debido a falta

de muestra para la determinacion.

A pesar de que la composicion de los propodleos depende de muchas
variables y de una amplia diversidad de factores; los porcentajes de
azucares reductores de cada propoéleo son muy similares, lo cual, indica
que esta metodologia es bastante fiable para realizar este tipo de
determinaciones, ya que los propdleos presentan concentraciones bajas

de azucares reductores y el método responde de manera satisfactoria.
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6.3. TABLAS DE RESULTADOS GLOBALES

Tabla 20: Resultados globales de las mieles de meliponinas

colectadas en la cuenca del rio Balsas en Michoacan.

0.018 3.34 62.04 17.91 0 17.91 11.5

25.8 0.007 3.86 65.73 5.44 0 5.44 21.9 MLD
36.4 0.348 3.8 47.89 179.97 0 179.97 22.1 MLD
31.4 0.13 3.4 49.99 49.29 0 49.29 28.2 MLD
43 0.095 3.31 48.84 87.31 0 87.31 21.4 MLD
27.8 0.067 3.18 59.47 82.13 0 82.13 17.9 MLD
26 0.251 4.25 42.93 51.79 0 51.79 15.2 MLD
28 0.199 3.88 47 70.5 0 70.5 16 MLD

30.67 0.14 3.63 52.99 68.04 0 68.04 19.28 0

5.7 0.11 0.35 7.71 50.19 o 50.19 4.86 0

Se puede observar que la humedad, la acidez libre y total presentan
una variacion de sus valores relativamente alta. Ademas, se puede
observar claramente en la tabla 20, que las mieles de la cuenca del rio
Balsas, Michoacan no presentan contenido de HMF y de acidez lacténica,

lo cual es un indicio de que la miel es de alta calidad.
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Tabla 21: Resultados globales de las mieles de meliponinas

colectadas en Oaxaca

[ Mbnoaxi2 306 2.93 114.84  76.56 191.4 109  135.1
MMbOax13 19 0.03 3.12 67.64  59.83 65.27 125.1 213  172.7
|MSpoaxi4| 232 008 3.06 5857 163.82 8191 24573 167  173.4
IMSmoaxis] 228 008 314 5965 12471  86.76 211.47 14 117.9
[MMboaxi6  20.6 0.18 3.5 57.96 196.98  54.72 251.7 236 | 2631
IMMBoaxi7| 23.2 0.03 3.14 63.44  82.07 0 82.07 19.7 156

 MPfoax18 27 0.28 3.01 47.48  284.85 0 284.85  12.2  188.8
IMMBoaxi8] 236 005 311 615 87.64 43.82 131.47 157  179.4
| Promedio | 23.75 0.1 3.13 58.41 13934 51.13  190.47 16.76 172.1
PbestiEstl] 361 008 0.17 6.5 73.86  34.55 71.37  4.47 40.46

Se puede observar que la variacion en la acidez de los 3 tipos y el
contenido de HMF es relativamente alta, debido en parte a la
complejidad de la composicion de la miel y al manejo de las muestras.
También se observa que son las Unicas mieles que presentan acidez
lactonica lo cual puede ser un indicio de que la antigiiedad de la miel y
la formacidon de lactonas tengan relacién; pero es solo una hipoétesis ya
que para confirmarla se necesita hacer mas estudios respecto a este

tema.
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Tabla 22: Resultados globales de las mieles de Apis melifera

recientemente colectadas en Guatemala, Chiapas y Morelos.

% % 7@:34:1 Acidez Acidez Acidez % de

Muestras Humedad Cenizas pH res de Ia Libre Lactonica total fructos_a

miel (meq*kg) (meq*kg) (meq*kg) en la miel
AGuat20 19 0.044 3.74 70.8 20.77 (0] 20.77 29.2
AGuat21 19 0.075 4.4 70.87 15.3 (0] 15.3 25.2
AGuat22 18.4 0.061 4.08 70.74 20.67 (0] 20.67 32.9
AGuat23 19.2 0.044 3.71 65.83 24.41 (0] 24.41 19.6
AGuat24 17.8 0.09 4.19 71.41 20.55 (0] 20.55 18.2
AGuat25 17.8 0.078 4.02 70.15 15.61 (0] 15.61 27.3
AChi26 19.8 0.032 3.83 70.27 10.81 (0] 10.81 21.5
AMor27 18.6 0.038 3.94 73.84 10.84 (0] 10.84 12.9
Promedio 18.7 0.06 3.99 70.49 17.37 (V] 17.37 23.35
Desv. Est. 0.69 0.02 0.23 2.21 5 0 5 6.52

Se puede observar que la variacibn en todos los pardmetros, a
diferencia de las 2 tablas anteriores (20 y 21), es mucho menor; esto
nos indica que las variaciones de los parametros principales de la
calidad de la miel dependen mucho del tipo de abeja (tribu Apis o
Meliponini). Por otro lado comprobamos que entre las abejas Apis estas
pequefias variaciones permiten tener una normatividad, para las
Meliponini es muy dificil establecer una normatividad similar debido a la
variabilidad de su composicion quimica, asociada a las diferentes
especies. También se observa que las mieles presentan un bajo
contenido de HMF y nada de acidez lacténica lo cual indica su alta

calidad.
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7. CONCLUSIONES

e Las mieles de Meliponini colectadas en el rio Balsas, Michoacan
presentan un contenido de HMF por debajo de limite de deteccidon
lo cual nos indica que la miel es de excelente calidad y tuvo un
buen manejo tanto al almacenar como al transportar.

e Las mieles de Meliponini colectadas en Oaxaca en el 2012
presentan un alto contenido de HMF; esto se puede explicar
debido al calentamiento y al tiempo que tienen de antigiedad.

e Las mieles de Apis melifera analizadas en este trabajo cumplen de
manera satisfactoria con la norma mexicana respecto al contenido
de HMF pues contienen menos de 40 ppm, e incluso algunas
tienen menos del limite de deteccibn que es, para el medio
empleado, cercano a 400 ppb.

e Respecto al pH, las mieles que presentan un pH mas acido son las
mieles de Oaxaca, las cuales presentan el promedio mas bajo de
las mieles analizadas (tablas 20, 21 y 22).

e Respecto al contenido de humedad, las mieles con el contenido
mas alto fueron las de Meliponini colectadas en la cuenca del rio
Balsas en Michoacan. Posiblemente sea debido a que eran mieles
recién colectadas.

e El contenido de azucares reductores totales y fructosa es mayor
en las mieles de Apis melifera, lo que explica su mayor
comercializacion. En el caso de las Meliponini depende del género
y la especie.

e Respecto a la acidez libre y total observamos en las tablas (20, 21
y 22) que este parametro presenta valores mas altos en las
mieles de Meliponinas colectadas en Oaxaca y los valores mas
bajos en Apis melifera; esto posiblemente se deba a la antigtiedad
de las mieles de Oaxaca y también al tipo de abeja ya que la
acidez de las mieles de Michoacan es alto respecto a las mieles de
Apis melifera pero bajo respecto a las mieles de Oaxaca.
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Otro punto que es importante recalcar es que la acidez lactonica
sOlo se presentd en abejas de Oaxaca (salvo 2 casos: las
muestras MMbOax17 y MPfOax18). Esto puede ser un indicio de la
validez de nuestra hipotesis de que la acidez lacténica se
relacione con el tiempo de almacenamiento, pero también puede
indicar que dependa de la especie de abeja o al origen floral.

En los tres grupos de mieles estudiadas, el porcentaje de cenizas
cumple con la norma mexicana para miel de Apis. Las mieles de
Apis son las que tienen el menor porcentaje de cenizas. Las
mieles que presentan el mayor contenido de cenizas son las de las
Meliponinas colectadas en Michoacan, este resultado podria ser
causado por la zona geografica y el tipo de abeja que la habita.

Respecto al contenido de sacarosa las mieles que mas contienen,
son las mieles de Apis mellifera, esto podria ser deberse a una
cosecha prematura o al origen floral. Todas las mieles cumplen
con la norma mexicana.

Como se puede observar en la tabla 22 todas las mieles de Apis
melifera cumplen la norma mexicana de miel en todos sus
parametros lo cual nos indica que son mieles de buena calidad.

Para las mieles de Meliponini, los parametros varian mucho, por lo
cual, es muy dificil establecer una normatividad similar a la de
Apis melifera. Deben tenerse mas datos para tener un estudio
estadistico mas completo de las Meliponini y conocerlas primero
antes de elaborar una norma.

Respecto a la actividad antioxidante de propdleos, la yodimetria
voltamperométrica ha sido utilizada de manera satisfactoria para
determinar este parametro. Es correcto expresar la actividad
antioxidante a partir de las titulaciones yodimétricas en moles de
equivalentes de acido ascoérbico (EAAsc).

Respecto a la determinacion de azucares reductores en propoéleos,
se utiliz6 una modificacion del método de Fehling que resulto
adecuado para esta determinacion, debido a la baja cantidad de
azucares reductores presentes en los propoleos, los cuales estan
por debajo del 5%.
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Para el caso de mieles de Meliponini, todas las determinaciones
que se realizaron, se tuvieron que adecuar debido a la poca
cantidad de muestra, pues estas abejas producen relativamente

muy poca cantidad de miel, con cualidades diferentes a la miel de
Apis.
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9. ANEXOS
9.1. ANEXO 1

Para la determinacion del potencial de media onda se utilizé el
voltamperograma de la adicion de 500 pL de disolucion de yodo
yodurado 0.046 molL™.

Al utilizar la ecuacidon de Nernst en nuestro sistema se obtiene:

0.06 [Dx]ﬂ!actrodo

E = E°
T 8 Red

glectrodo

Al considerar que es un sistema reversible, las concentraciones de
oxidante y reductor al electrodo son proporcionales a una corriente
dada y un término contante:

i—1i
[Ux]a:acrrodo = k =
ox
i—1i
[REd]E!Ecrrodo = ?";'{
red
Se sustituye en la ecuacién de Nernst:
- Q E z._i|:|::-"r;'{|:|:.f — % I:E_il:l.?.":I Kred
E=E+ n lngired_”kred_g T n lo Uireg =) Koy
. 0.06 k 0.06 i—1i
- 504208 g () 1 92 oy (L=t
n ox n Lyrgg — 1
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Cuando la corriente es igual a la mitad del corriente limite total
(i=1/2[itt]) se obtiene:

0.061 (kmd)
og k

E,,=E°+

ox

En este punto las contantes kox Y Kreq SON de valores similares (Kox=Kreqd)
por lo cual el término mencionado tiende a 1. Por lo cual, la ecuacion de
Nernst para este sistema es:

E = = Eys +E1 {ﬁ] con E, = E°

Lrpd kL

A\ W /4

Si se hace un cambio de variable y se convierte lu:.g(E :) en “"x”, se
red

obtiene la ecuacién de una recta:

, 0.06 i—i
E = Ei1+ lng( ”,)
7 T

vy = b + m x

Al realizar la gréafica de potencial respecto a luzng{E "’*) del

Lygd —L

voltamperograma se obtiene:

En este grafico se puede observar que el potencial de media onda es
0.576V. Pero la pendiente de 0.0963 indicaria que hay menos de un
electron que interactia en el sistema, lo cual es imposible en un
sistema redox y es un indicio de que el comportamiento del sistema no
es Nernstsiano; asi que se procedera a usar la ecuacion de Tafel para

evaluar su reversibilidad.
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anF
2.3RT

log i =logi, + =1

Donde n es el sobrepotencial (n=E—E_), i es la corriente e i, es la
corriente de intercambio, que representa la corriente que se transfiere
al potencial de equilibrio (E,,). El grafico de Tafel es una representacion
de la ecuacion de Tafel, es decir que es un gréafico de log|i| en funcién
de 7. Sin embargo, es muy comuUn que se desconozca el potencial
normal condicional (E°") del sistema en estudio y los datos de
sobrepotencial se sustituyen por los valores de potencial (E); se
considera que i tiende a cero y log |i|] a menos infinito cuando E se
acerca a E°'.

Para el grafico de Tafel se utilizara el mismo voltamperograma. Con el
potencial de media onda obtenido con la ecuacion de Nernst (0.576V),
se utilizaron valores cercanos a este punto para realizar la regresion
lineal en el grafico.

En la grafica anterior el valor de la pendiente de la recta (m)
corresponde a (1-a)F/2.3RT, de tal forma que al despejar se obtiene un
valor de (1-a)n:

2.3RT xm _
an = ————— = 2.3 X (0.02569V) X (9.0593 V™)

an = 0.52
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Si se considera que n=1 se tiene que el valor de alfa seria de 0.48; este
valor indicaria que el sistema tiene un comportamiento Nernstsiano,
pero en el grafico de Nernst se observa que no es asi, por lo cual, lo
mas factible es que el valor sea n=2, con lo cual el valor de alfa es de
0.26 lo que indica que el sistema no es Nernstsiano y presenta un
sobrepotencial; esto se confirma ya que el sistema tiende a menos
infinito en 0.510V (potencial normal condicional) y el potencial de media
onda es de 0.576V.

9.2. ANEXO 2.

Para la determinacion del coeficiente de reparto (Kp) se tiene:

Actividad antioxidante extraido (mmol EAAsc /g propoleo)

K.=
P Actividad antioxidante total en el propdleo (mmol EAAsc /g prop)

Para la primera extraccion el coeficiente de reparto es:

[Actividad Antioxidante extraida] _ E!
Actividad Antioxidante total en el propéleo] EL

2T

En donde:

E' = Actividad antioxidante de la primer extraccién

Ei = Actividad antioxidante total en el propdleo

Al utilizar los datos de la tabla 17:

gl _ (Conc. en la 1" extraccion mmolEAAsc mL™1) x (Volumen de la extraccién en mL)

gramaos de propbleo pesado

_ (0.00575 mmolEAAsc mL™1 ) % (25 mL)
B 3.0004g

EI

= 0.0479 mmaol EAAsc /g propdleo

Para la primera extraccion; se considera la actividad antioxidante total
presente en el propdleo (Tabla 18) como la suma de las 5 extracciones.

El =0.1106 mmol EAAsc/g prop

Por lo cual el Kp en la primera extraccion es:

E! _ 0.0479 mmol EAAsc/g prop 0.433
Ei © 0.1106 mmol EAAsc/g prop

Kp
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Para la segunda extraccion se tiene:

i [Actividad Antioxidante extraida)] EY

D " [Actividad Antioxidante total en el propoleo usado] E_¥

En donde:

EY = Actividad antioxidante en la segunda extraccién

E“{f = Actividad antioxidante inicial en el propoleo empleado en la segunda extraccion

Al utilizar los datos de la tabla 17:

gl _ (Conc. en la 2%%extraccion mmolEAAscmL™) x (Volumen de la extraccion en ml)

gramos de propoleo pesado

_ (0.00422 mmolEAAsc mL™1) X (25mlL)
B 3.0004g

E'.H

= 0.0351 mmol EAAsc/g prop

Para la segunda extraccion; el total de actividad antioxidante total
presente en el propdleo es:

EY =Ef —E' =0.1106 — 0.0479 = 0.0628 mmol EAAsc/g prop

Por lo cual el Kp en la segunda extraccion es:

E! _ 0.0351 mmol EAAsc/g prop

K =—= = 0.560
Ef  0.0627 mmol EAAsc/g prop
Para la tercera extraccion se tiene:
o [Actividad Antioxidante extraida] g
o = — - - =
[Actividad Antioxidante total en el propoleo] E
En donde:

E™ = Actividad antioxidante en la tercera extraccidén

E*{f"’ = Actividad antioxidante inicial en el propoleo empleado en la tercera extraccion

Al utilizar los datos de la tabla 17:

plil _ (Conc. en la 3™ extraccion mmolEAAscmL™1) x (Volumen de la extraccién en mlL)

gramos de propoleo pesado

112



_ (0.00247 mmolEAAsc mL™1) % (25 mL)
B 3.0004g

EIH

= 0.0206 mmol EAAsc/ g prop

Para la tercera extraccion; el total de actividad antioxidante total
presente en el propdleo es:

EH = Eff —E" = 0.0627 — 0.0351 = 0.0276 mmol EAAsc/g prop

Por lo cual el Kp en la tercera extraccion es:

EM _ 0.0206 mmol EAAsc/g prop

K = = = 0.743
e EH 0.0276 mmol EAAsc/g prop
Para la cuarta extraccion se tiene:
Kl — [Actividad Antioxidante extraidal _ EV
P [Actividad Antioxidante total en el propoleo usado] E¥
En donde:

E" = Actividad antioxidante en la cuarta extraccion

E*{f = Actividad antioxidante inicial en el propoleo empleado en la cuarta extraccion

Al utilizar los datos de la tabla 17:

EIV _ (Conc. enla4t®extraccién mmolEAAsc mL™Y) x (Volumen de la extraccidén en mL)

gramos de propoleo pesado

_ (0.00062 mmolEAAsc mL™1) % (25 mL)
B 3.0004g

EV = 0.0051 mmaol EAAsc/g prop

Para la cuarta extraccion; el total de actividad antioxidante total
presente en el propdleo es:

EY =Ef' —E™ =0.0276 — 0.0206 = 0.0070 mmol EAAsc/g prop

Por lo cual el Kp en la cuarta extraccion es:

EV _ 0.0051 mmol EAAsc/g prop

KW - =
P EN  0.0070 mmol EAAsc/g prop

=0.728
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Con los valores obtenidos realizamos la siguiente tabla:

Numero de Coeficiente de
extraccion reparto (Kp)

1 0.433

2 0.560

3 0.743

4 0.728
Promedio 0.616

Por lo que puede considerarse un valor de Kp = 0.62

114




	Portada 
	Índice
	1. Introducción 
	2. Objetivos 
	3. Antecedentes 
	4. Metodología 
	5. Parte Experimental 
	6. Resultados
	7. Conclusiones 
	Bibliografía 
	Anexos 

