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RESUMEN

ESTABILIDAD OXIDATIVA DE LA CARNE DE POLLO ADICIONADA CON MIEL
DE ABEJA SIN AGUIJON Scaptotrigona mexicana

Ricardo Nepomuceno Irene MC.
Colegio de Postgraduados, 2017.

El consumo de la carne de pollo ha incrementado de manera exponencial, la oxidacion de lipidos
y proteinas reducen la calidad de la carne mientras que los antioxidantes inhiben su deterioro
oxidativo y mejoran su estabilidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion
de miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana), como antioxidante natural sobre la
oxidacion lipidica y proteica en pechuga de pollo (Pectoralis major) molida, cocida y almacenada
en refrigeracion. Se compard la miel de abeja (S. mexicana) con cuatro mieles de abeja Apis
mellifera, analizando el contenido de polifenoles totales extraibles (PTE), actividad antioxidante
(DPPH) y caracterizacion fisicoquimica. Los resultados mostraron que la miel de abeja sin aguijon
(S. mexicana) obtuvo las mejores cualidades para ser evaluada como antioxidante natural en
pechuga de pollo (Pectoralis major) molida y cocida. Para evaluar la estabilidad oxidativa de la
carne de pollo, se adicioné miel de abeja sin aguijon con diferentes niveles de inclusion (0, 1, 3, y
5% p/p) a “patties” de pechuga de pollo molida; mismas que fueron cocidas y almacenadas en
refrigeracion a 4 °C. La oxidacién lipidica (TBAR) y proteica (DNPH) se evalué a0, 3,6,9y 12
dias de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C. La miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) mostro
un contenido de polifenoles totales de 111.74 + 7.32 mg EAG/100 g.m.f. y una capacidad
antioxidante de 1130.01 + 48.84 umol Eq Trolox/100 g.m.f. La inhibicion en la oxidacion lipidica
y proteica de las “patties” fue de 1.08+0.04 mg MDA/kg carne y 3.68+0.27 nmols carbonilos/mg
de proteina al dia 12 con 5 % de inclusion de miel, respectivamente; Se concluyo que todas las
mieles poseen capacidad antioxidante impulsada por la especie de abeja y pueden considerarse
como productos funcionales para estabilidad oxidativa de la carne de pollo molida y cocida por la

inhibicidn lipidica y proteica encontrada en este estudio.

PALABRAS CLAVE: antioxidante, oxidacion, miel, Scaptotrigona mexicana, patties.



ABSTRACT

OXIDATIVE STABILITY OF CHICKEN MEAT ADDED WITH STINGLESS BEE

HONEY Scaptotrigona mexicana.
Ricardo Nepomuceno Irene MC.
Colegio de Postgraduados, 2017.

Consumption of chicken meat has increased exponentially, oxidation of lipids and proteins reduce
meat quality, while antioxidants inhibit their oxidative deterioration and improve stability. The
objective of this work was to evaluate the effect of the addition of stingless bee honey
(Scaptotrigona mexicana) as natural antioxidant on lipid and protein oxidation in chicken breast
(Pectoralis major) milled, cooked and stored in refrigeration. The honey bee (S. Mexicana) was
compared to four bee honeys Apis mellifera, analyzing the content of total extractable polyphenols
(PTE), antioxidant activity (DPPH) and physicochemical characterization. The result showed that
stingless bee honey (S. mexicana) obtained the best qualities to be evaluated as a natural
antioxidant in milled and cooked chicken breast (Pectoralis major). To assess the oxidative
stability of chicken meat, stingless bee honey with different levels of inclusion (0, 1, 3, and 5% w
/ w) was added to ground chicken breast patties. Which were cooked and stored under refrigeration
at 4 °C. Lipid oxidation (TBAR) and protein (DNPH) were evaluated at 0, 3, 6, 9 and 12 days of
refrigerated storage at 4 °C. The stingless bee honey (S. mexicana) showed a total polyphenol
content of 111.74 + 7.32 mg EAG / 100 g.m.f. And an antioxidant capacity of 1130.01 + 48.84
umol Eq Trolox / 100 g.m.f. The inhibition in lipid and protein oxidation of the patties was 1.08 +
0.04 mg MDA / kg meat and 3.68 £ 0.27 nmols carbonyls/mg protein at day 12 with 5% honey
inclusion, respectively; Values lower than the control (P -value <0.05). It was concluded that all
honeys possess antioxidant capacity driven by the bee species and can be considered as functional
products for oxidative stability of chicken meat ground and cooked by the lipid and protein

inhibition found in this study.

Keywords: antioxidant, oxidation, honey, Scaptotrigona mexicana, patties.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Planteamiento del problema

La oxidacion de lipidos y proteinas en carne de pollo es uno de los procesos mas evidentes e
impactantes desde el punto de vista comercial y nutritivo. La oxidacion es causada por factores
ante y postmortem como el tiempo de espera a la matanza, el procesado (picado y coccion) y
almacenado (refrigeracion). La oxidacion es responsable de la formacion de compuestos organicos
como aldehidos y cetonas principalmente, los cuales producen olores y sabores a rancio, pérdida
de textura, disminucion en el valor nutritivo y alteraciones en el color de la carne, provocando un
rechazo inmediato por el consumidor. Por otra parte, los productos formados durante el proceso
de oxidacion pueden llegar a ser nocivos para la salud; no obstante, para mantener la calidad y
retrasar el proceso oxidativo de la carne, la industria ha adicionado antioxidantes como el
Butilhidroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueno (BHT), Terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y galatos.
Sin embargo, su utilizacion ha sido muy cuestionada, dado que publicaciones y estudios clinicos
han demostrado que los compuestos sintéticos ocasionan efectos nocivos a la salud por estar
relacionados con la estimulacién en el crecimiento de células cancerigenas y enfermedades
cronicas. Esta situacion, provoco que algunos paises europeos, Canada y Japon, optaran por
suspender su uso en alimentos. En este sentido la preocupacion por la inestabilidad oxidativa de la
carne y productos carnicos ha incrementado de manera considerable, especialmente en el consumo
de carnes cocidas y almacenadas en refrigeracion por ser mas vulnerables a los procesos de

oxidacion.
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2. Hipotesis

La utilizacion de la miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana) adicionada como un
ingrediente funcional natural con propiedades antioxidantes en la carne de pollo, disminuye el

proceso de oxidacion lipidica y proteica mejorando su estabilidad oxidativa.

3. Objetivos

General

Evaluar el efecto de la adicion de miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana), sobre la
oxidacion lipidica y proteica en pechuga de pollo (Pectoralis major) molida, cocida y almacenada

en refrigeracion.

Especificos

1. Evaluar la capacidad antioxidante de mieles de abeja europea (Apis mellifera) y su

comparacion con la miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana).

2. Caracterizacion quimica (andlisis quimico proximal, contenido de polifenoles y actividad
antioxidante) y fisicoquimica de la miel de abeja sin agujon (Scaptotrigona mexicana) y
carne de pollo.

3. Evaluar la oxidacion lipidica en “patties” de carne molida y cocida de pechuga de pollo
adicionada con miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana), en sus diferentes

niveles de inclusion (0, 1, 3y 5 %), mediante el método TBARS.

4. Evaluar la oxidacion proteica en “patties” de carne molida y cocida de pechuga de pollo
adicionada con miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana), en sus diferentes

niveles de inclusion (0, 1, 3y 5 %), mediante el método DNPH.
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4. Revision de literatura

4.1. Carne de pollo

La carne segun el Cédigo Alimentario Espafiol y la Real Academia Espariola, se define como la
parte muscular comestible de los animales sanos sacrificados en condiciones higiénicas. Desde el
punto de vista bioquimico, la carne es el resultado de una serie de transformaciones y reacciones
bioguimicas que tienen lugar en el musculo tras la muerte del animal, que definiran en gran parte
la calidad de la carne (Hernandez-Cazares, 2010). La masa muscular es el componente mayoritario
de la carne, seguido del tejido conectivo y tejido graso (Hui et al., 2006). La pechuga de pollo
(Pectoralis major) es la parte mas comercializada y por ende la mas comestible, en ella se
encuentran compuestos nutricionales como proteinas que son féacilmente asimilables por el
organismo y aportan todos los aminoacidos esenciales que se requieren en la alimentacion
(Cortinas et al., 2005); asi como, vitaminas y minerales que el organismo requiere para su correcto

funcionamiento.

El consumidor ha modificado algunos de sus héabitos alimenticios con la finalidad de alimentarse
y beneficiar su salud (Schwalfenberg, 2006). En este sentido, el consumo de carne de pollo ha
incrementado a nivel mundial, razon primordial para mantener la seguridad de esta; la cual, debe
estar limpia en términos de residuos de agroquimicos, metales pesados, microorganismos
patdgenos, y cualquier otra sustancia que represente un peligro potencial para la salud. Ademas
que contenga aspectos de calidad con caracteristicas “funcionales” y atributos relacionados con

propiedades sensoriales de apariencia y sabor (Grunert, 1997).

La calidad de la carne de pollo se ha restringido desde el punto de vista del consumidor, esto debido
a que las personas adquieren productos que les llamen la atencidn; es decir que espera que la carne
de pollo se vea, sienta y deguste bien. Al no cumplir ciertas caracteristicas, se cataloga como una
carne de baja calidad; sin embargo, la calidad va mucho mas alla de lo sensorial, también se
encuentra en juego la calidad tecnoldgica, la calidad higiénicay la calidad nutricional, dando como

resultado la calidad total (Hernandez-Céazares, 2010).
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En términos generales, la composicion de la carne de pollo (Cuadro 1) se establece durante la vida
del animal, mientras que la calidad de la carne se ve fuertemente afectada por factores ante y post
mortem. Tras el proceso de matanza, se ha reconocido que existen muchos parametros que pueden
ejercer influencia sobre la calidad de la carne; entre ellos el pH final, el color (luminosidad), la
capacidad de retencion de agua (pérdidas por goteo) y la desnaturalizacion de proteinas por efecto
de temperatura, una carne palida suave y exudativa (PSE) se caracteriza por la rapida caida de pH,
y la disminucién de capacidad de retencion de agua (CRA) (Hernandez-Cézares, 2010), por otra
parte cuando el estrés se prolonga por muchas horas haciéndose cronico y con una intensidad
sostenida, se reduce la cantidad de glucdgeno en la carne lo cual genera una carne oscura, de
aspecto seco y consistencia firme, caracterizada como una carne oscura firme y seca (DFD)
(Moreno, 2005; Fabregas et al.,2003), mientras que una carne roja, firme y no exudativa (RFN) es
considerada como normal por presentar condiciones promedio entre una PSE y DFD, con un valor
de L* entre 43 y 49 de color rosa-rojizo, firme no exudativa; con un pH < 6 y una perdida por

goteo menor al 6%, ideal para el consumo humano e industrializacién (Barbut et al., 2005).

Cuadro 1. Composicién nutricional de la carne del pollo por cada 100 g de porcion

Por 100 g de porcion comestible

Energia (kcal) 112.0
Proteinas (Q) 21.8
Lipidos (g) 2.80
Carbohidratos () 0.00
Agua (9) 74.50
Sodio (mg) 81.00
Hierro (mg) 1.00
Zinc (mg) 0.70
Acidos Grasos () 1.34

Fuente: Moreiras et al., (2010).

En este sentido se necesitan diversos medios de conservacion para poder manipular dichos efectos
de deterioro. Por otra parte, al igual que otros tejidos bilégicos, la calidad de la carne como

alimento esta condicionada por sus funciones biologicas y la pérdida de homeostasis durante la
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conversion del masculo en carne (Fennema, 2010), dando como resultado una inestabilidad

nutricional.

Actualmente la calidad de carne de pollo se ha visto afectada por acciones microbianas como
primer factor de descomposicion, seguido de los procesos de oxidacion, los cuales estan
influenciados por la composicion de acidos grasos, factores de procesamiento, concentracion y
tipo de oxigeno, metales de transicion, peroxidos, compuestos térmicamente oxidados, pigmentos
y antioxidantes (Choe y Min, 2006).

4.2. Produccion de la carne de pollo

La produccion mundial de carne de pollo es del orden de cien millones de toneladas por afio, donde
América es el principal continente productor, seguido de Asia y en tercer lugar Europa (FAO,
2016). El cuadro 2 describe datos sobre la produccion mundial de carne de ave en el afio 2013.
Los datos se clasifican en grupos geogréficos a criterio de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO).

Cuadro 2. Produccion mundial de carne de ave de corral en diferentes regiones del mundo en el
afio 2013.

Grupo geogréfico Toneladas (millones)
Africa 5,029,713.00
América 45,632,482.00
Asia 38,561,149.00
Europa 18,149,114.00
Oceania 1,298,688.00

Fuente: FAO, 2016

A nivel mundial México es el séptimo productor de carne de pollo después de Estados Unidos,
China, Brasil, Union Europea, India y Rusia (UNA, 2016).

La produccion nacional de carne de pollo para el afio 2014 fue de 3, 587, 362 toneladas, de acuerdo
al Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera SIAP (2016). En el (Anexo 1), se observa

que el estado de Veracruz ocupa el cuarto lugar con una produccion de 355, 050 toneladas, después
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de Jalisco con 411, 455 toneladas, Aguascalientes (373, 466 toneladas) y Durango (369, 364
toneladas), no obstante el precio de carne de pollo varia de 12.72 a 27.97 pesos para Sonora y Baja
California Sur respectivamente, sin embargo el estado de Veracruz establece un precio
considerable de 25.78 pesos por kilogramo, de manera general, el precio de carne de pollo por
kilogramo presenta una media de 21.22 a nivel nacional, en este sentido la variacion de precios
puede ser atribuido al incremento de poblacidn, zona geogréafica, precio accesible en comparacion
con los otros tipos de carne, preferencia de los consumidores y diversidad de puntos de venta

cercanos al consumidor.

La industria avicola se ha considerado como una fuente para la seguridad alimentaria y econémica
del pais. En 2014 la industria avicola registré un incremento en la produccion de carne de ave del
2.8 % respecto a 2013, en este sentido la avicultura produjo 5, 574, 554 toneladas de alimento, de
las cuales 2, 994, 254 toneladas correspondieron a la carne de pollo (UNA, 2016). El estimado
para 2016 en produccion de carne de acuerdo con la Direccion de estudios economicos de la Union
Nacional de Avicultores (UNA) registré un incremento del 3 % al cierre de 2014, rebasando los 3
millones de toneladas de carne de pollo (UNA, 2016). El valor de la produccidn avicola fue mayor
a 132 mil millones de pesos durante el 2014. En materia de consumos, el consumidor mantiene
una alta preferencia por los productos avicolas, en el caso de la carne de pollo, el consumo per
capita en 2014 fue de 25.6 Kg, mientras que el consumo per capita aparente lleg6 a los 29.3 Kg
(UNA, 2016). La avicultura participd con el 63% de la produccion pecuaria en el pais, donde el
33.5 % fue aportada por el pollo (UNA, 2016).

4.3. Factores de deterioro de la carne de pollo

El deterioro de la carne consiste en todos aquellos cambios de origen bidtico o abidtico que hace
que esta no sea adecuada para su consumo. Asi el punto de equilibrio o estabilidad de la carne, se
da cuando existen condiciones adecuadas para evitar la oxidacion, el desarrollo microbiano, la
pérdida de humedad, la condensacion/exudado, la acumulacién de gas y aromas indeseables.
Mismas que dependen de factores como la temperatura, oxigeno, luz, humedad relativa, pH,
ambiente anaerobio, presencia de prooxidantes (PO) y falta de mecanismos antioxidantes
enzimaticos (Carlsen et al., 2005), para que logren desarrollarse.
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El deterioro causado por la oxidacion en carne de pollo inicia al momento que cesa la circulacion
de la sangre, por lo que los fosfolipidos presentes en las membranas celulares son los primeros en
sufrir el dafio (Gray y Pearson, 1987). Cualquier alteracion fisica que sufra la carne facilita la
interaccion de oxidantes con los &cidos grasos presentes, acelerando el proceso oxidativo (Asghar
et al., 1988). Kumar et al., (2015), como se muestra en la Figura 1, el proceso oxidativo de la
carne ocurre en tres etapas principales; durante el proceso de matanza, durante la conversion de

musculo a carne y durante el almacenamiento.

En animales vivos, existen factores intrinsecos que controlan las reacciones de oxidacion en los
tejidos musculares: presencia de enzimas (superdxido dismutasa y catalasa) y ciertas proteinas y
sus mecanismos (proteinas de transporte), o antioxidantes que rompan la reaccion oxidativa
(vitamina E y C) (Chan et al., 1994). Tras el proceso de matanza, estos factores pierden su

potencial antioxidante debido a diversas condiciones post mortem (Carlsen et al., 2005).

1. PROCESO DE o DURALTE EL
MATANZA ¢mmm  CARNE  memmm) ALMACENAMIENTO

1. Condiciones anaerdbicas 1. Condiciones atmosféricas
Pérdida de mecanismos a. Vacio
antioxidantes intrinsecos 2. DURANTE EL b.  Aerobio

3. Pérdida de la actividad PROCESAMIENTO 2. Condiciones de embalaje
intrinseca de las enzimas a. Antioxidante activo
antioxidantes 3. Temperatura

4. Presencia de prooxidantes 1. Temperatura 4. Condiciones de iluminacién

5. Composicién de la carne 2. Presién a. Fluorescencia

6. Grado de instauracion 3. Presenciade O, b. UV

7.  Contenido de mioglobina / 4. Corte/ picado c. Luzdesol
hemoglobina 5. Ingredientes (NaCl) d. Oscuridad

8. Contenido de vitaminas (E y 6. Procesando equipamiento 5. Tratamiento antioxidante
Q) 7. Tratamiento antioxidante

Figura 1. Factores que afectan la estabilidad oxidativa de la carne en diferentes etapas

Fuente: Modificado de Kumar et al., 2015

El tejido muscular de la carne juegan un papel importante en la oxidacion de la carne, dado que

éste proceso depende de la cantidad de mitocondrias. En carnes rojas, el tamafio de las fibras tiende
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a ser mas pequerfias, contiene mas mitocondrias, mioglobina y lipidos y tiene un sistema vascular
mas desarrollado que las fibras blancas, por lo tanto pueden oxidarse mas facilmente. En este
sentido el proceso oxidativo de los diferentes tejidos musculares de las aves tienen el siguiente
orden: higado-musculo, pechuga y piel (Gray y Pearson, 1987). Por otro lado, el hierro libre facilita
la remocién de un protén de los acidos grasos insaturados (etapa de iniciacion) catalizando la
formacion de hidroperoxidos en la propagacion (Griin et al., 2007), mientras que las moléculas
ricas en hierro como la hemoglobina o mioglobina, pueden catalizar directamente la oxidacion
considerdndose como pro-oxidantes (Magsood y Benjakul, 2011; Magsood et al., 2012). En este
sentido, el hierro podria ser transportado a través de la membrana celular a sitios donde puede ser
altamente reactivo; asi también la cantidad de agua contenida en la carne puede acelerar los

procesos de oxidacion (Grin et al., 2007).

En términos generales estos procesos de oxidacidn pueden tener efectos negativos sobre la carne
y causar cambios en los atributos sensoriales (decoloracién, textura inadecuada, desarrollo de
olores y sabores desagradables, entre otros) y en la calidad nutricional, asi como en la aparicion
de compuestos potencialmente tdxicos (Sampels, 2013).

Las variables que intervienen en la pérdida de la estabilidad oxidativa de la carne de pollo se
atribuyen a factores como la especie animal, la cantidad de acidos grasos y antioxidantes
enddgenos presentes en la carne, el procesado y empacado de la carne (Avila et al.,, 2013).

La especie animal tiene efecto directo en la oxidacion de la carne, ya que la alimentacion y manejo
difieren en cada especie, mientras que Wilson et al., (1976) mostraron que la oxidacion de lipidos
depende de la acumulacion de los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) en sus tejidos; asi la carne
de guajolote es mas sensible a la oxidacion, seguida de la de pollo, cerdo y borrego. Cortinas et
al., (2005) mencionan que la carne cruda es menos sensible a la oxidacion de los lipidos, la cual
disminuye con la cantidad de vitamina E en la dieta, misma que aumenta conforme aumenta su

cantidad en el alimento.

El perfil lipidico de la carne de pollo puede modificarse por las grasas adicionadas a la dieta. Al

incrementar la cantidad de AGPI en las membranas celulares, la estabilidad oxidativa de la carne
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disminuye (Crespo y Esteve, 2002; Cortinas et al., 2005); en este sentido la fuente de energia de
la dieta tiene efecto en la oxidacion de la carne. Narciso-Gaytan et al., (2010) mostraron una mayor
oxidacion en la carne de aves alimentadas con aceites de soya crudo (enriquecida con AGPI) que
en la de aves que recibieron una mezcla de grasas animales y vegetales, manteca de cerdo o aceite
de palma, debido a la acumulacion de &cidos grasos insaturados (AGI). Los AGPI, que incluye a
los 4cidos grasos omega 3 y 6, aumentan la peroxidacion lipidica (mayor nimero de dobles
enlaces); es decir, son mas inestables, se oxidan rapidamente y contribuyen aumentar los radicales
libres. Sin embargo, el consumidor prefiere la compra de carne de pollo por la cantidad de AGPI
(Barroeta, 2007).

En cuanto a los antioxidantes enddgenos o naturales presentes en la carne se encuentran los
preventivos e interruptores. Los preventivos son aquellos que retardan la velocidad de iniciacion
de la oxidacion, entre estos se encuentran la enzima catalasa, el acido alfa lipoico (ALA) vy la
glutation peroxidasa (GPx). Los antioxidantes interruptores son aquellos que bloquean la
propagacion de la oxidacion de las grasas, en este grupo se encuentra la vitamina E, C, y A, el
glutation, la enzima superoxido dismutasa, los fenoles o aminas arométicas (Mayes, 2004). En el
caso del pollo, posee un sistema de enzimas antioxidantes en su organismo compuesto por la
enzima superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), y la glutatién peroxidasa (GPx)
(Bohorquez et al., 2013).

El manejo de la carne después del faenamiento, tiene gran impacto en la estabilidad oxidativa de
la carne de pollo. Una de las principales desventajas de los antioxidantes naturales, es su escasa
resistencia frente al oxigeno, especialmente cuando estan expuestos a la accion de la luz,
temperaturas elevadas o secado (Lopez et al., 2016). Cualquier manejo tecnoldgico sobre la carne
causa un dafio el cual puede alterar la integridad de la membrana celular y aceleran el proceso
oxidativo (Gray et al., 1996).

Por otro lado, el oxigeno es el prooxidantes mas abundante y su eliminacion disminuye la
oxidacion de las grasas (Narciso-Gaytan et al., 2011). Pettersen et al., (2004) compararon el
envasado de carne con oxigeno y al vacio por un afo; encontrando que los valores de

malondialdehido (MDA) fueron mayores en carne envasada con oxigeno a partir del sexto mes,
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con respecto a la empacada al vacio. Por lo que mejorar las técnicas de empacado se lograra

conservar las caracteristicas sensoriales por mas tiempo durante el almacenamiento.

4.3.1. Oxidacioén lipidica

La oxidacion lipidica es considerada como la oxidacion primaria que se lleva a cabo por la
formacion de radicales libres o por procesos de fotooxidacion que se inician por la exposicion a la
luz, calor, pigmentos y iones metélicos (LOpez et al., 2016). La reaccion se desarrolla en cadena,
los radicales libres atacan a los acidos grasos insaturados (AGI) de los fosfolipidos en las
membranas celulares, con el fin de estabilizarse en tres fases de oxidacion (iniciacion, propagacion
y terminacidn) (Cortinas et al., 2005). Laguerre et al., (2007), mencionan gue la oxidacion puede
ocurrir via la auto-oxidacion no enziméatica mediada por radicales libres (reaccion espontanea del
oxigeno atmosférico con los lipidos que genera hidroperéxidos y compuestos volatiles),
fotooxidacion no enzimatica y no radical, y por oxidacion enzimatica, como se observa en la

Figura 2.

La fase de iniciacion, primera fase en la oxidacion lipidica, consiste en el rompimiento homolitico
de un hidrogeno en posicion a relativo al doble enlace (RH) de la cadena del 4cido graso y se
forman los radicales libres a partir de las moléculas lipidicas (Laguerre et al., 2007). Esta reaccién
puede ser catalizada por radicales hidroxilos (OH¢) o por ciertos complejos Fe-O2> como los
radicales ferrilos o perferrilos. La segunda fase es la propagacion la cual implica la reaccion del
radical lipidico (R¢) con el oxigeno molecular para formar un radical lipidico peroxi o peroxilo
(ROOe). Este radical peroxi es capaz de abstraer un 4tomo de hidrogeno de otro 4cido graso
insaturado y, por tanto, propagar la reaccion en cadena (Estévez et al., 2003); la cual, es favorecida
por la luz y el oxigeno. De esta reaccion se forman los hidroperoxidos lipidicos (ROOH), y un
nuevo radical lipidico con carbono central (R¢). Durante la fase de terminacion, los radicales libres
en ausencia de oxigeno, reaccionan entre si para dar diferentes productos mas estables con bajo
peso molecular (productos secundarios de la oxidacion lipidica) tales como aldehidos, alcanos,
hidrocarburos, alcoholes, cetonas, &cidos y una larga variedad de compuestos que contienen
nitrégeno y sulfuro los cuales pueden afectar negativamente el olor, sabor, valor nutritivo de

alimentos (Estévez, 2005).
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Iniciacién RH + iniciador (x* ——) R + XH

Propagacion Re + O ) ROO-
ROO- + RH ) ROOH + Re

Terminacién ROO- + ROO-
ROOQOe + Re
Re + Re

PRODUCTOS ESTABH

Figura 2. Mecanismo de autooxidacion de los lipidos.

Fuente: Pokorny et al., 2005.

Como ya se ha mencionado, la oxidacion lipidica en los organismos vivos, se inhibe por la accion
de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, este fendmeno se lleva a
cabo por la remocién de los hidroperoxidos formados evitando el dafio celular a las membranas,

principalmente en la mitocondria (Sarraga et al., 2002).

La pérdida de calidad de la carne de pollo se presenta directamente por el deterioro oxidativo que
sufren los AGPI de la grasa (Fellemberg, 2005). Este deterioro ocasiona una disminucion dréstica
de la vida util; sin embargo, a pesar de que dentro de este grupo se encuentra el acido linolénico
(omega 3) y linoleico (omega 6) que son esenciales para el ser humano y tienen un efecto benéfico
en general en el organismo (Sasaki et al., 2001), también se desarrollan compuestos indeseables
tanto nutricionales como sensoriales (Fennema, 2002). La liberacion del hierro endogeno es el
responsable de la catélisis de la oxidacion lipidica, resultando en el deterioro del color. Por otra
parte, la susceptibilidad y velocidad de oxidacion de los acidos grasos en los lipidos depende de
su grado de saturacion; asi, los lipidos que son mas insaturados son oxidados con mayor rapidez

que los menos insaturados (Parker et al., 2003).

A medida que el grado de instauracion de los acidos aumenta, tanto la taza de formacién como la

cantidad de compuestos primarios de la oxidacion incrementan (Martin et al., 2004). Los acidos
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grasos de la carne que sufren mayor oxidacion son el acido estearico (C18:0), seguido del oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) (Shahidi, 1994). Estévez et al. (2003), reportaron
correlaciones positivas significativas entre el contenido de grasa y la oxidacion lipidica, y sugieren
que, a mayor cantidad de lipidos totales, hay mayor sustrato propenso a sufrir reacciones
oxidativas. En el (Cuadro 3) se muestra la composicién de los &cidos presentes en la pechuga y

muslo de pollo, al ser las partes mas comercializadas y consumidas en el mercado.

Cuadro 3. Contenido de 4cidos grasos en la pechuga y muslo de pollo (mg g de grasa)

Acidos grasos Pechuga Muslo
C16:0 (Palmitico) 23.8 22.6
C16:1 (Palmitoleico) 4.50 6.30
C18:0 (Estearico) 7.50 7.60
C18:1 (Oleico) 29.1 32.0
C18:2 6 (Linoleico) 17.8 18.3
C18:3 ® 3 (Linolénico) 0.5 0.7
C20:1 (Gondoico) 0.5 0.5
C22:1 (Erucico) 0.4 0.6
C20:4 ® 6 (Araquiddnico) 5.0 3.7
C20:5 o 3 (Eicosapentaenoico) 0.7 0.6
C22:5 o 3 (Decosapentaenoico) 0.9 0.5
C22:6 o 3 (Decosahexaenoico) 1.8 1.0
AGS! 31.3 30.2
AGMI? 345 39.4
AGPI® 26.7 24.8
AGPL:AGS* 0.85 0.82

LAGS: Acidos grasos saturados.

2AGMI: Acidos grasos mono insaturados.

SAGPI: Acidos grasos poliinsaturados.

*AGPI: AGS: Acidos grasos poli insaturados: Acidos grasos saturados.
Fuente: Cortinas et al., 2005.

4.3.1.1. Prueba 2- 4cido tiobarbitarico (TBA)

Los métodos mas usados para la cuantificacion de la oxidacién lipidica, detectan productos
primarios y secundarios del proceso oxidativo. Para estimar la oxidacion primaria se cuentan los
peréxidos de la muestra o la pérdida de acidos grasos insaturados (Fernandez et al., 1997). Por
otro lado, para estimar la oxidacion secundaria, se miden los grupos carbonilos o el

malondialdehido (prueba de 2-acido tiobarbitlrico-TBA) (Gray y Monahan, 1992). Las técnicas
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mencionadas, se pueden realizar por métodos colorimétricos o con ensayos por Cromatografia

Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) o cromatografia de gases.

La prueba TBA se utiliza para medir la oxidacion lipidica secundaria en productos carnicos; es
una técnica facil, rapida y econémica (Jo y Ahn, 1998); esto la ha convertido en una técnica
utilizada como referencia. EI método de analisis se basa en la reaccion de una molécula de
malondialdehido con dos moléculas de TBA en un medio &cido, a temperatura elevada para formar
un complejo (malondialdehido-TBA) color rosa, (Figura 3); el cual se mide
espectrofotométricamente a 532 nm y se reporta en miligramos de malondialdehido por kilogramo
de muestra (Gray y Monahan, 1992).

o o o s N OH HO N SH
| .

0~ N S J CH—CH=CH
bu OH
MDA TBA Complejo rosa MDA-TBA
Figura 3. Malondialdehido (MDA), &cido tiobarbiturico (TBA) y complejo malondialdehido-
acido tiobarbitarico

Fuente: Giron-Calle et al., 2003.

Giron-Calle et al. (2003) mencionan que la temperatura y la acidez de la reaccion aumentan los
valores de TBA, debido a que el TBA puede reaccionar con aminoacidos, proteinas, vitaminas,
azucares, acidos y metales presentes en la carne o derivados carnicos. A pesar de las
modificaciones a partir de su publicacion, se sigue considerando como una técnica estandar para
cuantificar el MDA en los alimentos formados como productos secundarios de la oxidacion

lipidica, especialmente en carnicos (Sidwell et al., 1995).

4.3.2. Oxidacion proteica
Las proteinas musculares sufren dafio oxidativo durante el proceso de matanza y durante el
posterior manejo, procesado, almacenamiento y envejecimiento de la carne (Estévez, 2015). El

término oxidacion proteica hace referencia a la modificacion de las proteinas, inducida de forma
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directa por especies reactivas derivadas del oxigeno o bien indirectamente mediante la reaccion
con productos secundarios del estrés oxidativo; lo cual genera el agotamiento de residuos de
triptéfano y como resultado mayor la formacion del compuesto carbonilo como semialdehidos -
aminoadipicos y y-glutdmicos (AAS y GGS, respectivamente) (Estévez, 2011y 2015). Los agentes
responsables de la oxidacion proteica son diversos, entre ellos se encuentran el peroxido de
hidrogeno, el acido hipocloroso, xenobidticos, metales de transicion (Fe?* y Cu®), neutrdfilos
activados, luz ultravioleta, ozono, enzimas oxido-reductasas o productos de la oxidacion lipidica
(hidroperdxidos y aldehidos) y productos generados durante el procesamiento del producto
(Shacter, 2000).

La oxidacién proteica se presenta como un proceso similar a la oxidacion lipidica, aunque ésta
puede ser reversible o irreversible. La modificacion reversible normalmente se dan en cisteinas y
pueden activar una funcién proteica, como en los procesos de glutationilacion y la S-nitrosilacion,
o proteger al residuo del aminoacido de la oxidacion (Diaz y Membrillo, 2006). La oxidacion
irreversible de proteinas se da por medio de cuatro mecanismos: carbonilacién, ruptura de enlaces
peptidicos, nitracion y la formacion de enlaces proteina-proteina (Estévez y Cava, 2006). La
carbonilacion se reconoce como una de las modificaciones quimicas mas notables en las proteinas
oxidadas (Figura 4). Estas modificaciones se asocian con la pérdida permanente de la funcién y

puede producir eliminacién o acumulacion de las proteinas dafiadas (Estévez, 2011).

El esqueleto peptidico y los grupos funcionales localizados en la cadena lateral de aminoacidos
son blancos comunes para especies reactivas de oxigeno (EROs) (Estévez, 2011). Los
componentes naturales del tejido muscular, tales como los lipidos insaturados, los pigmentos
heme, los metales de transicion y las enzimas oxidativas son precursores importantes en la
formacion de (EROs) (Xiong, 2000), por lo tanto, juegan un papel importante en la oxidacién

proteica iniciada en el masculo.

Xiong (2000), menciona que las modificaciones quimicas causadas a las cadenas laterales de
aminoéacidos especificos pueden conducir a cambios en las propiedades fisicas de las proteinas,
incluyendo fragmentacion, agregacion, pérdida de solubilidad y funcionalidad y disminucion de

la susceptibilidad a la protedlisis. La pérdida de funcionalidad de la proteina, incrementa la perdida
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de agua, disminuye la formacion de geles, las propiedades de emulsificacion y la capacidad de
retencion de agua (Stagsted et al., 2004), ademas que afecta la calidad sensorial de la carne como

la textura, terneza y color (Descalzo y Sancho, 2008; Ventanas et al., 2006).

Cambios F/Q

v
Alteracion de sitios

de recanocimiento
v 1
Pérdida de aminoéacidos v
Esenciales Disminucion de la

Actividad proteolitica

v
Digestibilidad alterada

!

Pérdida del valor Riesgos de salud

»

Nutricional

Figura 4. Mecanismos plausibles por los cuales la carbonilacion podria afectar el valor nutritivo
de la carne y productos carnicos.

Fuente: Estévez, 2011.

La formacion de derivados de carbonilo a partir de lisina, treonina, arginina y las cadenas laterales
de prolina se atribuye generalmente a los sistemas severos de la oxidacion catalizada por metal
(MCO) (Stadtman y Levine, 2003). En la carne y productos carnicos la metionina y la cisteina son
los aminoacidos mas susceptibles al dafio oxidativo, las especies reactivas del oxigeno son capaces

de oxidar los grupos sulfihidrilos de su estructura.

Por otra parte, en el musculo post-mortem de aves, el colapso del sistema antioxidante endégeno
y los cambios bioquimicos ocurridos durante la conversiéon del masculo en carne, promueven la
aparicion del estrés oxidativo (Estévez, 2015). No obstante la disminucion adecuada del pH, es
responsable de la liberacion de las enzimas pro-oxidantes, tales como glutation peroxidasa,

superdxido dismutasa y la catalasa; enzimas que son conocidas por contribuir a contrarrestar los
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factores oxidantes y proteger contra la oxidacion de lipidos y proteinas en carne post-rigor (Liu et
al., 2014). Sin embargo la presencia de metales de transicion, mioglobina, oxidantes de lipidos,
proteinas y aminoacidos se ve afectada por numerosos factores ambientales como el pH, la
temperatura, actividad de agua y la presencia de otros promotores y / o inhibidores tales como

compuestos fenolicos (Estévez y Heinonen, 2010).

4.3.2.1. Prueba 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)

El método de analisis DNPH es un procedimiento que permite la cuantificacion de la cantidad total
de compuestos carbonilos de una muestra de proteina (Estévez, 2011). Los resultados se utilizan
ampliamente como indice general de oxidacion proteica (P-OX) en carne y productos carnicos
(Estévez et al., 2008; Lund et al., 2011). EI método se basa en la reaccion entre el DNPH con
compuestos carbonilos de proteina para formar un 2,4-dinitrofenilo (DNP), hidrazona que muestra
un pico maximo de absorbancia a 370 nm (Estévez, 2011). Este procedimiento implica una
determinacion simultanea de derivados de carbonilo y contenido de proteina de la muestra (Oliver
et al., 1987).

La concentracion de proteina se determina realizando una muestra control (sin afiadir DNPH) a
280 nm usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar, expresando los resultados
normalmente como nmol DNP hidrazonas por mg de proteina (Estévez, 2011). EI método original
de Oliver et al., (1987) fue desarrollado para analizar el estrés oxidativo en muestras bioldgicas y
ha sido posteriormente empleado con modificaciones menores por los cientificos alimentarios. En
este sentido, las modificaciones incluyen tratar las muestras con una solucion clorhidrica acido-
acetona con el fin de eliminar las posibles interferencias con sustancias croméforas; por ejemplo,

hemoglobina, mioglobina y retinoides) (Estévez et al., 2008).

Estévez (2011) comenta que el método DNPH no es adecuado para medir el nivel real de
compuestos carbonilos en los tejidos animales, ya que esta plagado de diversos factores ajenos que
hacen que el método pueda ser criticado por el valor limitado de la informacién proporcionada. En
este sentido, el método DNPH subestimaria el dafio oxidativo total a las proteinas y sobreestimaria
la cantidad total de los carbonilos proteicos por contabilizacion de la absorbancia de los artefactos,
derivados de lipidos y carbonilos derivados de los lipidos (Armenteros et al., 2009, Estévez et al.,

2008). Sin embargo, el método DNPH ha permitido numerosos estudios sobre la aparicion de
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carbonilacion durante el procesamiento y almacenamiento de carne y productos carnicos (Estévez,
2011).

4.4. Antioxidantes

El término “antioxidante” se ha aplicado a aquellos compuestos que interrumpen la reaccion en
cadena de los radicales libres (Fennema, 2010), el término se aplicd a toda sustancia capaz de
retardar las reacciones de oxidacion por inhibicion de las etapas de iniciacién y propagacion
(Ldpez et al., 2016). Existen antioxidantes naturales y sintéticos, y ambos han sido utilizados para
disminuir el proceso oxidativo de la carne y sus productos carnicos. Grin et al. (2007) mencionan
que los antioxidantes pueden mezclarse durante su procesamiento de la carne, a fin de tener una

mejor respuesta en las caracteristicas sensoriales y la inhibicion de oxidacion.

a) Antioxidantes sintéticos utilizados en productos carnicos

Estos compuestos quimicos se encuentran en pequefias cantidades en los alimentos y su funcién
es disminuir la oxidacion de los acidos grasos principalmente. Los antioxidantes sintéticos son
compuestos con estructuras fendlicas de varios grados de sustitucion alquilica; mientras que los
antioxidantes naturales pueden ser compuestos fendlicos como (tocoferoles, flavonoides y acidos
fenolicos), compuestos nitrogenados como (alcaloides, derivados de clorofila, aminoacidos y

aminas) o carotenoides (LOpez et al., 2016).

Los antioxidantes sintéticos mas comdnmente usados en la industria de alimentos son el
hidroxitolueno butilado (BHT) y el hidroxianisol butilado (BHA), propilgalato (PG),
Terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y &cidoetiléndiaminotetraacético (EDTA) (Carreras et al., 2004).
(Figura 5). Su utilizacion ha sido limitada ya que son compuestos asociados con problemas de
toxicidad y efectos negativos sobre la salud y existe evidencia del crecimiento de células
cancerosas en el sistema digestivo de animales de laboratorio alimentados con estos antioxidantes
(Hirosel et al., 1997; Shahidi, 2000).
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Figura 5. Estructura quimica de antioxidantes sintéticos méas utilizados en la industria.

Fuente: Carreras et al., (2004).
b) potencial de los antioxidantes naturales para su aplicacion en productos carnios
En el (Cuadro 4) se muestra algunos de los antioxidantes endégenos del organismo y su divisién

en enzimaticos y no enzimaticos, los cuales ayudan a la estabilidad oxidativa de manera natural.

Cuadro 4. Antioxidantes enddgenos del organismo.

Enzimaticos No enzimaticos
Superoxido dismutasa Proteinas
Catalasa Acido ascorbico
Glutation peroxidasa Carotenoides
Ceruloplasmina Nucleottidos

Fuente: Grin et al., 2007.

Los consumidores exigen cada vez méas productos naturales o libres de aditivos (Valencia et al.,

2008). Actualmente se ha dado gran importancia a antioxidantes extraidos de fuentes naturales
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tales como aceites esenciales, extractos de frutas, hierbas y especias (romero, cereza, salvia, laurel,
albahaca, guayaba, entre otros) con alto contenido de fenoles, polifenoles y flavonoides (Moure et
al., 2001). Por otra parte, los antioxidantes naturales mas estudiados son: tocoferoles,
tocotrienoles, sesamol, gosipol, glutation, ascorbato, prolina, betaina, fenoles, timol, carvacol,
vitamina C, -caroteno y selenio (Karou et al., 2005; Jamilah et al., 2008). Muchos de ellos con
gran potencial antioxidante e inhibir la oxidacion lipidica en los productos a los que son aplicados
y pueden tener efectos positivos sobre la salud (Proestos et al., 2005; Hussain et al., 2008). Sin
embargo, de todos ellos el a-tocoferol es el antioxidante natural mas importante, debido a su
capacidad para intercalarse entre las membranas celulares y permanecer cercano a los AGPI
(Figura 6) (Wen et al., 1997).

A
Ry
R, 0
CH CH CH
HO 3 3 3
R3
B
Ry
0
- CHy CH; CHs

Ra

Figura 6. Estructura del alfa-tocoferol (A) y estructura del alfa-tocotrienol (B).

Fuente: Bjorneboe, 1990.

4.4.1. Mecanismos de accion

Los antioxidantes inhiben la oxidacion en tres maneras diferentes, la primera forma se realiza
impidiendo la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs), la segunda, es interceptando
radicales libres propagadores de la oxidacion (LOQOe®) y la tercera se realiza deteniendo las

reacciones de propagacion (Laguerre et al., 2007).

Los antioxidantes neutralizan especies reactivas de oxigeno (EROs) diferentes (Cuadro 5), su
efecto estd en funcion del lugar donde el antioxidante se localice, su afinidad al medio y la

capacidad que tenga para donar un hidrégeno (Yanishlieva et al., 1999). Generalmente, los
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antioxidantes liberan un hidrogeno de su grupo hidroxilo (-OH), para neutralizar al radical lipidico
y formar un complejo radical libre-radical receptor (Percival, 1996). Por otra parte, los compuestos
fendlicos en los antioxidantes, presentan una fuerte actividad de donacion de hidrégeno, o tienen
una alta capacidad de absorcion radical (Muchuweti et al., 2007). Existen antioxidantes
preventivos (secundarios) y antioxidantes que rompen la cadena de propagacion de la peroxidacion
(primarios); los preventivos acttan reduciendo la taza de iniciacion por la inactivacion de (EROs)
y precursores de radicales libre, mientras que los antioxidantes primarios rompen la cadena de
propagacion de la peroxidacion eliminando radicales libres y suprimiendo la reaccién en cadena
(Carreras et al., 2004).

Cuadro 5. Mecanismo de accion de los antioxidantes naturales.

Especies reactivas de oxigeno Antioxidante neutralizador

Radical hidroxilo Vitamina C, glutation, flavonoides, acido lipoico
Radical superoxido Vitamina C, glutation, flavonoides
Perdxido de hidrégeno Vitamina C, glutation, beta caroteno, vitamina E

flavonoides, &cido lipoico
Peroxidos lipidicos Beta caroteno, vitamina E, ubiquinona, flavonoides,

glutatién peroxidasa

Fuente: Borek, 2004.

Los principales compuestos fendlicos antioxidantes son: acidos fendlicos, di terpenos fenolicos,
flavonoides y aceites volatiles, algunos fendélicos previenen la formacion de radicales libres y la
propagacion de EROs, mientras que otros eliminan los radicales libres y quelatos pro-oxidantes
(Ozsoy et al., 2009). Por otra parte, la presencia de multiples grupos -OH y estructuras orto-3,4-
dihidroxi mejoran el potencial antioxidante de compuestos fendlicos vegetales (Brown y Kelly,
2007). En la Figura 7, se muestran las reacciones de auto-oxidacién y el mecanismo antioxidante
durante las etapas de iniciacion, propagacion y terminacion (I, P y T) respectivamente, donde
interviene el &cido graso insaturado (LH), los radicales peroxido (LOO), el antioxidante (AH)
(como eliminador de radicales libres e inhibidores de ruptura de cadenas) y el radical catalizador

(A) (relativamente muy estable).
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Figura 7. Reacciones de auto-oxidacién y accion antioxidante.
Fuente: Kumar et al., 2015.

4.4.2. Miel de abeja como antioxidante natural.

La seguridad alimentaria ha despertado un gran interés en encontrar fuentes alternativas de
productos naturales que contengan propiedades antioxidantes, productos saludables y de buena
calidad (Weiss et al., 2010). El extracto de romero se ha utilizado con éxito para prolongar la vida
de anaquel de salsas, mayonesas y carnes procesadas de pollo (Carreras et al., 2004). De igual
manera, el ciruelo, el extracto de la semilla de uva, el arandano, la granada, el extracto de corteza
de pino, el orégano, la ciruela, el extracto de semilla de uva, el extracto de corteza de pino y otras
especias han funcionado como antioxidantes naturales que estabilizan la oxidacién en productos

carnicos y avicolas (Karre y Getty, 2013).

La miel de abeja es una solucion sobresaturada de azlcares de los cuales los principales
constituyentes son fructosa (38%) y glucosa (31%), (Alvarez-Suarez et al., 2010). Contiene una
amplia gama de compuestos menores de los cuales se sabe que tienen propiedades antioxidantes
(Silva et al., 2013). Estos componentes menores incluyen el &cido ascorbico, flavonoides,
tocoferoles, enzima catalasa, productos de la reaccion de Maillard y compuestos fendlicos (Martos
etal., 2000), que en conjunto proporcionan un efecto antioxidante sinérgico (Johnston et al., 2005).
Los compuestos fenolicos que contienen las mieles tienen un potencial como marcadores del
origen botanico, los flavonoides presentes en la miel se dividen en tres clases con similar
estructura: flavonoles, flavonas y flavanonas, siendo de gran importancia por sus efectos benéficos

en la salud y por su contribucion en el color y sabor de la miel (Alvarez-Suarez et al., 2010).
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Los compuestos antioxidantes que se producen de forma natural en la miel contribuyen a su
capacidad antioxidante y a su perfil fenolico (Erejuwa et al., 2012), por lo tanto sus propiedades
de capacidad antioxidantes depende de las fuentes florales utilizadas para recoger la miel (Silva et
al., 2013). Por otro lado Ferreira et al., (2009) encontraron una correlacion entre el contenido

fenolico de la miel con la capacidad antioxidante observada.

4.4.3. Valoracion in vitro de la actividad antioxidante: Método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH)

La capacidad que tiene un compuesto para captar radicales libres, es denominada como actividad
antioxidante o capacidad antioxidante, estos compuestos pueden proteger a la carne debido a que
se intercalan entre las membranas celulares (Asghar et al., 1990). En este contexto los compuestos
antioxidantes se hacen reaccionar con un radical estable como el 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) en una disolucion de metano. En esta reaccion, la reduccion de DPPH es seguida por la
disminucion de su absorbancia (Velazquez-Rodriguez, 2013). El radical estable DPPH absorbe a
515 nm, pero la absorcion desaparece cuando reaccionan con un antioxidante u otra especie radical
(Brand-Williams et al., 1995). EI DPPH cambia de color purpura (radical libre estable) a color

amarillo cuando reacciona con radicales libres de la muestra (Figura 8).

Figura 8. Reaccién del DPPH y un antioxidante (AH).

@L@ég

NO , NO 2

DPPH antioxidante Color prpura

Fuente: Velazquez-Rodriguez, 2013.
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CAPITULO 1. Evaluacién antioxidante de mieles de abeja Apis mellifera y su comparacion
con la miel de abeja sin guijon (Scaptotrigona mexicana)

RESUMEN

La miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana) ha demostrado ser benéfica para la salud
humana, al contener compuestos antioxidantes que reducen la oxidacion, sus compuestos
polifendlicos inhiben la formacion de radicales libres, los cuales son precursores de la rancidez.
En este sentido se realiz6 un estudio para comparar la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles totales de la miel de abeja sin aguijon S. mexicana con cuatro mieles de abeja europea
Apis Mellifera. Para ello se analiz6 el contenido de sélidos solubles (°Brix), pH, humedad,
contenido de polifenoles totales extraibles y capacidad antioxidante mediante el método DPPH.
La evaluacion mostro que la miel de abeja sin aguijon S. mexicana resulto ser la mejor en capacidad
antioxidante, y contenido de polifenoles. Los resultados de la caracterizacidbn mostraron un
contenido de polifenoles totales de 111.74 + 7.32 mg EAG/100 g.m.f, y un valor de 1130.01 +
48.84 umol Eq Trolox/100 g.m.f en capacidad antioxidante, valores superiores para todas las
mieles de la abeja Apis mellifera. Por otra parte, el pH fue 3.85 = 0.04 relativamente bajo en
comparacion con las mieles de abeja europea, considerando asi una mayor estabilidad en los
compuestos antioxidantes. Los resultados favorables pueden atribuirse a la naturaleza de la abeja
S. mexicana; sin embargo, no existen diferencias significativas en cuanto a sélidos solubles (°Brix)
y humedad, concluyendo que la miel de abeja sin aguijon S. mexicana inhibe un mayor nimero de
compuestos de oxidacion, considerandose como un producto funcional para la estabilidad

oxidativa.

Palabras clave: Scaptotrigona mexicana, monofloral, polifenoles, actividad antioxidante.
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CHAPTER 1. Antioxidant evaluation of bee honeys Apis mellifera and its comparison with
stingless bee honey (Scaptotrigona mexicana)

ABSTRACT

The stingless bee honey (Scaptotrigona mexicana), has been shown to be beneficial to human
health, by containing antioxidant compounds that reduce oxidation, its polyphenolic compounds
inhibit the formation of free radicals, which are precursors of rancidity. In this sense, a study was
carried out to compare the antioxidant capacity and content of total polyphenols of stingless bee
honey S. mexicana with four European bee honeys Apis Mellifera. The content of soluble solids (°
Brix), pH, moisture content, total extractable polyphenols and antioxidant capacity were analyzed
using the DPPH method. The evaluation showed that bee honey stingless S. mexicana proved to
be the best in antioxidant capacity and polyphenol content. The results of the characterization
showed a total polyphenol content of 111.74 + 7.32 mg EAG / 100 g.m.f , and a value of 1130.01
+ 48.84 umol Eq Trolox / 100 g.m.f in antioxidant capacity, higher values for all honeys of the bee
Apis mellifera. On the other hand, the pH was 3.85 = 0.04 relatively low compared with the
European bee honeys, thus considering a greater stability in the antioxidant compounds. Favorable
results may be attributed to the nature of the S. mexicana bee; However, there are no significant
differences in soluble solids (° Brix) and humidity, concluding that stingless bee honey S.
mexicana inhibits a greater number of oxidation compounds, being considered as a functional

product for oxidative stability.

Keywords: Scaptotrigona mexicana, monofloral, polyphenols, antioxidant activity.
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1.1. Introduccién

La miel de abeja es considerada como un producto con beneficios para la salud (Amtmann, 2010).
La produccién de miel de abejas meliferas se realiza bajo las practicas de la Apicultura; mientras
que, la produccion de abejas nativas 0 meliponas se realiza mediante la Meliponicultura (Olivera
et al., 2012). Ambas mieles, se componen mayormente de monosacaridos (azucares reductores
simples como fructosa y glucosa, y azlcares no reductores como sacarosa y maltosa), agua y ceniza
(Souza et al., 2006). Aunqgue la diferencia mas notoria entre especies es que las mieles de abeja sin
aguijon tienen un contenido mas alto de agua y acidez libre (Vit et al., 2006; Souza et al., 2006);
ademas poseen bajo pH, que se atribuye principalmente a la presencia de acidos organicos tales
como el acido férmico, acético, butirico, lactico, oxalico, succinico, tartarico, maleico, piravico,
piroglutamico, a-cetoglutarico, citrico, malico y gluconico (Ulloa et al., 2010). Predominando éste
altimo, el cual constituye del 70 al 80% de los &cidos presentes y resulta de la actividad de la
enzima glucosa oxidasa sobre la glucosa del néctar durante la transformacién en miel (Gil, 2010;
Silvaetal., 2013). Cabe destacar que ésta reaccion es extremadamente lenta en mieles muy densas,
pero es mas rapida cuando la miel es mas fluida, como el caso de las mieles de abejas nativas, y
se produce mayor cantidad de &cido glucénico (Simal y Huidobro, 2001). Ademas, el pH éacido
favorece la conservacion de la miel inhibiendo la presencia y crecimiento de microorganismos,

otorgandole caracteristicas de gran estabilidad (Gomes et al., 2011).

Las propiedades sensoriales de la miel entre especies juegan un papel muy importante en la
aceptacion del consumidor, donde en términos de apariencia, aroma, sabor y textura varian de un
producto a otro (Vit et al., 2013). La produccién de miel de abeja A. mellifera comercial ha tenido
mayor aceptacion e interés internacional; mientras, que la gran diversidad de abejas sin aguijon
con mas de 500 especies, aumenta la complejidad del muestreo y limita la recoleccion de datos
sobre una Unica especie y miel monofloral y se tienen menores rendimientos de miel en

comparacion con A. mellifera (Vit et al., 1998).

Los estudios cientificos de la miel de abeja sin aguijon, han sido muy pocos en comparacion con
la extensa documentacidn disponible sobre las mieles de abeja europea (A. mellifera); asimismo,
hace falta una legislacion para impulsar la produccién y poder ingresar al mercado (Guerrini et al.,

2009; Vit et al., 2013), pese a que esta miel es Unica, no s6lo por su origen perteneciente a una rica

47



vegetacion de ambientes nativos, sino también por su grado inusual de dulzor, acidez, y una serie
de otras cualidades que le contribuyen como una miel con propiedades funcionales (Vit et al.,
2013). En este contexto, se realizd un estudio para comparar la capacidad antioxidante y contenido
de polifenoles totales de la miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) con cuatro mieles de abeja

europea (A. mellifera).

1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Seleccion del producto bioldgico

El estudio se realizd en dos fases experimentales, la primera fase consistié en una comparacion de
actividad antioxidante entre cinco mieles. Las mieles de A. mellifera (monofloral trigo (T1),
monofloral naranja (T2), monofloral trébol (T3) y multifloral (T4)) fueron adquiridas en el
mercado local de Cérdoba, Veracruz, México; mientras que, la miel multifloral de abeja sin
aguijén (T5) fue cosechada del meliponario del Colegio de Postgraduados, Campus Cordoba
(A2.1.). La segunda fase consistié en la caracterizacion fisicoquimica de la miel de abeja con
mayor contenido de actividad antioxidante. Las mieles se envasaron en frascos de vidrio color
ambar y se almacenaron a 4°C para su posterior analisis. Los andlisis se realizaron en el
Laboratorio de Ciencia de los Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec, Oaxaca y en el
Laboratorio de Ciencia de los Alimentos del Colegio de Postgraduados, Campus Cérdoba. Todos
los andlisis se realizaron por triplicado, donde los factores para ello fueron el origen de la miel

(especie) y la fuente floral.

1.2.2. Caracterizacion fisicoquimica

En la primera fase experimental se analiz6 sélidos solubles (°Brix), humedad, pH, contenido de
polifenoles totales extraibles y capacidad antioxidante mediante el método DPPH. En la segunda
fase experimental, la miel con mayor contenido en actividad antioxidante se caracterizo e incluyo
el andlisis de solidos solubles (°Brix), humedad, pH, acidez titulable, color, hidroximetil furfural
(HMF), conductividad eléctrica, aztcares reductores directos (ARD), azUcares reductores totales

(ART), contenido de polifenoles totales extraibles.
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Solidos solubles (°Brix)

La cuantificacion de °Brix se realizd con un refractometro digital (Hanna Instruments, Modelo HlI
96801). Una gota de miel se coloco directamente en el prisma del equipo y se registro la medicion,
segun lo establecido por el libro de métodos ICUMSA (1964a).

Humedad

La humedad se determind segun lo establecido en la NMX-F-083-1986, con algunas
modificaciones. Se pesaron 3 g de miel en una charola de aluminio a peso constante, se
introdujeron en una estufa de secado (MEMMERT 100-800) a 60 °C durante 24 h. Las muestras
se colocaron en un desecador y se pesaron una vez que estaban a temperatura ambiente. El
porcentaje de humedad se obtuvo por diferencia de peso, con la siguiente formula:

(P-P1)

% Humedad = =)

* 100

Donde:

P = Peso de la charola con la muestra himeda en g.
P1 = Peso de la charola con la muestra seca.

P2 = Peso de la muestraen g.

En la segunda fase experimental, la humedad se evalu6 con una termobalanza (AND MS-70). El
equipo se precalentd a 100 °C; posteriormente se pes6 un gramo de miel, se expandio
homogéneamente en la portamuestras y el analisis se realiz6 a 140 °C durante 10 min.

Evaluacion de pH

La medicion de pH se realizo con un potenciometro (Orion star 3 Thermoscientific), 10 g de miel
se homogenizaron con 75 mL de agua bidestilada en un vértex a 3,000 rpm durante 2 min, segun
el método 962.19 del manual de la AOAC (2005).

Acidez titulable

El analisis de acidez titulable se realizé siguiendo la metodologia establecida en el método

volumeétrico de titulacién en retroceso nimero 962.19 del manual de la AOAC (2005), donde diez
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gramos de miel se homogenizaron en 75 mL de agua destilada en un vortex a 3,000 rpm durante 2
min. La disolucion de miel se titul6 con NaOH al 0.05 N hasta llegar a un pH de 8.5. Posteriormente
se afiadieron 10 mL de la solucion de NaOH al 0.05 N, y se tituld por retroceso con una solucion
de HCl al 0.05 N, hasta alcanzar a un pH de 8.3. Se realizé un blanco de agua destilada con 75 mL
siguiendo el mismo procedimiento, los datos se expresaron en miliequivalentes de acido por

kilogramo de miel (meg/Kg), de acuerdo a las siguientes formulas:

(mL de NaOH 0.05N de la muestra) — (mL NaOH del blanco) * 50

Acidez libre =
g de muestra
(10 —mL de HCL 0.05N) = 50
Lactona =
g de muestra
Acidez total = Acidez libre + Lactona
Color

El color en la miel se midié en un colorimetro digital (Hanna Honey color photometer modelo HI
96785, con un rango de 0 a 150 nm Pfund), utilizando el glicerol como medio de calibracion, segin
el método establecido por el libro de métodos ICUMSA (1964b).

Hidroximetil Furfural (HMF)

La evaluacion de hidroximetilfurfural (HMF) en la miel se realizé en un reflectometro digital
(Reflectoquant®). Para ello, 5 g de miel se homogenizaron con 20 ml de agua bidestilada durante
3 min con agitacion magnética. Las tiras reactivas de hidroximetil se sumergieron en esta
disolucion por 30 s, se retiro el exceso de liquido con una toalla absorbente y se tomaron lecturas
correspondientes en el reflectometro digital. El resultado final se calculé multiplicando el valor de

medicion por el factor de dilucion, descrito por Bogdanov et al. (1997).

Conductividad eléctrica

El analisis de conductividad eléctrica se llevo acabo preparando una disolucion de miel al 20%;
10 g de miel se homogenizaron en 50 mL de agua bidestilada por 3 min hasta verificar la ausencia

de grumos o solidos en la solucion. Posteriormente se ajusto el electrodo del conductometro
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(Hanna Instruments, modelo H198303), se introdujo en la disolucion y se tomaron las lecturas

hasta estabilizacion, segun el método realizado por Alves et al. (2005).

AzUcares reductores directos

La evaluacion de azucares reductores directos se realizd segin la norma NOM-086-SSA1-1994
para miel, 12 g de miel se homogenizaron en 200 mL de agua bidestilada a 60°C, se afiadieron 4
mL de ferrocianuro de potasio (CsNsFeKa) y 4 mL de acetato de zinc (CsHsO42Zn), esta solucién
se agito durante 30 min en parrilla eléctrica con agitacion magnética, evitando la formacién de
grumos, posteriormente se filtr6 en un matraz volumétrico de 250 mL y se aford con agua
bidestilada. La disolucion obtenida fue colocada en una bureta como medio de titulacion a
matraces previamente preparados con 100 mL de agua bidestilada y 5 mL de solucién Felhing A
y 5 ml de solucién Felhing B. Posteriormente, el matraz fue colocado en una parrilla eléctrica a
una temperatura de 270°C con agitacion magnética hasta ebullicion, se afiadié 1 mL de azul de
metileno para iniciar la titulacién. La titulacion se detuvo en el viraje de color azul a rojo ladrillo

con precipitado al fondo del matraz, los anélisis se realizaron por triplicado.

AzUcares reductores totales

La evaluacion de azucares reductores totales se siguié bajo la norma NOM-086-SSA1-1994 para
miel, 12 g de miel se homogenizaron en 200 mL de agua bidestilada a 60°C, se afiadieron 4 mL
de ferrocianuro de potasio (CeNeFeKa) y 4 mL de acetato de zinc (CsHeOsZn), esta solucion se
agitd durante 30 min en parrilla eléctrica con agitaciéon magnética, evitando la formacion de
grumos, posteriormente se filtrd en un matraz volumétrico de 250 mL y se aford con agua
bidestilada, se tomo6 una alicuota de 25 mL y se adicionaron 20 mL de agua bidestilada y
posteriormente 10 mL de HCL concentrado (37%). La disolucion se introdujo en un bafio maria a
100°C, por 15 min hasta alcanzar una temperatura de la disolucion de 96 °C. Finalizando el tiempo,
la disolucion se coloc en un recipiente con agua fria (4°C), y se afiadieron 3 gotas de fenolftaleina
como indicador. La disolucion se neutralizé con una disolucion de NaOH al 50% y se transfirio a
un matraz volumeétrico de 250 mL, se aford con agua bidestilada, el filtrado se colocé en una bureta
y se utiliz6 como medio de titulacion y se continué el procedimiento como se describi6

anteriormente para azucares reductores directos.
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1.2.3. Cuantificacion de Polifenoles totales extraibles (PTE)

a) Preparacion de los extractos metandlicos de las mieles

La extraccion orgénica-acida se realizé siguiendo la metodologia de Lecumberri et al., (2007) con
algunas modificaciones. Para ello, 1 g de miel se pesé en tubos de centrifuga de 50 mL protegidos
de la luz. Posteriormente, se adicionaron 40 mL de una disolucién metanol acida (HCI 2 N al 8%
en metanol/agua 50/50), se agitaron a 300 rpm durante 1 hora en un agitador orbital a 20 °C y se
centrifugd a 3000 rpm a 5°C durante 10 min. El sobrenadante se colocé en frascos oscuros v al
residuo se adicionaron 40 mL de una disolucion acetona agua (70/30 v/v). Se realiz6 una segunda
extraccion, bajo el mismo procedimiento, el sobrenadante se colocd junto con el primero en un
matraz aforado de 100 mL, forrado de aluminio y se afor6 con una disolucion de metanol acida y
acetona/agua (50/50 v/v). Finalmente, el extracto se almacend en refrigeracion a 4 °C en ausencia

de luz hasta su analisis en el espectrofotometro.

b) Cuantificacion de PTE

La determinacion de PTE se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Heimler et al., (2005),
en la mayor obscuridad posible, para evitar efectos por luminosidad en el reactivo Folin Ciocalteu,
y utilizando todos los reactivos a temperatura de 4°C. En un matraz aforado de 25 mL, se adiciono
500 pL del extracto metandlico de miel y 500 pL del reactivo Folin Ciocalteu, se dejé reposar por
3 min, se agreg6 10 mL de una disolucién de carbonato de sodio al (7%), se agitd6 manualmente,
se afor6 a 25 mL con agua bidestilada a y se dejo reposar durante 1 h en total obscuridad. A la par
se prepar6 una disolucién de metanol &cida y acetona agua (50/50 v/v) para utilizar como blanco
al momento de realizar las lecturas en el espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys Scanning
10 UV/Vis) a 750 nm. Como estandar se utilizo acido galico para calcular los equivalentes de
acido galico por cada 100 g de muestra, segun férmula siguiente:

) mg/mL de la muestra x 0.1
% polifenoles en la muestra = * 100
peso de la m.s.(mg)

1.2.4. Evaluacién de la actividad antioxidante (Método DPPH)
La actividad antioxidante de la miel, se realiz6 bajo el método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil),
segun el método propuesto por Brad-Williams et al. (1995) y Sanchez-Moreno et al., (1998) con

algunas modificaciones. Una disolucién metandlica de DPPH (Sigma Aldrich), 0.003 g de DPPH
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en 50 mL de metanol, se agito en vortex, se afor6 a 100 mL y se mantuvo en un bafio frio;
posteriormente, ésta disolucion se diluyo hasta obtener una absorbancia de 0.7. Para la medicion
en el espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys Scanning 10 UV/Vis) se afiadio en una celda
3.9 mL de la disolucion metandlica de DPPH y 0.1 mL del estandar o del extracto de muestra, se
homogeniz6 manualmente poniendo un parafilm en la boca de la celda y se midié la absorbancia
a 515 nm cada 0.25 min durante 7 min se tomaron lecturas. Los resultados se expresaron como
pmol de eq Trolox por cada 100 g de muestra fresca segun las formulas siguientes, considerando
el porcentaje de inhibicion.

o abs blanco — abs de lalectura de 7min
% inhibicion = “hs blanco x 100

% inhibicion — ordenada
uM =

pendiente

O bien como uM eq Trolox por cada 100 g de muestra fresca (UM eq Trolox/100 g.m.f.)

0.1
l.eq trolox /100 =uM 100
umol.eq trolox/ gmf=u 7 de muestra X

1.2.5. Analisis estadistico

El disefio estadistico utilizado fue un disefio completamente al azar con un factor y tres
repeticiones. El factor consistio en los cinco tipos de mieles descritas anteriormente. El analisis
estadistico se realizé utilizando el procedimiento PROC GLM de SAS y una comparacion de
medias utilizando la prueba Tukey con un nivel de significancia de (P < 0.05), con el fin de evaluar
el efecto del tipo de miel sobre las variables fisicoquimicas y antioxidantes. Se utilizo el paquete

estadistico SAS version 9.4.

1.3. Resultados y discusion
1.3.1. Comparacion fisicoquimica de miel de abeja de Apis mellifera con S. mexicana
La miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) mostré un pH de 3.25 = 0.1 (Figura 1), valor similar

al reportado por Silva et al. (2013) de 3.30 para la misma especie, al igual que el encontrado por
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Alves et al. (2005) de 3.27 para la miel de abeja sin aguijon de la especie Melipona mandacaia.
Por otra parte, las mieles de abeja europea (A. mellifera), no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05) de pH entre ellas. Sin embargo, los valores
encontrados estan dentro del rango tipico de estas mieles de 3.9 a 6.1, segun lo establece la National

Honey Board y son similares a los valores reportados por Pérez y Chamorro (2015) de 4.01.
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Figura 1. Valores de pH de mieles de abeja Apis mellifera y de abeja sin aguijon Scaptotrigona
mexicana.

Letras diferentes entre cada barra indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).
NOTA: T1: monofloral trigo, T2: monofloral naranja, T3: monofloral trébol, T4: multifloral y T5:
multifloral de abeja sin aguijon.

La formacién de acidos en la miel tales como el acido férmico, acético, butirico, lactico, oxalico,
succinico, tartarico, malico, piravico, piroglutamico, a- cetoglutarico, citrico, malico y glucénico
principalmente (Ulloa et al., 2010), resultan de la actividad de la enzima glucosa oxidasa sobre la
glucosa del néctar durante la transformacién en miel (Gil, 2010). Este proceso es extremadamente
lento en mieles muy densas; sin embargo es muy rapido cuando la miel es mas fluida (Simal y
Huidobro, 2001). En este sentido, el pH bajo en la miel de abeja sin aguijon podria relacionarse
con esta reaccion, ya que esta miel es mucho mas fluida que las mieles de A. mellifera.

El contenido de humedad en la miel de abeja europea multifloral Apis mellifera (T4), fue de 22.01
+ 0.45 %; el cual, no tuvo una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la miel de
abeja sin aguijon (T5), la cual presentd un valor de 22.68 + 0.24 %, no obstante la miel monofloral

de trébol (T3) presento el porcentaje mas bajo, mostrando diferencia estadisticamente significativa

54



a todas las demas. (Figura 2). La variacion en el contenido de humedad, puede ser atribuida a las
condiciones ambientales y a la manipulacion de los apicultores en el periodo de cosecha
(Acquarone et al., 2007); por otra parte, también se puede atribuir al exceso de agua que se
encuentra en la miel de las meliponas causada por una baja velocidad de deshidratacién del néctar
durante el proceso de transformacion a miel y por los habitats himedos donde se encuentran
algunas especies (Cortopassi y Montenegro, 2000). Los resultados de humedad presentaron el
mismo efecto descrito por Almeida-Muradian et al. (2013), quienes encontraron una humedad
mayor en mieles Melipona subnitida que Apis mellifera, de 23.86 y 18.27% respectivamente.
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Figura 2. Valores de humedad de mieles de abeja Apis mellifera y de abeja sin aguijon
Scaptotrigona mexicana.

Letras diferentes entre cada barra indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).
NOTA: T1: monofloral trigo, T2: monofloral naranja, T3: monofloral trébol, T4: multifloral y T5:
multifloral de abeja sin aguijon.

La mayoria de la mieles analizadas mostraron diferencias estadisticamente significativas (Tukey,
P <0.05) en un rango de 71.75+ 0.21 a 74.00 = 0.70 para (T5 y T4) respectivamente. (Figura 3),
lo cual se atribuye a las diferentes fuentes florales y a la especie de abeja; sin embargo, la miel de
estudio S. mexicana (T5), presentd el valor méas bajo de 71.75 + 0.21 °Bx, pero fue similar a lo
reportado por Roubik (1983) de 72.2 °Bx.
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Figura 3. Valores de solidos solubles (°Bx) de mieles de abeja Apis mellifera y de abeja sin
aguijon Scaptotrigona mexicana.

Letras diferentes entre cada barra indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).
NOTA: T1. monofloral trigo, T2: monofloral naranja, T3: monofloral trébol, T4: multifloral y T5:
multifloral de abeja sin aguijon.

1.3.2. Cuantificacion del contenido de polifenoles totales extraibles (PTE).

El contenido total de polifenoles en miel de abeja europea oscil6 desde 88.39 + 8.10 hasta 96.877
+ 7.95 mg de EAG / 100 g de miel; mientras que la especie S. mexicana fue de 111.47 + 4.43 mg
de EAG /100 g (Figura 4). El contenido mas alto de polifenoles se observaron en la miel de T1y
T5de 96.87 £7.95mgy 111.47 £ 4.43 mg de EAG / 100 g de miel respectivamente, con un nivel
de significancia de P <0.05.

Los resultados del contenido total de polifenoles mostrados en este estudio, se encuentran dentro
del rango estimado por Meda et al., (2005), 86,07 mg a 114.75 mg EAG/100 g de muestra para la
especie A. mellifera. Gheldof et al., (2002) afirman que los compuestos fendlicos que se
encuentran en la miel se relacionan significativamente con la actividad antioxidante; sin embargo,
la actividad antioxidante parece ser el resultado de la actividad combinada de los compuestos
fenolicos de miel, péptidos, acidos organicos, enzimas y productos de reaccién de Maillard
(Gheldof et al., 2002).
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Figura 4. Valores de contenido total de polifenoles (%omg EAG/100g.m.f.) de mieles de abeja
Apis mellifera y de abeja sin aguijon Scaptotrigona mexicana.

Letras diferentes entre cada barra indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P <
0.05). NOTA: T1: monofloral trigo, T2: monofloral naranja, T3: monofloral trébol, T4: multifloral
y T5: multifloral de abeja sin aguijon.

1.3.3. Evaluacién de la actividad antioxidante método (DPPH)

Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante de la miel se expresaron en pmol Eq
Trolox/100g.m.f. La miel de abeja sin aguijon S. mexicana (T5), present6 el valor mas alto con
1012.43 + 14.95 pmol, seguido de la miel de abeja A. mellifera de la fuente floral de trigo (T1),
con un valor de 743.46 + 19.25 umol, (Figura 5), mostrando diferencia estadisticamente
significativa (Tukey P < 0.05) entre ellos; mientras que los demas tipos de mieles no mostraron

una diferencia estadisticamente significativa.

Los valores de actividad antioxidante en este estudio, utilizando el método DPPH, resultaron ser
mayores que los reportados para mieles serbias de Urtica diocia (49.0 umol Eq Trolox/100g.m.f)
y para mieles de Tilia platyphyllos (29.0 umol Eq Trolox/100g.m.f) reportados por Gorjanovic et
al. (2013). Asimismo para los valores de mieles mono y multiflorales reportados por Rodriguez et
al. (2012) (25.0 umol Eqg Trolox/100g.m.f); no obstante, los resultados de la miel de la abeja S.

mexicana, estan por arriba de todos ellos.
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Figura 5. Valores de actividad antioxidante (umol Trolox/g.m.f) de mieles de abeja Apis
mellifera y de abeja sin aguijon Scaptotrigona mexicana.

Letras diferentes entre cada barra indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).
NOTA: T1. monofloral trigo, T2: monofloral naranja, T3: monofloral trébol, T4: multifloral y T5:
multifloral de abeja sin aguijon.

Ruiz-Navajas et al. (2011), mencionan que la actividad antioxidante de la miel se puede atribuir a
la presencia de compuestos antioxidantes y a posibles sinergias entre los componentes alimentarios
adicionales como acidos organicos y enzimas. Los resultados mostraron que la miel de abeja sin
aguijon (S. mexicana) podria ser considerada una buena fuente de compuestos polifendlicos
naturales y flavonoides. Olivera et al. (2012) mencionan que las diferencias de capacidad
antioxidante entre un tipo de miel y otro, se deben al origen de fuente floral, siendo este un factor

con mayor influencia que la especie.

1.3.4. Caracterizacion fisicoquimica de miel de abeja Scaptotrigona mexicana

Los resultados obtenidos dentro de la primera fase de este estudio, mostraron que la miel de abeja
sin aguijon de la especie S. mexicana fue diferente significativamente de entre las mieles de la
especie A. mellifera. Motivo por el cual, se definio seleccionar la miel de abeja sin aguijon (S.
mexicana) como la mas destacada, por su alta actividad antioxidante y presencia de compuesto
polifendlicos, para continuar con la segunda fase experimental. Cabe destacar que en esta etapa el

analisis fisicoquimico se realizo en miel de abeja sin aguijon recién cosechada.
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En el Cuadro 1 se muestran los resultados finales obtenidos del analisis fisicoquimico de la miel
de abeja sin aguijon S. mexicana (T5); se obtuvo un pH de 3.85 + 0.04, valor més bajo que el
reportado por Souza et al., (2006) de 4.05 para la misma especie y se encuentran dentro de los

parametros establecidos por Vit (2009), de 3.24 a 4.94, para mieles de abejas de la misma especie.

Cuadro 1. Analisis fisicoquimico de la miel de abeja sin aguijon (S. mexicana).

Variables Miel de abeja sin aguijon
Scaptotrigona mexicana
Ph 3.85+0.04
Humedad (%) 22.35+0.31
°Brix 72.13 £ 0.46
CE(uSiemens/cm) 505.56 + 3.91
Color (mm pfund) 76.44 +£1.24
HMF (mg/kg) 6.81 + 0.53
Acidez total (meg/kg) 65.42 + 3.54
ARD (g/100g) 30.36 + 1.49
ART (g/100g) 4256 +2.13
PTE (mgEAG/100 g.m.f) 111.74 +7.32
DPPH (umol Eq Trolox/100 g.m.f) 1130.01 + 48.84

CE= Conductividad eléctrica; HMF= Hidroximetilfurfural; ARD= AzUlcares
reductores directos; ART=AzUcares reductores totales; PTE= Polifenoles
totales extraibles; DPPH=Actividad antioxidante.

La humedad en la miel de abeja sin aguijon fue de 22.35 + 0.31%, menor a lo reportado por
Grajales et al., (2001) de 24.7% para la misma especie, 23.2% para Tetragonista angustula y de
24 % para Melipona beecheii. Souza et al., (2006) mencionan que las mieles de abeja sin aguijon,
presentan un contenido de humedad mayor que las mieles de abejas A. mellifera, esto debido a
factores extrinsecos como la temperatura de almacenamiento, origen botanico y a la manipulacién

postcosecha (Ulloa et al., 2010).
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La caracterizacion mostrd valores de solidos solubles totales de 72.13 £ 0.46 °Brix, valor similar
a lo reportado por Roubik (1983) para miel de abeja Scaptotrigona luteipennis y ligeramente
menor para la miel de abeja Trigona corvina con 73 °Brix.

La conductividad eléctrica (CE), present6 un valor de 505.56 + 3.9 pSiemens/cm, valor més alto
que el rango reportado por Alves et al. (2005) de 267.5 hasta 462.0 pSiemens/cm, para la miel de
abeja sin aguijon Melipona mandacaia. Este resultado puede ser atribuido a los compuestos que
naturalmente estan presentes en la miel, como &acidos orgéanicos, sales minerales y proteinas
(Acquarone et al., 2007). Quimicamente estos compuestos son “ionizables” cuando estan en

disolucion y tienen la propiedad de conducir corriente eléctrica (Yadata, 2014).

El color es otro de los parametros de importancia en la caracterizacion fisicoquimica de la miel;
con base a ello, el resultado mostr6 un valor de 76.44 + 1.24 mm pfund, menor al reportado por
Guerrini et al., (2009) de 150 mm Pfund para mieles de abeja sin aguijon del género Melipona. No
obstante, el valor de color obtenido es mayor a los reportados por Gorjanovic et al., (2013) de
diferentes fuentes florales (29.17 mm pfund, para mieles de ortiga, 34.22 mm pfund para mieles
multiflorales y 32.87 mm pfund para mieles de cultivo de tilios, de especies de abejas A. mellifera.
por otra parte, se han reportado estrechas correlaciones positivas entre el color oscuro de la miel y
el contenido alto en compuestos fendlicos, carotenoides y flavonoides (Meda et al., 2005; Ferreira
et al., 2009), donde las mieles ambar y mas cristalizadas poseen una actividad antioxidante mas

fuerte que las mieles mas claras y transparentes (Alvarez-Suarez et al., 2010).

La frescura de la miel fue expresada por la actividad hidroximetilfurfural. En este caso, la miel de
abeja sin aguijon presentd un valor de 6.81 + 0.53 mg/Kg de muestra, menor a lo reportado por
Grajales et al. (2001), 42 mg/Kg para la misma especie; sin embargo, muy similar a lo reportado
por Alves et al. (2005), 5.8 mg/Kg para la abeja Melipona mandacaia. Esto puede atribuirse a la
reaccién de ciertos acidos con azUcar (principalmente fructuosa) en presencia de calor. No
obstante, el contenido de HMF en la miel también puede verse afectada por el pH, contenido de
agua y minerales (White, 1979), asi como al manejo (recién cosechada) y a las condiciones de

almacenamiento.
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La acidez total de la miel de estudio fue de 65.42 + 3.54 meg/Kg, menor al reportado por Grajales
etal. (2001) y Dardon, (2008), de 76.7 meq/Kg para la misma especie y de 85 meq/Kg para mieles
de abejas sin aguijon respectivamente; sin embargo, la acidez encontrada es considerablemente
mayor para el valor reportado por Alves et al. (2005) de 43.48 meqg/Kg para el género Melipona
mandacaia. La miel de estudio es mas acida que la miel de abeja A. mellifera, segin reporta
Rodriguez et al. (2012) en un rango de 13.4 a 46.8 meg/Kg. (Alves et al., 2005) menciona que el
incremento de acidez en la miel se debe al tiempo de almacenamiento por la generacién de acidos
organicos, especialmente el &cido gluconico, y esto a su vez favorece la estabilidad y la inhibicion

del desarrollo microbiano.

El contenido de azucares reductores en la miel se debe principalmente al alto contenido de
sacarosa, esto se presenta en cosechas prematuras que interrumpen la transformacién de la sacarosa
a glucosa y fructosa por accion enzimatica inversa (Alves et al., 2005). En este estudio, la miel de
abeja sin aguijon S. mexicana presenté un valor de 42.56 + 2.13 g/100g en azUcares reductores
totales, de los cuales 30.36 + 1.49 g/100g pertenecieron a azUcares reductores directos; valores
menores a los reportados por Dardén (2008) y Denadai et al. (2002), 57.28 g/100g de azUcares
reductores totales y 57.22 g/100g de azucares reductores directos para la misma especie y de 58
9/100g de azucares reductores totales para miel de abeja sin aguijon Tetragonista angustula,

respectivamente.

El contenido de polifenoles totales extraibles, present6 un valor de 111.74 + 7.32 mg EAG/100
gramos de muestra fresca, valor mayor a los rangos reportado por Olivera et al. (2012) para mieles
de Melipona flavolineata, 26.39 a 56.78 mgEAG/100 g.m.f., y para mieles de Melipona
fasciculata, 25.53 a 88.81 mgeEAG/100 g.m.f. Al igual de lo que reporta Meda et al. (2005) para
mieles de la especie A. mellifera de 74.38 £ 20.54 mg EAG/100 g.m.f. En este sentido, el contenido
alto de polifenoles es atribuido a la concentracion de aminoacidos, por lo que algunos analisis
publicados han revelado que diversas mieles contienen de 11-21 aminoacidos en los que
predomina la presencia de prolina libre, la cual es también utilizada como un indicador de calidad
en miel (White y Doner, 1980). Ademas, Pérez-Pérez et al. (2006) mencionan que las variaciones

en % ART vy polifenoles totales en la miel pueden estar relacionados con el manejo postcosecha,
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debido a procesos de fermentacién como resultado de sus porcentajes altos de humedad y acidez

en este tipo de mieles, incrementando con ello su capacidad antioxidante.

El resultado de la capacidad antioxidante presenté un valor de 1130.01 *+ 48.84 umol Eq
Trolox/100 g.m.f, el cual fue mayor a los datos reportados por Gorjanovi¢ et al. (2013) que varian
entre 118 pmol Eq Trolox/100 g de miel y 121 umol Eq Trolox/100 g de miel, esto para mieles de
fuentes multiflorales de la especie Apis mellifera. Por otra parte, Lopez-Gonzéles (2014) muestra
un valor de 57.2 umol Eq Trolox/100 g de muestra de miel para la misma especie; no obstante,
estos resultados pueden explicarse por una posible transformacién de los compuestos fenolicos
formados con el tiempo, donde los polifenoles originados presentan menor actividad antioxidante
en el sistema hidréfilo de DPPH y mayor actividad en el complejo lipofilo B-caroteno (Corréa et
al., 2014). En este contexto, Rodriguez et al. (2012), mencionan que existen otros compuestos
ademas de los metabolitos secundarios con actividad antioxidante, enzimas y acido ascorbico, los
cuales también tiene una alta funcion en la capacidad antioxidante de las mieles. Sin embargo,
Pérez et al. (2007) consideran que la miel, también presenta una variedad de compuestos
nitrogenados como alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas, carotenoides y

vitamina C, los cuales también son ampliamente conocidos por su actividad antioxidante.

1.4. Conclusion

En el presente estudio se establecio que independientemente de la especie o fuente floral, todos los
tipos de miel presentan compuestos polifendlicos y actividad antioxidante. Sin embargo, los
resultados encontrados mostraron una variacion estadisticamente significativa entre todos los tipos
de miel, por lo que se concluy6 que la miel de abeja sin aguijon Scaptotrigona mexicana posee
mayor capacidad antioxidante que las mieles de la especie Apis mellifera, atribuyendo esto a la

naturaleza de la abeja como factor principal.

Fisicoguimicamente se concluye que la miel de abejas sin aguijon Scaptotrigona mexicana, poseen
un pH significativamente bajo en comparacion con las mieles de abeja europea (Apis mellifera),
lo cual es generado por la formacion natural de acidos orgénicos que favorecen la actividad
antioxidante de la miel. Asimismo, la miel de abeja sin aguijon posee una humedad relativamente

alta a las demas mieles, lo cual es caracteristico de estas especies. Sin embargo, las muestras
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monoflorales de miel de flores de naranjo y flores de trébol demostraron ser buenas fuentes en el
contenido de solidos solubles, lo cual es caracteristico para las especies de Apis mellifera. En este
sentido, se concluye que las mieles de abeja, son una importante fuente de compuestos con
propiedades funcionales relacionadas con la inhibicion de la oxidacion.
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CAPITULO 2. Evaluacion del efecto antioxidante de la miel de abeja sin aguijon
(Scaptotrigona mexicana) adicionada a carne de pollo

RESUMEN

La oxidacion de la carne de pollo es el segundo factor de descomposicion despues de la generada
por microorganismos; sin embargo, la oxidacion genera pérdida del valor nutricional y
disminucion de la calidad total. En este sentido, se evaluo la estabilidad oxidativa de “patties” de
pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y cocidas, adicionada con miel de abeja sin aguijon
(Scaptotrigona mexicana) como antioxidante natural a 0, 1, 3 y 5% p/p, evaluadasa 0, 3,6, 9y 12
dias de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C. La oxidacion lipidica (TBAR) y oxidacion
proteica (DNPH), perfil de textura (TPA) y color, fueron analizados mediante un disefio
completamente al azar con arregl6 factorial (factor A=tratamiento y factor B=tiempo) y se realiz6
una prueba LSD para comparacion de medias. Los resultados mostraron una inhibicion en la
oxidacion lipidica y proteica de 1.08£0.04 (mg MDA/kg carne cocida) y 3.68+£0.27 (nmols
carbonilos /mg de proteina) al dia 12, respectivamente, con 5 % de inclusion de miel de (P-
valor<0.05). Asimismo, el anélisis de perfil de textura (TPA) y en color presentaron gran
estabilidad durante el almacenamiento a ese mismo nivel de inclusion. Por lo tanto, la adicion de
miel de abeja sin aguijon (S. mexicana), tiene un efecto positivo en la reduccion de la oxidacion
lipidica y proteica determinando que el uso de miel de abeja sin aguijon en la carne de pollo,
disminuye la formacion de productos de oxidacion, favoreciendo la vida de anaquel y la

conservacion de la calidad.

Palabras clave: Oxidacion, carne, antioxidante, miel.
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CHAPTER 2. Evaluation of the antioxidant effect of bee honey stingless (Scaptotrigona
mexicana) added to chicken meat.

ABSTRACT

Oxidation of chicken meat is the second decomposition factor after that generated by
microorganisms; However, oxidation generates loss of nutritional value and decrease in total
quality. In this sense, the oxidative stability of “patties” breast (Pectoralis major) of ground
chicken and cooked added with bee honey stingless (Scaptotrigona mexicana) as a natural
antioxidant at 0, 1, 3 and 5% w/w, evaluated at 0, 3, 6, 9 y 12 days refrigerated storage at 4 °C.
The lipid oxidation (TBAR) and protein oxidation (DNPH), texture profile (TPA) and color, were
analyzed by a completely randomized design with factorial adjustment (factor A = treatment and
factor B = time) and LSD for comparison of means. The results showed an inhibition in lipid and
protein oxidation of 1.08 + 0.04 (mg MDA/ kg cooked meat) and 3.68 + 0.27 (nmols carbonilos
/mg de protein), at day 12, respectively, with 5% honey inclusion (p -value <0.05). Also, the texture
profile analysis (TPA) and color presented high stability during storage at the same level of
inclusion. Therefore, the addition of stingless bee honey (S. mexicana) has a positive effect on
reducing lipid and protein oxidation by determining that the use of stingless bee honey in chicken
meat decreases the formation of oxidation products, favoring the shelf life and the preservation of
the quality.

Keywords: Oxidation, meat, antioxidant, honey.
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2.1. Introduccién

La carne de pollo y sus derivados, son productos importantes en la dieta dado que concentra un
gran namero de nutrientes que constituyen fuente de proteinas y aminoacidos de alto valor
bioldgico (Barroeta y Cortinas, 2002). Sin embargo, todas las carnes, especialmente la carne de
pollo, estan propensas a la descomposicion por oxidacion. (Carreras et al., 2004). La oxidacion, es
uno de los principales responsables de la pérdida de calidad en la carne y productos carnicos,
especialmente durante los procesos de coccidn y almacenaje, ya que se genera la formacion de
compuestos estables asociados a la rancidez (Cortinas et al., 2005), como aldehidos, cetonas,
acidos y compuestos con nitrogeno y sulfuro que afectan el flavor, color y textura de la carne
(Carreras et al., 2004). La oxidacion de la carne se ve directamente influenciada por oxigeno
molecular, dado que una pequefia porcion (2-5%) del oxigeno consumido durante la reaccion
metabdlica se convierte en radicales libres en forma de especies reactivas del oxigeno (EROs) y
especies reactivas de nitrogeno (ERNS) que interacttan con lipidos, proteinas y acidos nucleicos

acelerando los procesos de oxidacion (Falowo et al., 2014).

Los procesos de oxidacion, inician desde la obtencion de la carne, donde todas las operaciones
pre-mortem provocan un estado de estrés oxidativo (Falowo et al., 2014); en este sentido, los
lipidos y proteinas musculares estdn susceptibles a dafio oxidativo promovido por diferentes
agentes prooxidantes (largos periodos de almacenamiento, deshidratacion, altas temperaturas y
rotura de tejidos) (Armenteros et al., 2009). Por otro lado las operaciones tecnoldgicas post-
mortem como la molienda, coccidn y refrigeracion, también aceleran las reacciones oxidativas por
interaccion del oxigeno con catalizadores de oxidaciébn como acidos grasos insaturados,
fosfolipidos, proteinas y hierro (EL-Kalyoubi et al., 2014). Los cambios fisicoquimicos producidos
durante la coccion y almacenamiento, tiene mayor efecto negativo en la calidad, valor nutricional
y la oxidacion como principal deterioro, asi mismo, la coccidn esta relacionada principalmente con
la degradacién del triptéfano, la carbonilacion de proteinas, formacion de enlaces disulfuro,
pérdida de agua y perdida de textura en carne (Silva et al., 2016). La coccidn de la carne de pollo
(100°C) genera la oxidacion de proteinas provocando mayor carbonilacion, menor capacidad de
retencion de agua (CRA) y disminucion en la capacidad de proteinas para interactuar

quimicamente con las moléculas de agua (Xiao et al., 2011). Por otra parte el almacenamiento
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tiene efecto sobre la extension de la carbonilacion de proteinas afectando el color y la textura del
producto final, provocando la pérdida de aminoacidos esenciales como resultado de la degradacion

oxidativa irreversible, haciendo menos digeribles a las proteinas oxidadas (Liu y Xiong, 2000).

Los lipidos son quimicamente inestables y, por lo tanto, susceptibles a oxidacion, especialmente
durante la manipulacion post-mortem y almacenamiento, lo cual genera la disminucion de vida Gtil
y acumulacién de compuestos toxicos (Mapiye et al., 2012). La oxidacion lipidica se desarrolla en
tres etapas principales; iniciacion, propagacion y terminacion, la reaccion de iniciacion produce el
radical (alquilo) de acidos grasos (R *) que a su vez reacciona con el oxigeno para formar radicales
peroxi (ROO ), en la reaccion de propagacion, los radicales peroxi reaccionan con acidos grasos
insaturados y forman hidroperéxidos (ROOH), que finalmente se descomponen y generan
compuestos aromaticos volatiles con sabores desagradables y olor rancio (Chaijan, 2008). Por otro
lado, las proteinas desempefian un papel fundamental en la calidad de la carne y productos carnicos
con respecto a propiedades sensoriales, nutricionales y fisico-quimicas (Falowo et al., 2014). Sin
embargo, la oxidacion de proteinas induce cambios en la calidad de la carne, incluyendo rasgos de
textura, color, aroma, sabor y capacidad de retencién de agua (Estévez, 2008), asi como la
disminucion en la biodisponibilidad de proteinas por cambios en la composicién de aminoacidos,
disminucion de solubilidad, pérdida de actividad proteolitica y digestibilidad de proteinas. (Lund
etal., 2011). La oxidacion de proteinas comienza con la extraccion de &tomos de hidrdgeno a partir
de la proteina (PH) por EROs para formar un radical centrado en carbono de proteina (P¢) que se
convertird en un radical analquilproxilo (POO¢) en presencia de oxigeno y en un peroxido de
alquilo (POOH) mediante la extraccion de atomos de hidrogeno de otra molécula susceptible. Las
reacciones posteriores con metales de transicion (Mn *), tales como Fe?* o Cu *?, conducen a la
produccion de radical alcoxilo (PO¢) y su derivado hidroxilo (POH) (Estévez, 2011).

Los procesos de oxidacion pueden ser neutralizados por compuestos antioxidantes, que retardan
la oxidacion de lipidos y proteinas en carne y productos carnicos (Karre et al., 2013). Los
antioxidantes sintéticos como el Butil hidroxianisol (BHA), el Butil hidroxitolueno (BHT), el
terbutilhidroquinona (TBHQ) y el galato de propilo (PG) se han utilizado como antioxidantes en
productos carnicos y avicolas (Biswas et al., 2004); sin embargo, se han descontinuado por los

potenciales efectos toxicoldgicos que generan (Naveena et al., 2008a). En la actualidad, los
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consumidores prefieren alimentos adicionados con aditivos naturales (Borek, 2004). Con el fin de
reducir la oxidacion , la avicultura esta buscando soluciones naturales y efectivas que pueden
reemplazar a los antioxidantes sintéticos sin afectar negativamente la calidad de los productos
terminados y las percepciones de los consumidores (Naveena et al., 2008a; Karre et al., 2013), en
este contexto, los productos apicolas han resultado tener propiedades antioxidantes y compuestos
polifendlicos; los cuales se han considerado como antioxidantes naturales (Ciappin et al., 2013).
Antony et al. (2000) y Johnson et al. (2005) reportaron una disminucion de la oxidacion en carne
de pavo y pollo molida cocida y refrigerada a 4 °C con la inclusion de diferentes niveles de miel,
en base a ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la miel de abeja sin aguijon
(Scaptotrigona mexicana) sobre la oxidacion lipidica y proteica de “patties” de carne molida y

cocinada de pollo durante su almacenamiento.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Localizacion del area de estudio

El presente estudio se llevé a cabo en los Laboratorios de Ciencias de los Alimentos y Tecnologia
de la Carne del Colegio de Postgraduados, Campus Cordoba; ubicados en la Carretera Federal
Cordoba-Veracruz Km 348, Congregacion Manuel Leon, Municipio de Amatlan de los Reyes,

Veracruz y se localiza geograficamente a 19° 27’ latitud N y 98° 53’ longitud O, a 720 msnm.

2.2.2. Obtencion de las materias primas

La pechuga de pollo (Pectoralis major) se obtuvo de un mercado local de Cordoba, Veracruz,
México, buscando que fuera de un mismo lote de produccion. La miel de la abeja sin aguijon (S.
mexicana) utilizada se extrajo 15 dias antes de la fase experimental del meliponario ubicado en el
Colegio de Postgraduados, Campus Cordoba. La miel se almacend en refrigeracion a 4°C en
frascos color ambar hasta su anélisis y se realizo la caracterizacién fisico-quimica, presentando

caracteristicas 6ptimas como se muestra a continuacién en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Caracterizacion fisico-quimica de la miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona

mexicana).
Variables Miel
pH 3.85+0.04
Humedad (%) 22.35+0.31
CE (uSiemens/cm) 505.56 + 3.91
Color (mm pfund) 76.44 £ 1.24
HMF (mg/kg) 6.81 + 0.53
°Brix 72.13 £ 0.46
Acidez total (meg/kg) 65.42 + 3.54
ARD (g/100g) 30.36 + 1.49
ART (g/100g) 4256 +2.13
PTE (mgEAG/100 g.m.f) 111.74 £ 7.32
DPPH (umol Eqg Trolox/100 g.m.f) 1130.01 + 48.84

CE= Conductividad eléctrica; HMF= Hidroximetilfurfural; ARD= AzUcares
reductores directos; ART=AzUcares reductores totales; PTE= Polifenoles
totales extraibles; DPPH=Actividad antioxidante.

2.2.3. Obtencion de muestras

La pechuga de pollo se limpid quitando la piel, impurezas y exceso de grasa, se troceo y molié con
un cedazo de.3/8”en un molino marca Tor-Rey Modelo M-22RW. La carne molida se dividio en
4 lotes y se adiciond a cada uno de ellos diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon
(S. mexicana) (0, 1, 3y 5 %), se homogeniz6 manualmente y de cada lote se elaboraron 20 “patties”
tipo hamburguesas de 100 g c/u (A3.2). Las patties se sometieron a coccién en un horno de
conveccién (Hobart, HEC-5, México), precalentado a 100 °C hasta alcanzar una temperatura
interna de coccion de 72 °C (Thermocouple Type K, Modelo EF2664B) por 10 min
aproximadamente, segin el método establecido por Naveena et al. (2008b) con algunas
modificaciones. Las patties se enfriaron a temperatura ambiente y se colocaron en bolsas de
polietileno permeables al oxigeno y se almacenaron en refrigeracion a 4°C. Posteriormente, las

muestras se analizaron fisicoquimicamente a los 0, 3, 6, 9 y 12 dias de almacenamiento (A3.3).
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2.2.4. Caracterizacion fisicoquimica de pechuga (Pectoralis major) de pollo y “patties”

Los analisis fisicoquimicos que se realizaron para caracterizar el masculo Pectoralis major de
carne de pollo en fresco fueron: andlisis de pH, acidez titulable, actividad de agua (aw), humedad,
color y capacidad de retencidn de agua (CRA). A las patties de pechuga de pollo picadas y cocidas
adicionadas con los diferentes niveles de inclusion de miel se evalu6 el rendimiento por coccion
(RC), el pH, la acidez titulable, la actividad de agua (aw), la humedad, el color, el perfil de textura
(TPA), la oxidacion lipidica mediante el método de TBARS y la oxidacion proteica mediante el
método de DNPH. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

Rendimiento en coccién (RC)

Se tomoé el peso de cada patties de pechuga de pollo en crudo en sus diferentes niveles de inclusion
de miel de abeja sin aguijon, y posterior a su coccion, una vez enfriadas a temperatura ambiente,
se pesaron nuevamente. El rendimiento de coccion se expresé en porcentaje y se calculd por
diferencia de peso con respecto a su peso inicial en gramos, segin lo establece la metodologia de
Johnson et al. (2005).

pH

El pH de Pectoralis major se midi6 tanto en crudo como en carne cocida con un potenciometro
portatil de punzon (HANNA HI99163); el electrodo del potenciometro se introdujo de forma
perpendicular al muasculo en la pechuga de pollo evitando zonas con grasa, tomando el valor hasta
la estabilizacién de la lectura. (Bianchi et al., 2007). Mientras que en las “patties” de carne molida
y cocida, se tomaron 10 g de muestra y se homogenizaron con 100 mL de agua bidestilada. La
disolucidn se filtré con gasa para eliminar particulas grandes y se tomaron las lecturas de pH,

segun el método establecido por Trout (1989).

Acidez titulable

Para la determinacion de acidez titulable, se tomaron 10 g de muestra de carne cruda molida o
cocida, se homogenizaron con 200 mL de agua bidestilada, se filtraron a través de una gaza y se
aforo a 250 mL. Posteriormente se tomd una alicuota de 25 mL, se afiadi6 75 mL de agua

bidestilada y se titulo con hidroxido de sodio (NaOH 0.1 N) usando fenolftaleina como indicador.
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Agua destilada fue tomada como blanco y se calculo el porcentaje de acido lactico mediante la
siguiente formula (AOAC, 1990).

. (V NaOH * N NaOH = Meq. ac Lactico * f)
% ac.Lactio = x 100
g muestra

Donde: V NaOH: volumen de hidroxido de sodio gastado; N NaOH: Normalidad del hidroxido
de sodio; Meq. Ac. Lactico: miliequivalente de &cido gélico; F: factor de dilucion

Humedad

La humedad se determin6 en pechuga de pollo molida cruda y cocida segin la metodologia
establecida por la AOAC (2000), 3 g de muestra se colocaron en charolas de aluminio a peso
constante, se introdujeron a una estufa de secado a 60°C durante 24 h, pasado el tiempo, se
colocaron en un desecador y se pesaron una vez que estaban a temperatura ambiente. El valor de

humedad se obtuvo por diferencia de peso con respecto al peso inicial y se expreso en porcentaje.

Actividad de agua (aw)

La aw se determind en la pechuga de pollo molida cruda y cocida, con un Medidor de actividad de
agua portatil-pawkit (PawKit® Decagon Device USA) a 25 °C. Las muestras se colocaron en el

contenedor del equipo y se registro la medicidn hasta su estabilizacion.

Capacidad de retencion de agua (CRA)

La evaluacion de capacidad de retencion de agua (CRA) se realizé en pechuga de pollo molida
cruda, utilizando el método propuesto por Guerrero et al. (2002). Cinco g de muestra se
homogenizo6 con 8 mL de una disolucion de NaCl 0.6 M con agitacion manual por un minuto con
una varilla de vidrio. Los extractos se colocaron en un bafio con hielo durante 30 min, se agitaron
nuevamente con una varilla de vidrio y posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15

min a temperatura ambiente. El sobrenadante se decantd en una probeta y se midi6 el volumen que
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representa el agua no retenida de los 8 mL de la solucion de cloruro de sodio afiadidos y se reportd

la cantidad de mL de solucién retenida en 100 g de carne.

Anélisis de perfil de textura (TPA)

El andlisis de perfil de textura se realizd en las “patties” de pechuga de pollo molida y cocida
adicionada con los diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon y dias de
almacenamiento en refrigeracion a 0, 3, 6, 9, 12 dias. De cada “patties” se tomoé una muestra de
2.3 cm de didmetro interno utilizando un sacabocado, segun el método establecido por Ganh&o et
al. (2010) con algunas modificaciones, en un texturometro Shimadzu EZ-SX a una velocidad de

60 mm/min.

Color

La evaluacion de color se determind con un colorimetro Konica Minolta (Modelo CR 400), en la
carne de pechuga de pollo molida cruda y cocida, los resultados se expresaron con las coordenadas

L*, a* y b*, segln el método establecido por Bianchi et al. (2007).

Evaluacion de la oxidacion de pechuga (Pectoralis major) de pollo

El andlisis de oxidacion lipidica y proteica se realiz6 en las “patties” de cada tratamiento, las cuales
fueron muestreadas, congeladas en nitrogeno liquido en cada tiempo de almacenamiento en

refrigeracion a 4 °C (0, 3, 6, 9 y 12 dias) y almacenadas a -80°C hasta su analisis.

2.2.5. Oxidacion lipidica (TBARYS)

La evaluacion de la oxidacion lipidica se realizo cuantificando la formacion del compuesto
malondialdehido (MDA), siguiendo el método establecido por Tarladgis et al. (1960) con algunas
modificaciones. Para ello, 10 g de muestra se homogenizé con 15 mL de agua bidestilada a 50 °C
y 5 mL de la solucion de PG-EDTA (Propyl galato al 0.5% con sal disodica del &cido
etilendiamino-tetracetico dihidratada al 0.5 %). La mezcla fue colocada en un matraz de cuello
Kjeldahl, previamente roseado con un spray de silicona (Wurth), sin reactividad. Se agregaron
77.5 mL de agua bidestilada, 2.5 mL de HCI 4 N y seis perlas para ebullicion. EI matraz fue
conectado a una unidad de destilacion y se colectaron 50 mL del condensado, 5 mL de este

condesado se mezclo con 5 mL de solucidn 2-TBA 0.02 M, se agitd y se dejo en bafio de agua a
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100°C, por 35 min. El blanco contenia 5 mL de agua bidestilada con 5 mL de la solucién 2-TBA.
Transcurrido el tiempo, las soluciones se enfriaron a temperatura ambiente y se midieron
absorbancias a 532 nm. Los valores obtenidos fueron ajustados por un factor de correccion de 7.8
para su transformacion a mg de malondialdehido (MDA) por kilogramo de carne.

2.2.6. Oxidacion proteica (DNPH)

La evaluacién de oxidacion proteica se determind mediante la cuantificacion de carbonilos totales
de acuerdo a la metodologia establecida por (Armenteros et al., 2009), con algunas modificaciones.
Para ello 2 g de muestra de “patties” de pechuga de pollo se, homogenizaron con 20 mL de tampdn
fosfato potasico (K2HPO4) 10mM, + NaCl a 0.6 M, pH 6 mediante un Polytron durante 30 s. Se
filtré en gasa de algoddn, se tomaron 2 alicuotas de 100 pL (una para cuantificar proteinas y otra
para carbonilos). Se afiadié 1 mL de &cido tricloroacético al 10%. La mezcla fue centrifugada a
4000 rpm durante 7 min a temperatura ambiente para la precipitacion de proteinas desechando el
sobrenadante. Al tubo con el precipitado destinado para cuantificacion de proteinas se adiciono 1
mL de HCI 2 N y al de carbonilos se afiadio una disolucién de 1 mL de HCI 2 N + DNPH al 2%.
Ambos tubos se dejaron reposar durante 1 h a temperatura ambiente agitando en Vortex cada 15
min. Al finalizar el tiempo se afiadio 1 ml de TCA al 10%, agitando y centrifugando a 4000 rpm
por 7 min desechando el sobrenadante, se lavé el precipitado con 1.5 mL de etil-acetato (1:1) hasta
desaparecer el color del precipitado, finalmente se evapor6 a sequedad en una campana de
extraccion de gases y se afiadié 1.5 ml de una disolucion de clorhidrato de Guanidina al 6M +
fosfato potésico al 20 mM para resuspender. La concentracion de proteina se determiné a 280 nm
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar (Sigma Aldrich). El contenido de
carbonilos a 370 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar para las hidrazona (21mM 1, cm-

1. Los resultados se expresaron en nmol de carbonilos por mg de proteina.

2.2.7. Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 bajo un disefio completamente al azar con 3 repeticiones y un
arreglo factorial 4x5 de los tratamientos, siendo el factor A, el nivel de inclusion de miel con 4
niveles (0, 1, 3 'y 5%) de miel y el factor B, el tiempo de almacenamiento con 5 niveles (0, 3, 6, 9
y 12 dias). El analisis de los datos se realizo en el paquete SAS version 9.4 (2012). (A3.1)
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2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Caracterizacion fisicoquimica de pechuga (Pectoralis major) de pollo

El resultado de la caracterizacion fisicoquimica de Pectoralis major de pollo, presento valores
caracteristicos de una carne normal segin Woelfel et al. (2002) (Cuadro 2). El pH, la luminosidad
y CRA, son parametros de mayor incidencia para diferenciar calidades de carne (Qiao et al., 2001;
Woelfel et al., 2002). En este contexto el resultado de pH fue ligeramente menor a lo reportado
por Woelfel et al. (2002) de 5.8 para carnes normales, y menor a 6.3 para carne PSE segun Perlo
et al. (2003). Balamatsia et al. (2006), mencionan que los valores de pH pueden deberse a las
condiciones aerdbicas de almacenamiento, mientras que Barbut et al. (2005) mencionan que los
valores altos de pH, son atribuidos al estrés crénico ante-mortem que recibe el ave durante el
tiempo de espera a la matanza. Por otro lado, la luminosidad (L*) fue ligeramente menor a lo
reportado por Woelfel et al. (2002) de 53 para carnes normales y se obtuvo una alta CRA de

75.33+2.00, mayor al reportado por Qiao et al. (2001) de 43.77% para carnes normales.

Cuadro 2. Evaluacion fisicoquimica de pechuga (Pectoralis major) de carne de pollo.

Variables Carne de pollo
CRA (mL/100g) 75.33 £2.00
aw 0.93 £ 0.005
Humedad (%) 73.44 £ 1.77
pH 5.74 +0.23

Acidez (% &cido Léactico) 0.30£0.02

L* 52.91+0.92
a* 0.41 +0.008
b* 22.44 +0.74
Hue 1.53+£0.02

Croma 22.13+1.22

*=luminosidad; a*= (-a=verde, + a=rojo); b*= (-b=azul, + b=amarillo); Hue= tonalidad,
croma= concentracion.
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2.3.2. Andlisis fisicoquimicos de patties de pechuga de pollo (Pectoralis major) adicionadas
con miel de abeja sin aguijon (S. mexicana)

Los resultados obtenidos en rendimiento por coccion (RC), variaron entre 73.72+2.20 y
87.31+3.67 % entre tratamientos (Figura 1), mostrando diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles de inclusion de miel del 0 y 5% (p -valor<0.05). El control mostré el rendimiento
mas bajo, esto debido a la alta pérdida de humedad y grasa durante la coccion a causa de la
temperatura elevada (Garcia et al., 2012). Johnston et al. (2005), reportaron rendimientos mayores
en “patties” de carne de res adicionada con miel de abeja Apis mellifera al 10%; de igual manera
Dawson y Mathew (2000) atribuyen rendimientos de coccidn superiores al 5% en comparacion al
control en rollos de pavo adicionados con 15% de miel. En esta investigacion, la pechuga de pollo
adicionada con miel de abeja sin aguijén alcanz6 un rendimiento de coccion del 13.59%, el efecto
observado podria ser debido a que el azlcar contenida en la miel tenga un efecto higroscopico,
mantenido la integridad de las membranas de la fibras musculares y reduciendo asi las pérdidas de

humedad (Mitsumoto et al., 1995).
95,00
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Nivel de inclusion de miel de abeja sin aguijon

Figura 1. Rendimiento por coccion de “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas
y cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Nota: Control (0%), 1%, 3% y 5%.

El pH no mostr6 diferencias significativas (p-valor<0.05) en las “patties” con los diferentes
niveles de inclusion de miel, ni durante el tiempo de almacenamiento en refrigeracion; es decir, el
pH permanecio estable durante los 12 dias de almacenamiento (Cuadro 3). Resultados

coincidentes con lo que mencionan Naveena et al. (2008a), quienes encontraron estabilidad del pH
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durante 15 dias de almacenamiento en refrigeracion en “patties” de carne de pollo adicionadas con

jugo y extracto de granada (10mg/100g de carne).

Cuadro 3. Efecto del pH en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y cocidas
con diferentes niveles de inclusién de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos de

almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

pH
Patties Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12
0 % miel 6.30+0.122 6.23+0.10° 6.29+0.06* 6.26+0.07%  6.32+0.05?
1% miel 6.32+0.112 6.24+0.10° 6.26+0.05° 6.25+0.06% 6.30+0.03%
3 % miel 6.26+£0.122 6.23+0.11* 6.25+0.03*  6.25+0.04* 6.28+0.02?
5% miel 6.26+0.15? 6.21+0.10° 6.23+0.02* 6.22+0.05* 6.25+0.02?

Letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras
diferentes dentro de una columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), método de
comparacion de medias atreves de LSD (p-valor<0.05).

La acidez en las “patties” de pechuga de pollo adicionadas con miel (Cuadro 4), mostraron un
ligero aumento durante el almacenamiento, estadisticamente significativo en el nivel de inclusion
de miel (S. mexicana) al 3 y 5% en el dia 6 y 9. De manera general se observo un aumento de
acidez en todos los tratamientos durante la coccion en comparacion con el valor de acidez de la
carne cruda (Cuadro 2). Este efecto puede ser atribuido a la adicion de la propia miel de abeja sin

aguijon (S. mexicana) al ser una caracteristica tipica de ella.

Cuadro 4. Efecto de la acidez de “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y
cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Acidez
Patties Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12
0% miel 0.48+0.05°°  0.48+0.04°  0.42+0.05°  0.51+0.12%° (0.49+0.06°°
1% miel 0.55+0.02%¢ 0.52+0.03%° 0.49+0.01°¢ 0.58+0.13* 0.56+0.11*
3% miel 0.51+0.03%° 0.58+0.08%®  0.49+0.03°° 0.64+0.092  0.55+0.092°
5% miel 0.52+0.04%° 0.59+0.10®® 0.48+0.01° 0.64+0.09*  0.59+0.10%

Letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras
diferentes dentro de una columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), comparacién de
medias atreves de LSD. (P-valor<0.05).
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El efecto de la actividad de agua en los tratamientos fue estadisticamente significativo (p-
valor<0.05) solo con nivel de inclusion de miel del 3% a los dias 3y 12 (Cuadro 5), presentando
un ligero deceso en la aw al dia 12, posiblemente por efecto de la evaporacion de agua durante el
almacenamiento. Naveena et al. (2008b) mostraron un efecto similar, presentando resultados
ligeramente menores de aw en “patties” de carne de pollo adicionadas con extracto de corteza de
granada al dia quince de 92 a 90; sin embargo, fueron menores a los reportados en este estudio.
Por otra parte, no hubo un efecto significativo en los tratamientos durante el almacenamiento en
refrigeracion. Johnston et al (2005) reportaron resultados similares a este estudio, de 0.94 a 0.96,
sin encontrar diferencia estadisticamente significativa a niveles de inclusion de miel de abeja Apis

mellifera de 0, 5, 10 y 15% durante 12 dias de almacenamiento en carne de res.

Cuadro 5. Efecto de la actividad de agua en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo
molidas y cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y
tiempos de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

aw
Patties Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12
0 % miel  0.94+0.01¢ 0.95+0.018%¢d  0.94+0.003%  0.95+0.01%C 0.95+0.01%

1% miel  0.95+0.006%°%  (0.95+0.018°d  0.96+0.0092°¢  0.96+0.00820¢de (.95+(.01bcde
3% miel 0.96+0.013¢%  (,97+0.012 0.96+0.018¢d  (0,96+0.005%°  0.94+0.01%
5% miel 0.96+0.018%°%  0.97+0.012 0.97+0.005%®  0.97+0.0072 0.96+0.006 2bcde

Letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras
diferentes dentro de una columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), método de
comparacion de medias atreves de LSD (p-valor<0.05).

Los resultados de humedad mostraron estabilidad durante el almacenamiento en refrigeracion de
cada tratamiento (Cuadro 6). El nivel de inclusion de miel de abeja sin aguijon al 5 % mantuvo el
nivel mas bajo de humedad durante los 12 dias de almacenamiento (64.60+1.61 %), mientras que
el control presento los valores mas alto (69.38+1.52%), mostrando diferencia estadisticamente
significativa entre ellos (p-valor<0.05). En general, los valores encontrados en este estudio, fueron
similares a lo reportado por Sampaio et al. (2012) de 64,6 £ 0,4 a 67,1 + 1,0% en pectoralis major
de pollo adicionado con mezcla de orégano, sabio y miel de Apis mellifera al 5y 10%, y més altos
a los reportado por Alabdulkarim et al. (2012) de 60.86 a 64 para “patties” de carne de pollo

adicionada con miel de abeja Apis mellifera al 5 y 10%, freida con aceite de maiz, asi mismo
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concuerdan con lo reportado por Antony et al. (2006), al no encontrar interaccion entre el
contenido de humedad y el almacenamiento entre muestras de carne de pavo adicionadas con miel
de abeja de Apis mellifera al 5y 15%. EL-Kalyoubi et al. (2014) mencionan que el efecto de los
carbohidratos presentes en la miel son los responsables de la humedad, por lo que mientras mas
miel se adicione a la carne, menor serd la humedad de esta ya que el azicar que contiene la miel
proporciona un efecto higroscopico, reduciendo asi la pérdida de humedad de las fibras inter e
intramusculares.

Cuadro 6. Efecto de la humedad en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y

cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Humedad
Patties Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12

0% miel 69.32+0.83%  68.91+1.00° 69.24+0.80® 69.04+1.15% 69.38+1.522
1% miel 68.77+0.84°  68.30+1.50* 68.69+1.16® 68.45+0.81®® 68.38+1.05%
3% miel 66.24+1.09% 66.32+0.7°¢  66.88+0.71°° 66.22+0.55° 66.13+0.94%
5% miel 64.97+1.67¢ 64.60+1.619 64.69+1.66° 64.88+0.80¢ 65.78+1.04%

Letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras
diferentes dentro de una columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), método de
comparacion de medias atreves de LSD (p-valor<0.05).

El efecto del color en las “patties” de pechuga de pollo molida y cocida adicionadas con miel de
abeja sin aguijon durante almacenamiento en refrigeracion mostré diferencias estadisticamente
significativas (p-valor<0.05) (Cuadro 7). La luminosidad (variable L*), aument6 ligeramente del
dia 0 al dia 12, presentando diferencias estadisticamente significativas en cada nivel de inclusion
de miel. El color hacia rojo (variable a*) presentd una disminucion estadisticamente significativa,
especialmente al dia 12 con un nivel de inclusion de miel del 5%. El color hacia amarillo (variable
b*) permanecio estable durante los 12 dias de almacenamiento en refrigeracion, conservando el
color caracteristico de la carne de pollo. El tono en las “patties” de pechuga de pollo (variable
Hue), presento un ligero incremento durante el almacenamiento y la saturacién del color (variable
Croma) disminuy0; sin embargo, en ambos casos los valores no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P-valor<0.05). Dawson y Acton (2000) encontraron que la
inclusién en un 10% de miel de Apis mellifera en forma liquida o deshidratada a pechuga de pavo

disminuy6 los valores de L*, a* y angulo Hue. La coloracién de la carne, puede atribuirse al
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proceso de coccion, donde los lipidos actian como agentes de transferencia de calor que
reaccionan con los componentes de proteinas y carbohidratos de los alimentos, desarrollando un
color marron (Sikorski, 2006). Govindarajan et al. (1997) comentan que niveles diferentes de
temperatura en la coccidn son responsables de la pigmentacion de la carne junto con el pH, la luz
y humedad relativa. Mientras que Avila et al. (2013) mencionan que el color de la carne y
productos carnicos se ven afectados por la oxidacion de los acidos grasos, reduciendo la calidad

de la carne y afectando también su sabor, olor y textura.

Por otro lado, el color de la carne y productos carnicos depende también del contenido de
mioglobina y de la proporcion de las diversas formas en que se encuentra este pigmento (Mancini
y Hunt, 2005), la coloracion de la carne podria deberse a la coccion por una alta temperatura (80°C)
que desnaturaliza completamente la mioglobina (Naveena et al., 2008a), de ahi que no se observan
diferencias en los valores del color rojizo (a*). EL-Kalyoubi et al. (2014) encontraron que la miel
de Apis mellifera imparti6 tonalidad oscura a la carne de pollo cocida, que se mantuvo durante 14
dias de almacenamiento en inclusiones del 10, 15 y 20%, aumentando la luminosidad en 3 a 4
unidades respecto al control y la amarillez en la muestra. Por otro lado, Alabdulkarim et al. (2012)
observaron una disminucion significativa (p < 0,05) en el color de las patties de carne de pollo
almacenadas durante 60 dias adicionadas con miel de abeja Apis mellifera al 5 y 10% mediante un
panel sensorial; mientras que Naveena et al. (2008a) encontraron que la “patties” de carne de pollo
adicionadas con extracto de granada se hicieron ligeramente mas oscuras, lo que podria haber
resultado en valores de L* mas bajos, mientras que la adicién de jugo de granada cambid el color
de las “patties” de carne de pollo de color palido a color grisaceo con valores instrumentales

inferiores.
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Cuadro 7. Efecto del color en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y cocidas con diferentes niveles de inclusion
de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Color en patties de carne de pollo cocida

Variables Tratamientos Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12
0 % miel 75.00+1.77¢ 77.55+0.97%¢ 77.38+0.95%¢d  77.14+0.18%cd 77.83+0.96%¢
*| 1 % miel 75.66+3.05° 77.48+0.62%¢ 78.49+0.822 78.04+1.42% 78.06+1.55%
3 % miel 75.57+0.19% 76.97+0.5420cd 77.72+1.42%¢  76.96+1.0220cd 78.39+1.432
5 % miel 76.20+1.7620¢d 76.82+2.310cd 77.13+1.4230¢d 77 74+2.17%¢ 77.61+1.17%¢
0 % miel 5.30+1.212 3.61+0.17" 3.61+0.39P« 3.74+0.70 2.85+0.60°df0
*3 1 % miel 4.57+1.95% 3.27+0.700¢% 2.75+0.26°%f0  3,06+0.76°%f0 2.75+1.12¢defg
3 % miel 3.20+0.96°4¢f 2.67+0.27¢def 2.47+0.400%f0 2 34+0.33%f0 2.03+0.65¢
5 % miel 2.53+0.54¢def 2.02+0.09¢ 1.95+0.43 2.19+0.46° 1.92+0.819
0 % miel 39.82+4.512 37.7045.33% 33.46+4.24®%  3571145.77% 35.09+3.61%
*h 1 % miel 37.3244.26% 36.48+4.52% 34.59+3.09%  33.97+2.32% 33.92+2.56%
3 % miel 36.99+3.822% 36.95+4.71% 34.42+6.75%  35.01+7.49% 33.31+9.87%
5 % miel 36.42+1.24% 33.68+1.64% 33.53+1.46%  31.49+0.77° 32.42+0.99%
0 % miel 1.43+0.02¢ 1.47+0.012bcd 1.45+0.02°¢d 1.45+0.04b< 1.48+0.0120¢
Hue 1 % miel 1.45+0.03% 1.48+0.012¢ 1.49+0.007%¢  1.48+0.0182° 1.48+0.032¢
3 % miel 1.48+0.022b¢ 1.49+0.01% 1.49+0.022 1.49+0.022 1.50+0.042
5 % miel 1.50+0.012 1.51+0.005? 1.51+0.012 1.49+0.01% 1.51+0.022
0 % miel 40.20+4.53? 37.88+5.31% 33.67+4.15%  35.34+5.65%® 35.22+3.61%
Croma 1 % miel 37.62+4.47% 36.63+4.55% 34.70+3.10°  34.12+2.37% 34.05+2.57%
3 % miel 37.14+3.80% 37.06+4.71% 34.5246.71%  35.10+7.44% 33.39+9.80%
5 % miel 36.51+1.27% 33.74+1.63% 33.60+1.42%  31.57+0.74° 32.49+1.02°

L*=luminosidad; a*= (-a=verde, + a=rojo); b*= (-b=azul, + b=amarillo); Hue= tonalidad, Croma=saturacion. En cada variable: letras
diferentes dentro de una misma fila indican diferencia estadisticamente significativa (p-valor<0.05); letras diferentes dentro de una
misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (p-valor<0.05), método de comparacion de medias atreves de LSD (p-
valor<0.05).
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El analisis de perfil de textura (TPA) en las “patties” de pechuga de pollo, mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p-valor<0.05) por efecto de la inclusion de miel de abeja sin
aguijon (S. mexicana), durante el almacenamiento (Cuadro 8). No obstante, la fuerza necesaria
para comprimir la “pattie” (dureza) no se vio afectada por ningin tratamiento durante el
almacenamiento, dado que la suavidad en las “patties” se mantuvo durante los 12 dias de
almacenamiento en refrigeracion a 4°C y no se mostro diferencias significativas en el contenido
de humedad. La deformacion de las “patties” (cohesividad) present6 diferencia significativa a los
dias 6, 9y 12 por efecto del nivel de inclusion del 3% de miel de abeja sin aguijon. Lo cual puede
ser atribuido a la gelificacion de las proteinas durante la coccion de carne de ave (Perlo et al.,
2003). En cuanto a la fuerza de adhesion (adhesividad), los resultados mostraron un considerable
descenso durante el almacenamiento en refrigeracion, especialmente a un nivel de inclusion de
miel del 5% al dia 6 de almacenamiento. Perlo et al. (2003) mencionan que la adhesion y liga de
las particulas de carne con el almacenamiento en productos reestructurados podria explicar el
efecto de adhesividad, siendo una caracteristica particular de los alimentos mecanicamente
procesados. La fuerza requerida para desintegrar la “pattie” (gomosidad) fue estadisticamente
significativa al dia 0 y 12 de almacenamiento para un nivel de inclusion de miel del 5%. Esto puede
atribuirse a que la aw no presentd diferencias estadisticamente significativas durante el
almacenamiento en este estudio. Naveena et al. (2008b) menciona que una ligera reduccion en los
valores de aw, puede causar una sequedad en el alimento disminuyendo su jugosidad. La
recuperacion de la “pattie” después de la primera oscilacion (elasticidad), mostré que solo el
control presento diferencia estadisticamente significativa en los dias 3, 6, 9 y 12, presentando los
valores mas altos en comparacion con los demas tratamientos. Por otra parte, la masticabilidad,
solo mostro diferencia estadisticamente significativa al dia O entre el 3 y 5% de inclusion de miel;
sin embargo, el 5% inclusion de miel mostro los valores mas altos, atribuyendo esto a la firmeza
adquirida por la concentracion de miel. El perfil de textura se ve influenciado por el procesado,
almacenamiento y temperatura, considerados como puntos criticos y los cambios bioguimicos que

experimentan los alimentos (Fennema, 1985).
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Cuadro 8. Efecto del TPA en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y cocidas con diferentes niveles de inclusion
de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Analisis de perfil de textura (TPA)

Variables Tratamientos Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12

0 % miel 70.53+8.002 69.26+14.452 66.36+14.572 69.64+18.45% 69.34+18.16%

Dureza (N) 1 % miel 67.93+5.112 73.64+17.792 76.93+19.382 74.31+22.192 74.73+10.62°

3 % miel 65.15+12.912 71.14+18.822 70.08+18.462 72.59+11.10° 74.42+14.892

5 % miel 72.48+11.772 85.41+12.83? 8.45+23.63% 79.40+20.022 82.71+13.222
0 % miel -0.04+0.02% -0.02+0.01% -0.03+0.02% -0.05+0.04% -0.01+0.008%

Cohesividad (N) 1 % miel -0.06+0.05% -0.04+0.05% -0.05+0.03%* -0.06+0.03%* -0.04+0.04®

3 % miel -0.02+0.01% -0.03+0.01% -0.01+0.001° -0.08+0.11° -0.01+0.012

5 % miel -0.03+0.01% -0.03+0.01% -0.02+0.01% -0.02+0.005% -0.01+0.0072
0 % miel 0.41+0.002%¢ 0.42+0.003%® 0.42+0.02% 0.24+0.17¢¢ 0.33+0.093bcde
Adhesividad (N) 1 % miel 0.43+0.01% 0.42+0.01% 0.27+0.007Pcde 0.33+0.0920cde 0.33+0.1120cde
3 % miel 0.41+0.09% 0.48+0.022 0.27+0.13bcde 0.28+0.16° 0.35+.0172bcd

5 % miel 0.45+0.03% 0.33+0.16%cde 0.19+0.10¢% 0.17+0.06° 0.24+0.08¢%¢

0 % miel 31.65+0.00%¢ 30.80+6.86" 30.99+1.85 29.87+8.06" 24.25+6.05°
Gomosidad (N) 1 % miel 30.37+3.53 29.91+7.13 28.94+5.33 32.66+11.53%¢ 33.18+5.13%¢
3 % miel 30.19+5.03 29.15+2.98 31.19+3.36" 34.37+3.28%¢ 34.41+4.50%¢

5 % miel 45.64+19.372 37.18+3.84%¢ 37.02+12.65%° 36.61+5.61%¢ 38.06+6.47%

0%miel 05606009  0.92+0.13% 0.99+0.002° 0.42%0.13° 0.39+0.28°

Elasticidad (N) 1 % miel 0.60+0.442%cd 0.91+0.13% 0.48+0.31c 0.55+0.2620% 0.74+0.26%
3 % miel 0.88+0.19%¢ 0.53+0.40° 0.51+0.26" 0.56+0.3720¢d 0.70+0.28%¢d

5 % miel 0.50+0.26° 0.44+0.28% 0.43+0.08¢ 0.39+0.06¢ 0.59+0,173cd

0 % miel 31.48+0.00% 30.76+6.87% 27.66+7.67° 29.87+8.10° 24.29+6.00°

Masticabilidad (N) 1 % miel 30.19+3.41% 29.88+7.19° 28.89+5.36" 32.62+11.42% 33.10+5.09%
3 % miel 30.17+4.99° 29.01+3.17° 31.07+3.50% 34.43+3.33% 34.29+4.53%®

5 % miel 45.46+19.432 37.12+3.98% 36.92+12.62% 36.46+5.61% 38.03+6.41%®

En cada variable: letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras diferentes dentro de una

columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), método de comparacion de medias atreves de LSD (p-valor<0.05).
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2.3.3. Oxidaciodn lipidica

El efecto de la oxidacion lipidica en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas y
cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C, mostro diferencias estadisticamente significativas (p-
valor<0.05) entre tratamientos y durante el almacenamiento (Figura 2). A partir del dia 3 y 6 de
almacenamiento todos los tratamientos presentaron valores de TBAR inferiores al control (0% de
miel). El nivel de inclusion de miel al 1%, no mostro una diferencia estadisticamente significativa
en el dia 12 comparado con el control. El nivel de inclusion de miel de abeja sin aguijon 3 'y 5%
redujeron la oxidacién lipidica de forma eficaz presentando los valores de TBAR maés bajos desde
el dia 3 de almacenamiento, mostrando diferencia estadisticamente significativa entre ellos.
Sampaio et al. (2012) reportaron una disminucion mas eficaz en oxidacion lipidica en “patties” de
carne de pollo cocidas con la adicion de 5% de miel, orégano y savia con respecto al 10 % de miel,
orégano y savia, concordando con lo reportado en este estudio con 5% de miel (S. mexicana) como
mejor tratamiento. Asimismo los resultados encontrados en este estudio también concuerdan con
lo reportado por EL-Kalyoubi et al. (2014) quienes reportaron que la inclusion de miel Apis
mellifera al 20% present6 los valores de TBAR maés bajos en rodajas de carne de pollo durante 14
dias de almacenamiento. Por otro lado Naveena et al. (2008a) mencionan que todos sus
tratamientos de antioxidantes naturales de extractos y jugos de granada (10mL /100g) disminuyen
la oxidacion lipidica de “patties” de carne de pollo con respecto al control, mismo efecto
encontrado en este estudio, mientras que Dawson y Mathew (2000) mostraron un efecto similar al
agregar miel de abeja Apis mellifera al 5, 10, 15 y 20% a rollos de pechuga de pavo cocidos, sin
embargo no observaron una diferencia significativa en niveles de inclusiéon del 15 y el 20%.
Asimismo Johnston et al. (2005) encontraron una disminucién de oxidacion lipidica en
hamburguesas de carne de res adicionado con miel Apis mellifera al 5, 10 y 15% comparadas con

el control.

La oxidacion lipidica es atribuida a la interaccion del oxigeno, la luz y la coccion como agentes
pro-oxidantes con los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) presentes en la carne durante la
refrigeracion (Ahn et al., 1993; Martinez, 2016). El dafio oxidativo es mayor en carne cocida en
almacenamiento en refrigeracion por la liberacion del hierro, hemoglobina, mioglobina, ferritina

y hemosiderina que forman quelatos con aminoacidos, nucleétidos y fosfatos causando la
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oxidacion de lipidos (Sarraga et al., 2002; Decker et al., 1993). Asimismo, la oxidacion lipidica
implica un alto pH bésico, el cual disminuye la capacidad de los metales y las proteinas del hemo
para oxidar los lipidos (Gong et al., 2010), sin embargo, esto no es aplicable en este estudio, el pH
de las patties de carne de pollo permanecié estable durante todo el almacenamiento en
refrigeracion; motivo por el cual la reduccion de oxidacion lipidica puede ser atribuida al efecto

de los compuestos antioxidantes presentes en la miel de abeja sin aguijon (S. mexicana).

2.3.4. Oxidacion proteica

La oxidacion proteica por efecto de la adicion de miel (S. mexicana) sobre las “patties” de carne
de pollo molida y cocida, mostraron pocas diferencias estadisticamente significativas (p-
valor<0.05) (Figura 2). Ningun tratamiento tuvo un efecto significativo en la formacién de
compuestos carbonilos a los 0, 3 y 6 dias de almacenamiento, ni con la inclusién del 1y 3%. Sin
embargo, la inclusion de miel de abeja sin aguijon del 5% present6 diferencias estadisticamente
significativas con la inclusion al 1 y 3% y el control, observdndose mayor efecto al dia 9 y 12.
Estos resultados pueden atribuirse al contenido alto en actividad del agua encontrada en este
estudio de (0.96). Liu et al. (2010) menciona que el agua puede haber facilitado la exposicion de
proteinas de carne, la movilidad de los pro-oxidantes y por tanto la carbonilacion de aminoacidos
alcalinos. Estévez y Cava (2004) mencionan que el almacenamiento en refrigeracion conduce a
una mayor carbonilacion de proteinas por la relacion con grado de oxidacion lipidica y el aumento
del hierro; no obstante, Stadtman y Levine (2000) mencionan que la concentracion intracelular de
hierro también determina la produccidn de especies reactivas de oxigeno (EROs) y la carbonilacion
de proteinas. En este sentido, cualquier factor que ocasione estrés oxidativo como disminucion de
los sistemas antioxidantes de defensa, aumento en la susceptibilidad de las proteinas para ser
oxidadas o el salado de los productos carnicos, puede causar oxidacion proteica por carbonilacion
de proteinas (Estévez, 2011; Dukan et al., 2000).

La pérdida de la actividad catalitica, las modificaciones en aminoacidos, la formacion de grupos
carbonilo, las alteraciones de estabilidad térmica, el cambio en la viscosidad, la fragmentacion, la
formacion de enlaces covalentes, la formacion de puentes disulfuro y la susceptibilidad a
proteolisis son las principales alteraciones que sufren las proteinas ante la oxidacion (Cabiscol et
al., 2000).
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mg MDA / kg de carne cocida

La oxidacion de proteinas ocurre principalmente por mecanismos tales como la carbonilacion, la

ruptura de enlaces peptidicos, la nitracion y la formacion de enlaces proteina-proteina (Diaz y

Hernandez, 2006). La miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) posee capacidad antioxidante por

accion de sus compuestos polifendlicos capaces de captar radicales libres formados durante los

mecanismos de oxidacion. La capacidad antioxidante de la miel de abeja incrementa por efectos

de temperaturas controladas (70-90°C), considerando un incremento de la capacidad antioxidante

por efectos de coccion de carne (Turkmen et al., 2006).
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Figura 2. Evolucion de la oxidacion lipidica (A) y proteica (B) en “patties” de pechuga (Pectoralis
major) de pollo molidas y cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon
(S. mexicana) (0, 1, 3, 5%) y tiempos de almacenamiento en refrigeracion a 4°C (0, 3, 6, 9, 12).

De manera general, la miel mostr6 una alta capacidad antioxidante en “patties” de carne de pollo

cocida y almacenada en refrigeracion.

2.4. Conclusion

La inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) a 3 y 5% retraso significativamente la

oxidacion de lipidos y proteinas durante el almacenamiento en refrigeracion en carne de pechuga

(Pectoralis major) de pollo molida y cocida a los 6, 9y 12 dias, haciéndose mas efectivo a un nivel

de inclusién del 5 %.

A mayor nivel de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana), se mejoré el rendimiento

por coccion y se mantuvo estable el pH en las “patties” de pechuga de pollo molidas y cocidas
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almacenadas en refrigeracion. El amarillo caracteristico de la carne de pollo se mostro ligeramente

brillante sin efectos de pardeamiento por accion de la inclusion de miel.

La miel de abeja sin aguijon (S. mexicana), no interfiere en el perfil de textura, principalmente en
la dureza de la carne, por lo que se mantiene la suavidad de las “patties” de pechuga de pollo

molidas y cocidas almacenadas en refrigeracion durante los 12 dias de almacenamiento.

Se considera que la miel de abeja sin aguijon (S. mexicana), puede presentarse como producto
funcional natural en alternativa para la sustitucion de antioxidantes sintéticos en productos

carnicos, especificamente en “patties”.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

Conclusiones

La miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) posee mayor capacidad antioxidante que las mieles de
abeja Apis mellifera, asi como un pH bajo considerable caracteristico de las mieles de abejas sin
aguijon.

La adicion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) no afecta la suavidad, la acidez ni la aw de

las “patties” de carne de pollo molida y cocida durante el almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

La adicion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) disminuye significativamente la oxidacion
lipidica y proteica de las “patties” de carne de pollo molida y cocida considerandose como un

producto natural funcional con propiedades en la estabilidad oxidativa de la carne de pollo.

Recomendaciones

Se recomienda evaluar la correlacion entre oxidacion lipidica y proteica para impulsar estudios

sobre oxidacién proteica como tema nuevo de analisis.

Realizar una mezcla de ingredientes propios de hamburguesa con miel de abeja sin aguijon (S.

mexicana) para realizar estudios sensoriales.

Incrementar la adicion de antioxidantes naturales en los productos terminados en beneficio de la

nutricion y salud.

7. ANEXOS
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ANEXO 1. Produccion nacional de carne de pollo en el 2014.

Produccion de carne de pollo 2014

Estado *Produccion (t) **Precio por Kg  Estado *Produccion (t) **Precio por Kg
Aguascalientes 373,466 19.04 | Morelos 65,611 17.30
Baja California 1,394 20.24 | Nayarit 39,160 21.82
Baja California Sur 778 27.97 | Nuevo Ledn 112,040 19.29
Campeche 26,494 16.75 | Oaxaca 15,441 22.89
Coahuila 124,735 20.45 | Puebla 203,677 20.67
Colima 13,188 20.83 | Querétaro 319,118 21.45
Chiapas 184,206 21.06 | Quintana Roo 4,885 25.28
Chihuahua 3,486 19.31 | San Luis Potosi 95,317 19.44
Distrito Federal 71 26.97 | Sinaloa 160,134 24.87
Durango 369,364 20.82 | Sonora 36,910 12.72
Guanajuato 203,617 21.97 | Tabasco 26,792 24.33
Guerrero 14,266 24.25 | Tamaulipas 576 17.72
Hidalgo 76,109 21.26 | Tlaxcala 926 21.22
Jalisco 411,455 24.30 | Veracruz 355,050 25.78
Meéxico 126,547 18.59 | Yucatan 152,011 23.58
Michoacéan 66,230 17.30 | Zacatecas 4,308 19.45
Sub-total de 1,995,406 Sub-total de 1,591,956
produccion produccion
nacional nacional
Total de produccion nacional 2014 3,587,362

*Produccion en toneladas por estado. Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), 2016.

** Costo en pesos mexicanos por kilogramo de carne de pollo en cada estado. Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera

(SIAP), 2016
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ANEXO 2. Anexos del capitulo |

A 2.1. Evidencias fotogréficas

pr
" e

3

Cosecha de miel de abeja sin aguijon (Scaptotrigona mexicana).

Extraccion A, filtrado B y almacenamiento C. Fuente: Propiedad del autor.

ANEXO 3. Anexos del capitulo 11
A 3.1. Disefio experimental
El disefio experimental utilizado en esta investigacion fue un disefio completamente al azar con 3
repeticiones y un arreglo factorial 4x5 de los tratamientos, siendo el factor A, el nivel de inclusion
de miel con 4 niveles (0 % de miel, 1 % de miel, 3 % de miel y 5 % de miel) y el factor B, el
tiempo de almacenamiento con 5 niveles (0, 3, 6, 9 y 12 dias). El analisis estadistico se realizd
utilizando el procedimiento GLM de SAS version 9.4 (2012). Para la comparacion de medias se
utilizé la prueba LSD.

Yijk = W+ Ai + Bj+ (A*B) ij + &ij

Doénde:

Yijk: variable respuesta de la k-ésima observacion al i-ésimo nivel del factor A (Concentracion de
miel) y j-ésimo nivel del factor B (Tiempo de almacenamiento).

|: media global.
Ai: el efecto fijo que produce el i-ésimo nivel del factor A.
B;: el efecto fijo que produce el j-ésimo nivel del factor B.

(A*B) jj: el efecto adicional de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j ésimo nivel del
factor B, y la i-ésima repeticion.

&ijk: es el error experimental con &~ N (0, o%).

Variables de respuesta: oxidacion lipidica y oxidacion proteica.
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A 3.2. Elaboracion de las “patties” de carne de pollo molida. Fuente: propiedad del autor.

A 3.3. Congelacion con nitrégeno liquido y empacado al vacio de las “patties” de carne de pollo

molida y cocida. Fuente: propiedad del autor.

A 3.4. Andlisis de perfil de textura (2 oscilaciones a una velocidad de (60 mm / min).Fuente:

propiedad del autor.

>

101



A 3.5. Efecto de la oxidacion lipidica en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas
y cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Oxidacion lipidica (mg MDA/Kg carne cocida)
Patties Tiempo de almacenamiento (dias)
0 3 6 9 12

0% miel  0.25+0.01) 0.74+0.02¢9 1.74+0.08° 2.30+0.08"  2.44+0.10°

1% miel  0.18+0.01 0.61+0.0"  1.29+0.06° 1.65+0.10° 2.28+0.16°

3 % miel 0.3740.02" 0.64+0.03%" 0.73+0.04%" 1.24+0.09  1.68+0.06°

5% miel  0.49+0.02' 0.92+0.05"  1.07+0.06° 0.91+0.04"  1.08+0.04°
Letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras
diferentes dentro de una columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), método de
comparacion de medias atreves de LSD (p-valor<0.05).

A 3.6. Efecto de la oxidacion proteica en “patties” de pechuga (Pectoralis major) de pollo molidas
y cocidas con diferentes niveles de inclusion de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y tiempos
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Oxidacion proteica (hm carbonilos /mg de proteina)

Trat. Tiempo de almacenamiento (dias)

0 3 6 9 12

0% miel 2.87+0.21Y  3.03+0.20"  3.31+0.31" 5.00+0.26°¢  6.01+0.13?

1% miel 3.20+£0.21"  3.24+0.26")  4.50+0.20°% 4.48+0.16°% 5.42+0.30%

3% miel 3.07£0.10"1  4.11+0.23%  4.34+0.35%" 4.64+0.30°®  5.11+0.23"

5% miel 2.50+0.03'  3.61+0.16M™"  3.51+0.269" 3.69+0.34™"  3.68+0.27"
Letras diferentes dentro de una fila son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05); letras
diferentes dentro de una columna son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), método de
comparacion de medias atreves de LSD (p-valor<0.05).
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