Escuela Agricola Panamericana, Zamorano
Departamento de Agroindustria Alimentaria

Ingenieria en Agroindustria Alimentaria

ZAMORANO

Proyecto Especial de Graduacidn
Efecto de la pasteurizacidon en propiedades quimicas, microbioldgicas y

sensoriales de la miel de abeja melipona (Tetragonisca angustula)

Estudiante
Yoselin Lisbeth Aguilar Piedra
Asesoras
Carolina Valladares, M.Sc.

Mayra Marquez Gonzalez, Ph.D.

Honduras, noviembre 2021



Autoridades

TANYA MULLER GARCIA

Rectora

ANA M. MAIER ACOSTA

Vicepresidenta y Decana Académica

ADELA M. ACOSTA MARCHETTI

Directora Departamento de Agroindustria Alimentaria

HUGO ZAVALA MEMBRENO

Secretario General



Contenido
INAICE @ CUAAIOS. .. ..vuieieiecvereteiiceetete ettt bbbttt s st be bbb s st ae b e bbb sebeses s s anas 4
F3e LTot=Ne LY {8 - PR 5
INAICE 0B ANEXOS ..veveveieiececveteteeteie ettt ettt b s a et bbb s st b b e bbb s sste s s e s s sasasaebes s s s anas 6
RESUMIBIN et e et e e e e s e r et e e e e s s e s ar e e e e e s e s e s nnrnee 7
Y o1 - Tot T PPV PUTOPPRTOUPRTI 8
INEFOTUCCION ...ttt ettt e s bt e st e s bt e e s a b e e s beeesabeesabeeebteesabeeesabeesabeesabeeesaneeennnes 9
Y YL 1 TRV Y 1= o o [0 L3RS 13
T U1 = Yo Lo TRV A D Yol U ] o 1RSSR 18
CONCIUSIONES ...ttt sttt ettt b e s bt e s bt e s at e et e et e e be e e bt e saeesatesabe e bt e be e beenbeesaeesneeentean 28
RECOMENAACIONES ...ttt ettt ettt sttt et e bt e s bt e sate st e et e e bt e beesaeesateeateenbeesbeesaeesanenas 29
RO @I EINCIAS. ¢ ettt ettt b e h e ettt e e bt e bt e s bt e sat e e bt e bt e bt e bt e sbe e she e e ateeteenbeesaeesaneeas 30



indice de Cuadros
Cuadro 1 Pardmetros microbioldgicos de la miel abeja Apis mellifera.........ccceeevvvveecvveeeciiieee 17
Cuadro 2 Descripcidon de los tratamientos de miel de abeja melipona Tetragonisca angustula.......... 17

Cuadro 3 Resultados de analisis quimicos. valor de pH de T. angustula después de la pasteurizacion

Cuadro 5 Resultado de analisis quimicos: Grados brix de la miel de T. angustula después de la
(O I LT 4= ol o] o USSR 21
Cuadro 6 Resultado de andlisis microbioldgicos: Recuento de coliformes totales en la miel
pasteurizada de abeja melipona T. aNUSTUIA. ......ccccviiiieeiiiee et e e e e stae e 22
Cuadro 7 Resultado de andlisis microbioldgicos. Recuento de bacterias mesdfilas aerobias en la miel
pasteurizada de abeja melipona T. aNgUSTUIA. ......ccccviiiieciiiee ettt e et e e e taea e 23
Cuadro 8 Resultados de andlisis microbioldgicos. Recuento de hongos y levaduras en la miel
pasteurizada de abeja melipona T. aNGUSTUIA. ....cceveviieieciiieeecee ettt e e esteea e 24
Cuadro 9 Resultado de andlisis sensorial: Aceptacién de la apariencia y color de la miel pasteurizada
Lo LI Y oY= U1y (U - TS 26
Cuadro 10 Resultado de analisis sensorial: Aceptaciéon general, sabor y dulzura de la miel de T.

ANGUSLUIA PASTEUNIZAA ... .eeeeeeieee ettt e e e et e e e e e e e ettt s e e e e e eessassssaaaaeesaasanes 27



indice de Figura

Figura 1 Metodologia usada para el analisis microbioldgico



indice de Anexos
Anexo A Probabilidades estadisticas de los andlisis quimicos y microbiolégicos.........ccccceveeeeiiieeennns 39
Anexo B Correlaciéon entre atributos sensoriales después de la pasteurizacion de la miel. ................ 40
Anexo C Correlacidon entre atributos sensoriales con aceptacién general después de la pasteurizacion
(o L= I 0 1= PSPPI 41

Anexo D Formato hoja de evaluacion SENSOrial.......ccuiiiieiiiiiiiiee et 38



Resumen

La miel de Tetragonisca angustula, es un alimento natural que por la manipulacién durante la cosecha
y por su alto contenido de humedad puede requerir del uso de tratamientos térmicos que aseguren
suinocuidad y le permitan mayor vida anaquel. La pasteurizacion es utilizada en miel de otras especies
de abejas, pero puede provocar cambios en las propiedades sensoriales y nutricionales disminuyendo
la aceptacién de la miel. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del tipo de pasteurizacién en
las propiedades quimicas, microbioldgicas y sensoriales de la miel de abeja (T. angustula). Se utilizd
un disefio de Bloques Completos al Azar (BCA), con tres repeticiones y tres tratamientos: LTLT (60 + 2
°C por 30 minutos), HTST (80 + 2 °C por 90 segundos) y miel sin calentar. A cada unidad experimental
se le realizé analisis quimicos (pH, Aw, °brix), analisis microbiolédgicos (coliformes totales, mesoéfilos
aerobios, hongos y levaduras) y analisis sensorial afectivo mediante la prueba de aceptacion (atributos
de apariencia, color, sabor, dulzura, consistencia y aceptacién general). Se concluyé que la
pasteurizacion mantuvo el pH y Aw de la miel sin calentar, pero ambos tratamientos aumentaron el
valor de solidos solubles. Ambos tratamientos disminuyeron los conteos de coliformes totales, hongos
y levaduras, pero no tuvieron efecto sobre los recuentos de mesdfilos aerobios. Ambos tratamientos
de pasteurizacion aumentaron la aceptacién del color y apariencia, pero mantuvieron la aceptacion
de sabor, dulzura y aceptacion general de la miel sin calentar. Se recomienda realizar analisis
fisicoquimicos descritos en la norma salvadoreiia NSO 67.19.01:08.

Palabras clave: Apariencia, coliformes, hongos, levaduras, meséfilos.



Abstract

Honey from Tetragonisca angustula is a natural food that due to handling during harvesting and its
high moisture content may require the use of heat treatments to ensure its safety and allow it to have
a longer shelf life. Pasteurization is used in honey from other bee species, but it can cause changes in
the sensory and nutritional properties, decreasing the acceptance of honey. The objective of this study
was to evaluate the effect of the type of pasteurization on chemical, microbiological and sensory
properties of bee honey (T. angustula). A Randomized Complete Block (RCB) design was used, with
three replicates and three treatments: LTLT (60 + 2 °C for 30 minutes), HTST (80 + 2 °C for 90 seconds)
and unheated honey. Each experimental unit underwent chemical analysis (pH, Aw, °brix),
microbiological analysis (total coliforms, aerobic mesophiles, fungi and yeasts) and affective sensory
analysis by means of the acceptance test (attributes of appearance, color, flavor, sweetness,
consistency and general acceptance). It was concluded that pasteurization maintained the pH and Aw
of unheated honey, but both treatments increased the soluble solids value. Both treatments
decreased total coliform, fungal and yeast counts, but had no effect on aerobic mesophilic counts.
Both pasteurization treatments increased the acceptability of color and appearance but maintained
the acceptability of flavor, sweetness, and overall acceptability of unheated honey. It is recommended
to perform physicochemical analyses as described in the Salvadoran standard NSO 67.19.01:08.

Key words: Appearance, coliforms, fungi, mesophiles, yeasts.



Introduccién

La miel es fabricada a partir de néctar de las plantas que las abejas obreras recogen,
transforman, combinan con sustancias propias que deshidratan, almacenan, maduran y afiejan (CXS
12 1981) (CODEX 1981). Posteriormente, es cosechada por el hombre para su consumo junto con otros
alimentos o para la preparacion de medicamentos (Meo et al. 2017). La miel es un alimento que se ha
consumido desde la antigliedad siendo asi que el hombre domina el arte de criar y manejar distintas
especies de abejas para beneficio de poblaciones humanas. Notablemente, la abeja mas estudiada
por el volumen de miel que llegan a producir es la Apis mellifera, sin embargo, existen otras especies
de abejas, que se caracterizan por la ausencia de aguijén y son ejemplo de ello las abejas meliponas
(Crane y Kirk Visscher 2009).

La meliponicultura, es la crianza y manejo de abejas sin aguijon, practica que data desde las
culturas prehispanicas avanzadas de Mesoamérica (Gonzalez Acereto 2012). Dentro de la variedad de
abejas sin aguijon la Tetragonisca angustula es una especie de abeja melipona que destaca por su
adaptabilidad y capacidad de almacenar miel en sus colmenas (Correa Mosquera 2015). La miel de T.
angustula es compuesta mayormente por azucares (fructosa y glucosa), agua y ceniza (Fuenmayor et
al. 2012) y es utilizada como tratamiento para cataratas oculares, carnosidad, conjuntivitis, tlceras
oculares y dérmicas entre otros (Huicochea Gémez 2011).

La miel de T. angustula al igual que la miel de otras especies de abejas, al momento de ser
cosechada, puede ser contaminada por el viento, insectos y/o una manipulaciéon poco higiénica
durante la extraccion y procesado. A pesar de tener pH acido que podria fungir como barrera
microbioldgica se ha encontrado que la alta humedad de esta miel favorece al deterioro, por lo que
afecta su inocuidad y limita su comercializacién (Zarei et al. 2019).

Entre los microorganismos que han sido aislados de la miel de abeja encontramos los del
género de hongos como Penicillium, Mucor, Saccharomyces, Schizosaccharomyces y Torula (Migdat et

al. 2000). También se han encontrado bacterias formadoras de esporas como Bacillus cereus y
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Clostridium spp., que pueden llegar a provocar importantes enfermedades en los seres humanos,
especialmente bacterias como Clostridium botulinum (Vorst et al. 2006). Los reportes de
microorganismos de este tipo en la miel pudieron estar relacionados con la contaminacion cruzada
por la manipulacién durante la cosecha o el procesamiento (Grabowski y Klein 2017).

Pucciarelli et al. (2014) indicaron que la mieles de abejas no son un medio propio para el
desarrollo de bacterias como Escherichia coli , Staphylococcus , Enterococcus o Salmonella y lo
atribuye al contenido de perdxido, al pH bajo, al contenido de acidos fendlicos/flavonoides vy a la
osmolaridad de la miel (Almasaudi 2021). La Escherichia coli pertenece al grupo de coliformes totales
y junto con Salmonella son indicadores de calidad e inocuidad en la miel establecidas por la norma
salvadorefia NSO 67.19.01:08 (CONACYT 2008). La presencia de estos microorganismos en la miel
suelen ser indicativo de contaminacion fecal, malas condiciones higiénicas o existencia de patdgenos
entéricos (Ekici y Dimen 2019).

Actualmente, no existen estandares en cuanto a métodos de conservacion para miel de abeja
gue aseguren la disminucion de la carga microbiana a niveles que permitan el consumo seguro sin
alterar significativamente las caracteristicas sensoriales de la miel de meliponas. Actualmente existen
formas de acondicionamiento para la miel de A. mellifera como la deshidratacidn y pasteurizacion
(CONICET 2018) pero todavia hace falta profundizar los estudios y diversificarlos para tratar mieles de
diferentes caracteristicas fisicoquimicas. Al profundizar en estos estudios se permitiria que los
pequeiios meliponicultores puedan aplicar tratamientos que alarguen la vida anaquel de la miel y en
este sentido, la pasteurizacion por medio del bafio Maria podria presentarse como una solucion
practica.

La pasteurizacién es un método de conservacion térmico relativamente leve que consiste en
calentar el alimento por debajo de los 100 °C para luego bajar inmediatamente la temperatura
causando un choque térmico (Badui Dergal 2006). En la mediana y grande industria, la pasteurizacion

generalmente se aplica utilizando intercambiadores de calor o directamente en su envase (Pérez
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Reyes y Sosa Morales 2013) pero a pequeia escala, se realiza mediante uso del bafio maria
sumergiendo envases con el alimento en agua caliente (OSU 2014). La pasteurizacién provoca
destruccién de microorganismos patégenos y controla la actividad enzimatica causando
modificaciones minimas en la composicién nutritiva y organoléptica del alimento.

Segun Aguilar Morales (2012), existen dos grupos marcados de métodos de pasteurizacion,
uno usando altas temperaturas (75 — 90 °C) en tiempos cortos, durante unos minutos llamado “High
Temperature Short Time” (HTST por sus siglas en inglés). Con el segundo método usan bajas
temperaturas (+ 62 °C) en tiempos prolongados, durante 20 a 30 minutos, llamado “Low Temperature
Long Time” (LTLT por sus siglas en inglés). La pasteurizacién de la miel de Apis mellifera podria retrasar
la fermentacion permitiendo que esta mantenga sus propiedades fisicoquimicas y sensoriales por
mayor tiempo pues por efecto de calor se inactivan enzimas y se reduce la carga de microorganismos
como mohos y levaduras (Visquert Fas 2015).

En miel de melipona, la fermentacidn ocurre por su alto contenido de agua lo que permite el
deterioro de las caracteristicas organolépticas ya que las bacterias o levaduras convierten los
carbohidratos en 4acidos, gas o alcohol reduciendo su vida anaquel (Clayton et al. 2012). La
pasteurizacion de la miel de A. mellifera no afecta la calidad de la miel, aunque aplicarla de manera
inadecuada puede disminuir el aroma, producir pérdida de sabores, aumentar el hidroximetilfurfural
(HMF) oscureciendo la miel (AGA 2014; Visquert Fas 2015) y disminuyendo la calidad percibida por el
consumidor (Martinez Peralta 2018).

El HMF es un alterante que se forma en la miel por la deshidratacién térmica directa de
fructosa, sacarosa y en menor grado glucosa, que se acelera significativamente en condiciones acidas
(Gokmen y Morales 2013). El HMF es un parametro de frescura de la miel y su presencia produce un
oscurecimiento el cual aumenta con la aplicacién de tratamientos térmicos (Bicudo et al. 2020). Segun
la norma salvadoreia NSO 67.19.01:08 (CONACYT 2008) el limite de HMF en miel de Apis mellifera es

de 40 u 80 mg/kg en zonas tropicales (CODEX 1981).
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La miel de T. angustula y las mieles de otras especies de abejas meliponas, no cuentan con
una normativa que indique los pardmetros fisicoquimicos ni microbiolégicos que permitirian valorar
la calidad de esta miel. Para este estudio, los resultados quimicos y microbioldgicos tomaron como
base los parametros establecidos en la norma salvadorefia NSO 67.19.01:08 para plantas
exportadoras de miel de abeja melifera (CONACYT 2008). En este estudio no se evalué el efecto de la
pasteurizacion en la calidad nutricional de la miel, tampoco se realizaron los andlisis de
hidroximetilfulfural (HMF), azucares reductores, sacarosa aparente, sélidos insolubles, Salmonella,
acidez libre, entre otros. Los objetivos de este estudio fueron evaluar el efecto de la pasteurizacién en
las propiedades quimicas en la miel de abeja T. angustula, determinar el efecto de la pasteurizacion
en la microbiologia de la miel de abeja T. angustula y establecer el efecto de la pasteurizacion en la

aceptacion de la miel de abeja T. angustula.
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Materiales y Métodos

Localizacién del Estudio

El estudio se realizd en las instalaciones de la Escuela Agricola Panamericana situada en el
valle del rio Yeglare, ubicado a 30 km al este de Tegucigalpa, Francisco Morazan, Honduras. Los
tratamientos térmicos se realizaron en la Planta Apicola, los andlisis quimicos en el Laboratorio de
Analisis de Alimentos de Zamorano (LAAZ) y los analisis microbioldgicos en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LMAZ). Finalmente, los andlisis sensoriales se realizaron en
el laboratorio de analisis sensorial de la Planta de Innovacién de Alimentos (PIA) del Departamento de
Agroindustria Alimentaria.
Materia Prima

Las muestras de miel de abejas meliponas Tetragonisca angustula fueron cosechadas de las
colmenas de Zamorano en el Valle de Yeglare en el afio 2021. La miel era de origen multifloral y
posiblemente las abejas colectaron el néctar de la floracién de arboles de mango (Mangifera indica)
y Guayacan (Tabebuia chrysantha).
Procedimiento de la Pasteurizacion de la Miel

El proyecto consistié en la aplicacién de dos tratamientos térmicos de pasteurizacion y una
muestra de miel sin tratamiento térmico que funcioné como control. Los tratamientos térmicos que
se aplicaron fueron: baja temperatura largo tiempo o LTLT (60 + 2 °C durante 30 min) (SENASICA Y
CGG 2015) y alta temperatura corto tiempo o HTST (80 + 2 °C durante 90 segundos) (Tosi et al. 2004).
Se realizé un bano maria, es decir que se sumergieron cada frasco de cristal con 150 g de miel en agua
caliente a 70 °C para el LTLT y a 90 °C en el HTST, hasta que alcanzaron las temperaturas requeridas y
se monitoreo la temperatura del centro del frasco utilizando un termémetro digital. Se toma el tiempo
de pasteurizacidn a partir de que la miel del centro del envase alcanzo la temperatura requerida para

cada tratamiento vy finalizado el tratamiento de pasteurizacidn, cada envase fue sumergido en una
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bandeja con agua a temperatura ambiente (27 °C) hasta que independiente del tiempo, la miel alcanzé
30 °C.

Analisis Quimicos

Potencial De Hidrégeno (pH)

Se utilizd el método de la AOAC 962. 19 con el potencidmetro “Large Display pH pen” de la
Planta Apicola, el cual fue previamente calibrado con las soluciones buffer de 4, 7 y 10. Se realizaron
tres repeticiones tomando un dato por cada tratamiento en cada repeticidn.

Actividad De Agua (Aw)

Se midid la actividad de agua (Aw) con el método AOAC 978.18, utilizando el Aqualab®,
modelo 3 TE que se encuentra en el laboratorio de analisis de alimentos de Zamorano (LAAZ). Este
equipo funciona midiendo la condensacidn de vapor sobre un espejo frio utilizando una escalade 0 a
1 con una temperatura aproximada de 25 °C. Se realizaron tres repeticiones tomando un dato por
cada tratamiento por repeticion.

Solidos Solubles (°Brix)

Para determinar los grados Brix de los tratamientos se siguié el método AOAC 983.17
utilizando un Pocket Digital Refractometer, modelo PAL 225. Se limpid el lente entre muestra evaluada
y se realizaron tres repeticiones tomandose un dato por cada tratamiento por cada repeticion.
Analisis Sensorial
Andlisis Sensorial Afectivo Con Prueba De Aceptacion

Se contd con la presencia de 20 panelistas no entrenados en cada repeticion y la prueba se
baso en la evaluacion de los atributos de apariencia, color, dulzura, viscosidad, acidez y aceptacion
general de la miel. Los panelistas evaluaron las muestras utilizando una escala heddnica de nueve
puntos, donde uno correspondia a “me disgusta extremadamente” y nueve a “me gusta

extremadamente” (Anexo A).
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Anadlisis Microbioldgicos

Para cada analisis se usaron 10 gramos de muestra por tratamiento y se disolvieron en 90 mL
de buffer de fosfato siendo esta la primera dilucion (10%) y se homogeneizé posteriormente utilizando
el equipo “Stomacher SEWARD 400 circulator”. Luego se realizé otra dilucién en un tubo agregando 1
ml de la dilucién 10 més 9 mL de buffer fosfato para obtener la segunda dilucion (102). Se inoculd
usando la técnica de vaciado en placa 1 mL de la diluciédn 10! en el anélisis de coliformes totales,
hongos y levaduras y de las diluciones 10'y 10% para meséfilos aerobios. Se incubd en su respectivo
agar por el tiempo determinado para los microorganismos de interés (Figura 1). Los resultados fueron
transformados a logaritmos para facilitar su analisis. Se realizaron tres repeticiones por cada
tratamiento tomandose un dato por cada repeticién.
Figural

Metodologia usada para el andlisis microbioldgico.

1 mL
9 mL buffer
e
’

\ .
/’; I -\\-
10 mL de muestra + 90 mL Buffer l

Dil 1/100 p

Nota. Adaptado de Cocdn Marroquin (2020)

Mesofilos Aerobios
Se utilizé como medio de cultivo Agar Cuenta Estandar (ACE) realizando la técnica de vaciado

en placa (Maturin y Peeler 1995). Se realizaron dos diluciones (10?) inoculando un plato Petri con cada
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diluciéon y se mantuvo en la incubadora (ThermoScientific 6850) durante 48 horas a una temperatura
de 35 £ 1 °Cy finalmente se realizd el conteo. Los resultados se expresaron en Log UFC/g.
Hongos y Levaduras

Para este analisis se utilizd Agar Diclordn Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Tournas et al.
1995) con el método de vertido en placa. Se sembré 1 mL de la primera dilucidn (10) en un plato Petri
y se llevaron las muestras a la incubadora (ThermoScientific 6850) a 25 °C + 1 por 5 dias. Los resultados
se expresaron en Log UFC/g.
Coliformes Totales

Se utilizo Agar Bilis Rojo Violeta (VRBA) como medio de cultivo (Feng et al. 1995) y se sembro
con el método de vertido en placa. Se inoculd un plato petri con 1 mL de la dilucién 10! a la que se le
afadieron aproximadamente 15 mL de VRBA, después de que el agar solidific6, se anadio
aproximadamente 5 mL mas. Por ultimo, se incubd a 35 + 1 °C durante 24 horas en la incubadora
“ThermoScientific 6850”. Para el recuento se utilizé un contador de colonias y los resultados se
expresaron en Log/UFC.

Los resultados microbioldgicos se compararon con los pardmetros establecidos en la norma
salvadorefia NSO 67.19.01:08 para plantas exportadoras de miel de abeja (Cuadro 1) ya que no existe

una reglamentacion para la miel de T. angustula.
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Cuadro 1

Pardmetros microbioldgicos de la miel abeja Apis mellifera.

Pardmetro Maximo permisible
Mesofilos aerobios 1 x 10*UFC/g
Hongos y levaduras 1 x 102 UFC/g
Coliformes totales Ausencia

Nota. Tomado de CONACYT (2008)

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

Se usé un disefio de Bloques Completos al Azar (BCA) con tres tratamientos (Cuadro 2) y tres
repeticiones para cada uno, obteniendose un total de nueve unidades experimentales. Para realizar
el analisis estadistico se utilizd el programa SAS® 9.4 “Statistical Analysis System” a través de un
analisis de varianza y una separacién de medias Duncan para identificar las diferencias entre
tratamientos con una probabilidad (P < 0.05).
Cuadro 2

Descripcidn de los tratamientos de miel de abeja melipona Tetragonisca angustula.

Tratamiento Descripcién
T1 LTLT 60 £ 2 °C /30 minutos
T2 HTST 80 + 2 °C /30 segundos

T3 Miel sin recibir tratamiento térmico (control)
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Resultados y Discusion
Analisis Quimicos
Potencial de Hidrégeno (pH)

En el Cuadro 3 se puede observar que la valoracién de pH independientemente del
tratamiento térmico fue estadisticamente igual entre tratamientos (P = 0.05) (Anexo A). Estos
resultados coinciden con los de Lagos Gomez (2020), quien sometié la miel de T. angustula a un
tratamiento térmico a 72 °C durante dos minutos concluyendo que la variabilidad del pH no depende
del tratamiento térmico sino del origen botdanico. La ausencia de variabilidad se pudo relacionar con
el origen floral del néctar ya que las colmenas se encuentran en la misma zona y durante la cosecha
de néctar predominé la floraciéon de mango y guayacan.

Cuadro 3

Resultados de andlisis quimicos: valor de pH de miel de T. angustula después de la pasteurizacion.

Tratamiento Media + D.E.
LTLT 60 + 2 °C /30 minutos 470+£0.17°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 4.67+0.25°
Control 467 £0.15°
C.V. (%) 1.88

Nota. ® Medias seguidas de igual letra no son estadisticamente diferentes (P > 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacion. D.E. = Desviacion

Estandar.

Estudios con miel de abeja T. angustula indican el pH de esta miel oscila entre 3.26 — 7.4
(Anacleto et al. 2009; Vit et al. 2016) con un pH promedio de 4.2 + 0.3 (Fuenmayor et al. 2012). El pH
de la miel se relaciona con los minerales, acidos orgdnicos y sustancias nitrogenadas que la componen
y depende en gran medida del origen botanico del néctar a partir del cual las abejas la producen
(Darddn y Enriquez 2008). Los acidos organicos son sustancias que son capaces de donar iones de
hidrégeno a otra sustancia disminuyendo el pH (Boyd 2020), el principal acido organico en la miel es
el glucénico, el cual resulta de la actividad de la enzima glucosa oxidasa (Ulloa et al. 2010).

El tipo de microorganismos que se desarrollan en alimentos con este rango de pH son hongos

y levaduras (Carrizo Villoldo et al. 2020). Los hongos comuUnmente presentes son Cladosporium,
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Penicillium o Alternaria y con menos frecuencia los hongos del géneros Mucor, Aureobasidium,
Acremonium, Botrytis, Stachybotrysy Paecylomyces (Ki$ et al. 2018; Kis et al. 2019). En cuanto a
levaduras las mas comunes son Candida parapsilosis, Zygosaccharomyces baili, Zygosaccharomyces
mellis, Zygosaccharomyces rouxii, Tausonia pullulans, Lachancea thermotolerans, Lachancea
fermentati, Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae (Carrizo Villoldo et al. 2020). En el
rango de pH de esta miel también podriamos encontrar bacterias acido lacticas provenientes de la
microbiota intestinal de las abejas (Fernandez Roblero et al. 2019).

Actividad de Agua (Aw)

El Cuadro 4 muestra que los valores de Aw entre tratamientos no fueron estadisticamente
diferentes (P = 0.05) (Anexo B). Los resultados coinciden con los de Ribeiro et al. (2018), quienes
sometieron la miel de Melipona fasciculata a 65 °C durante 30 minutos y tampoco encontraron
cambios significativos en este valor. Actividad de agua en ocasiones denominada agua libre o
disponible, se refiere la proporcion de agua disponible para reacciones bioldgicas o quimicas
(Fernandez 2011). En el caso de la miel, Chirife et al. (2006) encontraron que la Aw es principalmente
determinada por las concentraciones de fructosa y glucosa que son mas abundantes en la miel. Las
moléculas de agua interactian con las macromoléculas, como los carbohidratos, a través de
interacciones hidroéfilas o hidréfobas (Syamaladevi et al. 2016). La aplicacion de temperaturas
elevadas en los alimentos debilita los enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua con
biomoléculas y entre las moléculas de agua (Harvey y Friend 2004). El agua ligada liberada por la
ruptura de los enlaces de hidrégeno causado por el tratamiento térmico pudo reemplazar el agua libre
evaporada en la pasteurizacion manifestandose en la ausencia de variacién de los valores de actividad

de agua.
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Cuadro 4

Resultados de andlisis quimicos: Aw de la miel de T. angustula después de la pasteurizacion.

Tratamiento Media + D.E.
LTLT 60 + 2 °C /30 minutos 0.688 + 0.007°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 0.711 £ 0.029°
Control 0.702 £ 0.027°
C.V. (%) 4.06

Nota. * Medias seguidas de igual letra son estadisticamente iguales (P > 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacion. D.E. =Desviacidn Estandar.

El rango de Aw de la miel de T. angustula oscila entre 0.59 a 0.82 con una media de 0.66
(Anacleto et al. 2009) es un factor que se usa comunmente en correlacién con la inocuidad y la calidad
de los alimentos ya que influye en la estabilidad alimentaria (Barbosa Canovas et al. 2020). Segun
Ramirez Miranda et al. (2014) un alimento con Aw < 0.6 es considerado un alimento estable
microbiolégicamente ya que tiene una barrera que pudiera minimizar las reacciones bioquimicas y
evitar la proliferacién de microorganismos. La miel de T. angustula tuvo una Aw > 0.6 por lo que pudo
carecer de esta barrera asi que podria considerarse un alimento inestable microbiolégicamente. Los
microorganismos que pudieron estar presentes en alimentos con aw 0.65 — 0.75 son mohos xeréfilos
(Aspergillus chevalieri, A. candidus, Wallemia sebi, Aspergillus echinulatus, Monascus bisporus) y
levaduras osméfilas Sacharomyces rouxii y Saccharomyces bisporus (Tapia et al. 2020).

Sélidos Solubles (°Brix)

Los resultados de la variable grados brix reportados en el Cuadro 5 indican que se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05) y los tratamientos después de la pasteurizacién
aumentaron este valor (Anexo B). Segun Rybak Chmielewska (2007), un cambio en sélidos solubles
estd relacionado a la proporcion de glucosa, fructosa y sacarosa. En este estudio, el aumento del
contenido de sélidos totales después de la pasteurizacion se pudo relacionar con la hidrolizacién de
la sacarosa en fructosa y glucosa, que es la primera fase de la caramelizacién (Quintas et al. 2007).
Mendieta Carrillo (2002) encontré que el contenido de sacarosa aparente en la miel de T.angustula

fue de 2.8%, mayor que el porcentaje encontrado en la miel de A. mellifera y Mellipona beecheii.
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Cuadro 5

Resultado de andlisis quimicos: Grados brix de la miel de T. angustula después de la pasteurizacion.

Tratamiento Media £ D.E.
LTLT 60 # 2 °C /30 minutos 75.83+0.29°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 75.63+0.20°
Control 74.70 £0.26 °
C.V. (%) 0.33

Nota. ® Medias seguidas de diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacién. D.E. = Desviacién

Estandar.

Los sélidos solubles de la miel de T. angustula en este estudio coinciden con los encontrados
por Souza et al. (2006) y Hernandez et al. (2015), quienes sometieron miel a un tratamiento térmico
encontrando que los grados brix tienen una relacidn inversa con la humedad que pudo disminuir
durante la pasteurizacion. Estudios demuestran que los organismos osmoéfilos se desarrollan en
alimentos con altos contenidos de azucares (Kim et al. 2015), ejemplo de ello son las levaduras
osmofilas que son un riesgo en los alimentos ya que pueden crecer en condiciones acidas y altas
concentraciones de azucar (Sereia et al. 2011). Las levaduras fermentan la miel a través del tiempo
causando deterioro en las caracteristicas sensoriales y quimicas afectando la calidad sensorial y
reduciendo la vida anaquel (Guo et al. 2011; Fernandes et al. 2018).

Anadlisis Microbioldgicos
Coliformes Totales

El Cuadro 6 muestra que se encontrd diferencias estadisticas entre tratamientos (P < 0.05) en
los recuentos de coliformes totales (Anexo B). En este estudio los recuentos de coliformes totales de
ambos tratamientos de pasteurizacion fueron menores al limite de deteccién (< 1 log UFC/g). De
acuerdo con OIRSA (2007), cuando los resultados de coliformes totales y fecales estén por debajo del
limite de deteccidén del método, entonces se declara como una completa ausencia. Sin embargo, por
el método HTST todas las muestras estuvieron por debajo del limite, mientras que en el tratamiento

LTLT solo dos de tres repeticiones lo estuvieron, encontrandose 10 UFC/g en una repeticidn analizada.
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Por lo tanto, solo el tratamiento de HTST cumplié con los limites establecidos en la Norma técnica
salvadorefia para la miel 67.19.01:08 (CONACYT 2008).

Cuadro 6

Resultado de andlisis microbioldgicos: Recuento de coliformes totales en la miel pasteurizada de

abeja melipona T. angustula.

Tratamiento Media (log UFC/g) + D.E.
LTLT 60 + 2 °C /30 minutos 0.80+0.17°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 0.70 +0.00°
Control 2.67+0.26°
C.V. (%) 10.58

Nota. *® Medias seguidas de diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacién. D.E. =Desviacién

Estandar. Limite de deteccién 10 UFC.

Independiente del tratamiento de pasteurizacidn, se observod la reduccién de 2 log UFC/ g de
la carga microbiana de coliformes totales. Las bacterias coliformes se consideran organismos
indicadores porque su presencia en los alimentos indica que las circunstancias son adecuadas para
entéricos y pueden significar condiciones sanitarias insuficientes (Halkman HB y Halkman AK 2014). El
grupo de coliformes totales incluye cuatro géneros: Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, y Enterobacter
(Marquele Oliveira et al. 2017). Se ha reportado la presencia de Citrobacter, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia coli, Flavobacterium, Klebsiella y Pseudomonas en la microbiota de las abejas que proviene
del consumo de alimentos, polen y miel o del contacto con otras abejas obreras (Silva et al. 2017).
Dichos microorganismos de la microbiota intestinal pueden causar una contaminacién primaria de la
miel (Anderson et al. 2013) y segun Denis et al. (2006) la aplicacidon de 60 °C durante dos minutos
causa una reduccidn decimal del conteo de debido a que los coliformes no toleran temperaturas > 59
°C. En general, la presencia de coliformes totales en la miel puede relacionarse con la contaminacion
cruzada durante la recoleccion por parte de la abeja, la cosecha por parte del apicultor y el
procesamiento al no cumplir con las Buenas Practicas de Manufactura (Aguillén et al. 2015). Asimismo,
de acuerdo con Syamaladevi et al. (2016) investigaciones anteriores han identificado la importancia

de la actividad del agua, que puede ser el factor mas importante que influye en la resistencia térmica
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de los patégenos en alimentos. En el estudio de Goepfert et al. (1970), se estudié la resistencia térmica
de Salmonella spp. y Escherichia coli en un rango seleccionado de 0,75 a 0,99 en soluciones de
sacarosa, fructosa, glicerol y sorbitol concluyendo que la resistencia aumentdé a medida que se redujo
la actividad del agua. Escherichia coli pertenece a un subgrupo de las bacterias coliformes, llamado
coliformes fecales, diferente a los coliformes totales, lo cual, puede ser un indicador de contaminacién
fecal y estar relacionada con el uso de agua de riego contaminada o la presencia de heces (Li y Liu
2018).
Mesofilos Aerobios

El Cuadro 7 muestra que los resultados microbioldgicos del recuento de bacterias mesodfilas
aerobias fueron estadisticamente similares entre tratamientos (P = 0.05) (Anexo B). A pesar de esto,
todos los tratamientos cumplieron con los limites establecidos en la Norma técnica salvadorefia para
la miel 67.19.01:08 (CONACYT 2008) que es 1 x 10%, es decir, 4 log.
Cuadro 7
Resultado de andlisis microbioldgicos. Recuento de bacterias mesdfilas aerobias en la miel

pasteurizada de abeja melipona T. angustula.

Tratamiento Media (log UFC/g) + D.E.
LTLT 60 + 2 °C /30 minutos 2.87+0.12°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 2.91+0.462
Control 2.95+0.07°
C.V. (%) 8.60

Nota. ?Medias seguidas de la misma letra son estadisticamente iguales (P > 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacion. D.E. =Desviacién

Estandar.

La causa de la presencia de meséfilos aerobios después de la pasteurizacién pudo relacionarse
con la presencia de microorganismos termoduricos y/o esporas que llegan a sobrevivir a la
pasteurizacién (Vidal y Saran Netto 2018). Los microorganismos mesdfilos aerobios son aquellos que
crecen en medios ricos en nutrientes a temperaturas entre 15y 40 °C en presencia de oxigeno (Conley
2020). Las principales fuentes de contaminacidén microbiana de la miel provienen del néctar, polen,

polvo, el aire, las mismas abejas y el manejo postcosecha. De acuerdo con Schiraldi y Rosa (2020),
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algunos de los meséfilos de mayor riesgo son Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Proteus vulgaris, Bacillus spp., Clostridium botulinum y cepas
especificas de Escherichia coli.

Las esporas bacterianas se encuentran regularmente en la miel, particularmente las del
género Bacillus y Clostridium botulinum se encuentran normalmente en niveles bajos (Snowdon y
Cliver 1996). De la misma manera, el organismo termodurico del que se han encontrado mas reportes
en la miel es la Salmonella. La salmonelosis se ha asociado con frecuencia con el consumo de alimentos
con alto contenido de azucar y poca humedad (Alshammari et al. 2021), por ello, la Norma
Salvadoreiia Obligatoria 67.19.01:08 exige la ausencia total de Salmonela. Sin embargo, segun el
estudio de se ha encontrado que la alta osmolaridad y bajo pH de la miel reducen mas de 5 logio la
carga microbiana inicial de 10 UFC/g de Salmonella hasta llegar a conteos por debajo del limite
disponible en 28 dias de almacenamiento a 22 °C (Alshammari et al. 2021).
Hongos y Levaduras

El Cuadro 8 indica que se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento en los
recuentos de hongos y levaduras (P < 0.05), se observé una reduccion de 1 log UFC/g de la carga en
las muestras sometidas a un tratamiento térmico (anexo A). Los resultados coinciden con el estudio
de Norhayati et al. (2019), quienes sometieron miel a 72 °C durante 15 segundos reduciendo la carga
microbiana de hongos y levaduras; hay estudios que han demostrado que no resisten temperaturas
de 60 - 65 °C durante 25 -30 minutos (Eshete Y y Eshete T 2019).
Cuadro 8
Resultados de andlisis microbioldgicos. Recuento de hongos y levaduras en la miel pasteurizada de

abeja melipona T. angustula.

Tratamiento Media (log UFC/g) + D.E.
LTLT 60 £ 2 °C /30 minutos 1.74+0.16°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 1.19+0.49°
Control 2.99+0.25°2

C.V. (%) 14.19
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Nota. * Medias seguidas de diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacién. D.E. =Desviacién

Estandar.

En este estudio las muestras que se sometieron a la pasteurizacién cumplieron con los limites
establecidos en la Norma Técnica Salvadorefa para la miel 67.19.01:08 (CONACYT 2008), que es 1 x
102, es decir, 2 log. En este estudio, se redujo 1.25 log/g de la carga de mohos y levaduras, de este
modo se cumplié con el requisito de la norma, sin embargo, el cumplimiento de la norma con la
aplicacién de estos tratamientos térmicos queda sujeto a la carga inicial de la miel, esta seria una
limitante de los tratamientos térmicos. Las levaduras osmofilas pueden provocar una fermentacién
indeseada en la miel a pesar del bajo pH de la miel ya que, al ser osmdfilas pueden crecer en la miel
por la alta concentracién de sacarosa (KisS et al. 2018). De acuerdo con Dedk (2013), la mayoria de las
levaduras y mohos poseen una resistencia al calor similar a la de las bacterias vegetativas mesofilas.
Las ascosporas de ciertos mohos, como las especies de Byssochlamys , Neosartorya y Talaromyces,
tienen una resistencia al calor bastante alta con unvalor de D de 7a 22 min a 88 °C, y pueden sobrevivir
30 minutos al tratamiento térmico a 90 °C (Deak 2013).

Andlisis Sensorial
Aceptacion de la Apariencia y el Color

El Cuadro 9 nos muestra que los panelistas encontraron diferencias significativas entre
tratamientos en la aceptacién de la apariencia y color de la miel de T. angustula pasteurizada (P <
0.05). En este estudio, y en ambos tipos de pasteurizacidn se encontré un aumento de la aceptacion
de la apariencia alcanzando una valoracion de “me gusta mucho”.

En este estudio se obtuvieron valores de 74.70 — 75.83 ° brix en la miel de T. angustula, quiere
decir que hay una alta cantidad de azucares en la miel, lo que pudo influir en que los panelistas
encontraran diferencias en la aceptaciéon del color solo entre la miel sin calentar y la miel con HTST.
Esto pudo suceder porque a mayor temperatura como en el tratamiento HTST, la caramelizacién de
los azUcares y por lo tanto su oscurecimiento es mas notable que en temperaturas menores como en

el tratamiento LTLT. Estos resultados concuerdan con el estudio de Arrabal y Ciappini (2000), donde
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los panelistas manifestaron mayor aceptacion en la miel de color ambar extra claro y dmbar claro en
comparacion con miel extra blanca que posee la miel de melipona sin calentar.

Cuadro 9

Resultado de andlisis sensorial: Aceptacion de la apariencia y color de la miel pasteurizada de T.

angustula.
Tratamiento Apariencia Color
Media + D.E. Media + D.E.
LTLT 60 + 2 °C /30 minutos 7.47 +1.35°2 7.33+1.48%
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 7.33+1.35°2 7.42+1.43 °
Control 6.67+1.77° 6.80+1.57 °
CV (%) 21.09 20.75

Nota.  Medias en la misma columna seguidas de diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05). CV (%) = Coeficiente de

Variacion. D.E. = Desviacién Estandar. Escala heddnica (1= me disgusta extremadamente y 9= me gusta extremadamente).

En este estudio se identificé una correlacién positiva entre la aceptacién de apariencia con la
del color (Coeficiente de Pearson = 0.82328 y P < 0.0001) esto quiere decir que a medida que aumentd
la aceptacion del color también lo hizo la aceptacién de la apariencia (Anexo C). El color tiene un rol
importante ya que estd asociado a las creencias y cultura de los compradores, de esta manera influye
en el comportamiento de eleccion del consumidor (Rathee y Rajain 2019). Los colores calidos rojo,
amarillo y naranja son los colores preferidos en los alimentos ya que estos estimulan el apetito
(Alvarez Lara 2011).

Aceptacion General, Sabor y Dulzura

En el Cuadro 10 se puede observar que independientemente del tratamiento térmico
aplicado, los panelistas no encontraron diferencias significativas (P = 0.05) en cuanto a la aceptacion
del sabor, aceptacion de la dulzura, y aceptacion general de la miel. Los tratamientos de
pasteurizaciéon no tuvieron repercusion en la aceptacién o rechazo por parte de los consumidores
respecto a estas variables y pudo relacionarse con el consumo poco frecuente de la miel de abejas
meliponas (Stone et al. 2012). La valoracién de los atributos fue de “me gusta moderadamente” a “me

gusta mucho” en escala heddnica de nueve puntos.
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Cuadro 10

Resultado de andlisis sensorial: aceptacion general, sabor y dulzura de la miel de T. angustula

pasteurizada.
. Sabor Dulzura Aceptacion General
Tratamiento
Media + D.E. Media + D.E. Media + D.E.
LTLT 60 + 2 °C /30 minutos 7.00+1.48°? 7.28+1.63° 7.35+1.12°
HTST 80 + 2 °C /30 segundos 7.55+1.39° 7.33+157°? 7.70+1.33°
Control 6.98+1.59° 7.33+1.58° 7.30+1.29°
CV (%) 20.85 21.83 16.77

Nota. @ Medias seguidas de la misma letra en misma columna son estadisticamente iguales (P 2 0.05). CV (%) = Coeficiente de Variacién.

D.E. =Desviacion Estandar. Escala heddnica (1= me disgusta extremadamente y 9= me gusta extremadamente).

El analisis de correlacién entre atributos nos indica que hay una relacién alta positiva entre la
dulzura y la aceptacion general, lo que significa que a medida la aceptacion de la dulzura (Coeficiente
de Pearson = 0.70572 y P < 0.0001) aumentd, la aceptacién general de la miel fue mayor (Anexo D).
Segun Visquert Fas (2015), una mala ejecucion de pasteurizacidn puede producir pérdida de sabores,
por lo tanto, se puede decir que las temperaturas y tiempos de pasteurizacién fueron los indicados
para evitar un cambio en el sabor, dulzura y aceptacion general de la miel. Segiin Ciappini (2005), las
mieles fuertes suelen gustar a los consumidores debido a que presentan cierto contenido de dulzura
y Beauchamp (2016), afirma que el poder del sabor dulce para inducir el consumo y motivar el

comportamiento es profundo.
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Conclusiones
La pasteurizacion mantuvo los valores de pH y Aw de la miel sin calentar, pero ambos
tratamientos provocaron un aumento en el contenido de sélidos solubles de la miel de T. angustula.
Ambos tratamientos disminuyeron los conteos de coliformes totales, hongos y levaduras,
pero no tuvieron efecto sobre los recuentos de mesodfilos aerobios.
Ambos tratamientos de pasteurizacién aumentaron la aceptacién del color y apariencia, pero

mantuvieron la aceptacién de sabor, dulzura y aceptacidn general de la miel sin calentar.
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Recomendaciones

Realizar andlisis microbioldgicos, fisicoquimicos y sensoriales a través del tiempo para
determinar la vida anaquel de la miel de T. angustula pasteurizada HTST.

Realizar a la miel HTST los analisis fisicoquimicos acorde con criterios descritos en la
norma salvadorefia NSO 67.19.01:08, como calidad nutricional de la miel, analisis de
hidroximetilfulfural (HMF), azlicares reductores, sacarosa aparente, solidos insolubles,
Salmonella y acidez libre.

Realizar un estudio de factibilidad técnica y econdmica para la produccién y

comercializacion de miel de T. angustula pasteurizada con HTST.
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Anexos
Anexo A

Formato hoja de evaluacion sensorial.

Fecha:

Instrucciones:

Coloque el cddigo de muestra y realice la evaluacion de izquierda a derecha. Indique el
grado en el que le gusta o disgusta cada atributo escribiendo el nimero correspondiente
en la columna del codigo de la muestra. Guiese en la tabla de puntaje adjunta. Limpie su
paladar comiendo un pedazo de galleta y tome agua antes y después de evaluar cada
muestra.

PUNTAJE | DESCRIPCION CODIGO: | CODIGO: | CODIGO:
1 Me disgusta extremadamente ATRIBUTO
2 Me disgusta mucho Apariencia
3 Me disgusta moderadamente Color
4 Me disgusta poco Olor
5 Ni me gusta/ Ni me disgusta Sabor
6 Me gusta poco Dulzura
7 Me gusta moderadamente Conswtegma
8 Me gusta mucho Aceptacion

general
9 Me gusta extremadamente

Comentarios:

iGracias por su participacion!



Anexo B

Probabilidades estadisticas de los andlisis quimicos y microbioldgicos.

Variable Tratamiento Modelo

pH 0.8711 0.0477

Aw 0.6419 0.8949

Sélidos solubles 0.0110 0.0286
Coliformes totales 0.0001 0.0004
Mesdfilos aerobios 0.9268 0.5359
Hongos y levaduras 0.0025 0.0072




Anexo C

Correlacion entre atributos sensoriales después de la pasteurizacion de la miel.

40

Apariencia Color Sabor Dulzura Viscosidad
0.82328 0.38661 0.37495 0.39555
Apariencia 1.00000
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
0.82328 0.36831 0.37003 0.45712
Color 1.00000
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
0.38661 0.36831 0.70678 0.46620
Sabor 1.00000
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
0.37495 0.37003 0.70678 0.48557
Dulzura 1.00000
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
0.39555 0.45712 0.46620 0.48557
Viscosidad 1.00000
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001




Anexo D
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Correlacion entre atributos sensoriales con aceptacion general después de la pasteurizacion de

la miel.

AGeneral
0.57481
Apariencia
<.0001
0.59763
Color
<.0001
0.69829
Sabor
<.0001
0.70572
Dulzura
<.0001
0.58999
Viscosidad

<.0001




