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Resumen

La miel es un producto que tiene la capacidad de cristalizar; esta caracteristica esta relacionada con
la composicién de la miel y con la temperatura de almacenamiento y de procesado, las cuales
pueden alterar la calidad fisico-quimica del producto. La miel puede someterse a diversos
tratamientos orientados a obtener un producto de consistencia liquida, de acuerdo con el gusto de
los consumidores. Actualmente, las tecnologias de ultrasonido resultan vitales para reducir el tiempo
del proceso de licuado de la miel. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto del
tratamiento térmico con ultrasonido sobre la calidad fisico-quimica y sobre el proceso de
cristalizacion de la miel. Una miel cristalizada se sometié a tratamiento con un bafio Maria, provisto
de ultrasonido de 40 kHz de frecuencia y 80 W de potencia, a 60°C, 50°C y 40°C, durante un rango
de tiempo de 1 a 8 h. La calidad fisico-quimica de las mieles tratadas se realizé siguiendo los
protocolos de las normas IRAM. El tratamiento con ultrasonido en combinacién con temperatura ha
permitido retrasar la cristalizacion por un lapso de tiempo superior a los 300 dias. Se observaron
diferencias significativas en los contenidos de humedad, color y absorbancia, y no significativas en
HMF y acidez. El sistema de ultrasonido se presenta como una alternativa de reemplazo de los
sistemas tradicionales de licuado; a pesar de que se vieron alterados algunos de los parametros de
calidad, estas variaciones no superaron los valores dispuestos en las reglamentaciones vigentes.

Palabras clave: miel, ultrasonido, calidad, licuado, cristalizacién
Abstract

Honey is a product that has the ability to crystallize; this feature is related to the composition of honey,
and to storage and processing temperature, which can alter the physical-chemical quality of the
product. Honey can undergo various treatments aimed at obtaining a liquid consistency product,
according to the taste of consumers. Currently, ultrasound technologies are vital to reduce the time
of the honey liquefying process. The objective of this work was to determine the effect of ultrasound
heat treatment on the physical-chemical quality and on the crystallization process of honey. A
crystallized honey was treated with a water bath, equipped with ultrasound of 40 kHz frequency and
80 W of power, at 600C, 500C and 400C, over a time range of 1 to 8 h. The physical-chemical quality
of treated honeys was performed in accordance with the protocols of IRAM standards. Ultrasound
treatment in combination with temperature has allowed to delay crystallization for a period of time
greater than 300 days. Significant differences in moisture, color and absorbance content were
observed, and not significant in HMF and acidity. The ultrasound system is presented as an
alternative to replacing traditional liquefying systems; although some of the quality parameters were
altered, these variations did not exceed the values provided for in the current regulations.

Keywords: honey, ultrasound, quality, liquefaction, crystallization



Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata (2022) Vol 121 (1): 1-17

INTRODUCCION

La miel es uno de los principales productos originados por la apicultura. Desde el afio 2012, Argentina
se ubica dentro de los cinco primeros puestos como productor mundial de miel (Alimentos Argentinos,
2019). El 98% de la comercializacion se realiza a granel, mayormente en tambores de 300 kg, y de miel
homogeneizada, otorgandole el caracter de commodity, de alto volumen y bajo precio (Rodas, 2020). En
los dltimos veinte afios el sistema productivo apicola argentino se modific6 de manera significativa. Los
cambios tecnologicos, la demanda de alimentos con aseguramiento de calidad y el contexto
macroeconémico globalizado han influido sobre la estructura del sector productivo apicola. En este marco
la apicultura argentina, que se distingue por su fuerte inclusiéon en el mercado externo de alimentos,
presenta una gran capacidad de respuesta a los canones mundiales (Obschatko et al., 2007), adecuandose
por medio de la adopcién de tecnologia en el procesado de la miel, acorde a las demandas mundiales de
calidad alimentaria.

La miel es uno de los alimentos mas primitivos que el hombre aproveché por sus cualidades
nutricionales. Como un producto a ser incorporado a una alimentacion saludable, debemos considerar la
composicién quimica de la misma, y su efecto en la salud humana. Es una sustancia natural producida por
la abeja Apis mellifera L. a partir del néctar de las flores y de otras secreciones extraflorales que las abejas
liban, transportan, transforman, combinan con otras sustancias, deshidratan, concentran y almacenan en
los panales (CAA, 2020). Al analizar las particularidades del consumo de la miel hay que tener en cuenta
aquellas caracteristicas que definen su calidad, ya que son las responsables del grado de aceptacién y
valoracion del producto por parte de los consumidores o la demanda del mercado. Los factores que
componen la calidad no sélo son nutricionales, higiénico-sanitarios, tecnoldgicos, organolépticos, sino
también de tipo ético, relacionados estos Ultimos con el bienestar animal y la conservaciéon del ambiente
(Prieto et al., 2008). Estos aspectos estan definidos por la apreciacion de los consumidores, asi como por
los distintos actores publicos y privados que intervienen en la cadena productiva y comercial. Los
productores, operadores de salas de extraccién, acopiadores, exportadores e instituciones publicas
nacionales, provinciales y locales intervienen por medio de sus practicas, politicas y reglamentaciones
sobre el sistema de procesado y produccién, y por lo tanto sobre la calidad final de la miel.

La definicion de la calidad higiénico-sanitaria y tecnoldgica de la miel se valida por medio de una serie
de pardmetros establecidos en el Cédigo Alimentario Argentino (CAA), y a través de su evaluacién es
posible determinar la frescura, limpieza y manipulacion apropiada del producto (CAA, 2020). Su evaluacion
también permite corregir los desvios y errores que van en desmedro de la calidad final del producto. Los
principales indicadores de calidad que se utlizan en el comercio de la miel son humedad,
hidroximetilfurfural (HMF), indice de diastasas, cenizas, solidos insolubles, acidez, pH, azlcares
reductores, sacarosa aparente, entre otros (CAA, 2020), y ademas atributos sensoriales tales como el
aroma, color y sabor.

La miel es un medio activo que evoluciona, se transforma y degrada segun la cantidad de agua que
contiene. La humedad, y por lo tanto el contenido de sélidos solubles en el producto final, dependen de los
procesos de concentracion que realizan las abejas en el interior de la colmena (Basilio et al., 2002). Es
importante relacionar la humedad de la miel con la capacidad que tiene ésta de alcanzar un equilibrio con
la humedad relativa ambiental, por medio de la absorcién o pérdida de agua (higroscopicidad) (Acquarone,
2004; Diaz Moreno, 2009). Una miel cosechada demasiado pronto, o procesada o almacenada en locales
de elevada humedad ambiental, puede contener un alto contenido de agua, lo que la hace mas susceptible
a procesos de fermentacién (Diaz Moreno, 2009; Ciappini et al., 2009; INTI, 2009; Kadar et al., 2010).

Otros componentes presentes en la miel son los acidos. La acidez le da estabilidad a la miel frente al
ataque microbiano, otorgandole al producto un pH medio de 3.92 con un rango de 3.2 a 6.4 (Salgado &
Maidana, 2014). Los &cidos de la miel provienen principalmente de la accidn de enzimas derivadas de las
secreciones de las glandulas salivales de las abejas, siendo responsables de la formacion de éacidos
orgéanicos en equilibrio con sus lactonas y de algunos iones inorganicos (Cavia et al., 2007; INTI, 2009).
Los procesos de calentamiento o de envejecimiento de la miel, promueven la formacién de acidos levulinico
y férmico, a partir de la hidratacion del HMF, aumentando asi la acidez final del producto (Moungéi & Flora,
2008). En la miel tenemos tres tipos de acidez: lactonica, libre y total. La acidez lacténica constituye una
reserva de acidez y esta constituida por glucolactonas que se encuentran en equilibrio con el acido
glucénico. Por su parte, la acidez libre representa los acidos organicos derivados de la fuente nectarifera y
de los procesos de maduracién de la miel, ademas de aquéllos producidos durante la fermentacion
microbiana de los azUcares. Es asi que la valoracion de la acidez es de importancia para detectar posibles
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problemas de fermentacién generados por hongos y levaduras naturalmente presentes en la miel o
resultantes de la manipulacion incorrecta del producto, durante su procesado. Finalmente la acidez total
surge de la adicién de la acidez libre y de la acidez lacténica.

El HMF es una sustancia que se encuentra en cantidades muy bajas en las mieles recién cosechadas
(Tosi et al., 2002; Kadar et al., 2010). Es un aldehido ciclico que surge como producto de la deshidratacion
de azlcares en medio acido, especialmente de la fructuosa y glucosa (Mejia & Serrano, 2011; Khalil et al.,
2012, Mouhoubi Tafinine et al., 2018), y en menor medida por reacciones de Maillard. Ambos mecanismos
promueven el pardeamiento no enzimatico de las mieles, siendo responsables del oscurecimiento del
producto (INTI, 2009; Semkiw et al., 2010; Muangthai & Wiwatchankit, 2014). La acidez, la humedad y los
contenidos de potasio, calcio, magnesio y aminoacidos de la miel, asi como el tiempo y temperatura de
almacenamiento y de tratamiento térmico, son factores que aumentan los contenidos de HMF (Ramirez
Cervantes et al., 2000; INTI, 2009; Kadar et al., 2010). La vinculaciéon con el oscurecimiento de la miel es
producto de la interaccién del HMF con compuestos aminados y azUcares (polimerizacién), tanto en
presencia como en ausencia de oxigeno (Jeuring & Kuppers, 1980). También es responsable del desarrollo
de sabores y olores extrafios, y es considerado como un indice de deterioro y envejecimiento del producto
(Ghoshdastidar & Chakrabarti, 1992; Piro et al., 1996; Ramirez Cervantes et al., 2000). Como indicador de
frescura, el CAA establece un contenido maximo permitido de 40 mg/kg, si bien a nivel internacional se
permite hasta 80 mg/kg, debido a la existencia de paises con altas temperaturas ambiente (Codex
Alimentarius, 1999).

Dentro de las particularidades organolépticas de la miel se encuentra el color, aspecto de importancia al
momento de su comercializacion (Acquarone, 2004; Delmoro et al., 2010). La coloracion de la miel puede
determinar el rechazo o aceptacion del producto por parte de los consumidores, por lo tanto es un aspecto
considerado al fijar el precio de compra, siendo las mieles claras las mejor cotizadas. La naturaleza del
color, conjuntamente con el aroma y sabor, sirven para diferenciar las mieles por origen botanico o
geografico (Delmoro et al., 2010).

El contenido mineral representa a uno de los componentes minoritarios de la miel; oscila entre 0,04% en
mieles claras y 0,2% en mieles oscuras (Algarni et al., 2014). Su contenido dependera del origen floral,
clima, condiciones del suelo y ambiente, y de la manipulacién del producto durante la cosecha y posterior
extraccion (Acquarone, 2004; Escuredo et al., 2013). El potasio es el elemento mas abundante,
correspondiendo generalmente a un tercio del contenido mineral total encontrado en la miel (Yicel &
Sultanoglu, 2013; Algarni et al., 2014; Basso et al., 2015). En cantidades mas pequefias, la miel también
contiene sodio, hierro, cobre, silicio, manganeso, calcio y magnesio.

Dentro de los componentes mayoritarios se encuentran los azlcares, que constituyen el 90 a 95% de la
materia seca (Acquarone, 2004; Diaz Moreno, 2009). La glucosa y fructosa representan del 80 al 90% de
los azlcares totales, con valores de alrededor de 34% de glucosa y 38% de fructosa, con una relacion
glucosa/agua de 1.95 (Acquarone, 2004; Diaz Moreno, 2009). Algunos de los azlcares presentes en la
miel no se encuentran en el néctar, sino que se forman durante la maduracion y el almacenamiento. De
esta manera, con el pasar del tiempo, la composicion de azlcares varia, aumentando el contenido de
glucosa y fructosa y disminuyendo el de sacarosa (Diaz Moreno, 2009; Hasan, 2013).

La miel, como solucién sobresaturada de azlcares, tiene la capacidad de cristalizar; dicho evento
consiste en un proceso de formacién de cristales de azlcar, principalmente de glucosa, tras una liberacién
de agua. Dentro de los factores que influyen sobre la velocidad de cristalizacién encontramos la proporcion
entre los azlcares, y entre éstos y el agua (Belay et al., 2015), la temperatura de almacenamiento (Bhandari
et al, 1999; Conforti et al., 2007), la presencia de ndcleos de cristalizacién, la aplicacién de tratamientos
térmicos y mecanicos (homogenizacion, pasteurizacion, licuado, batido, siembra) y el material de envasado
(Martinez Marti, 2018). La cristalizacion genera dificultades para la manipulacién del producto durante su
fraccionamiento, y desde el punto de vista del consumidor, no cumple con los estandares demandados,
como son fluidez y apariencia; de ahi la importancia de lograr un producto liquido que pueda perdurar en
gondola un largo periodo de tiempo (Kabbani et al., 2011, Escriche et al., 2014). Bhandari et al. (1999) han
sido unos de los primeros en describir estrategias para evitar dicha cristalizacion. Martinez Marti (2018)
observé que calentar la miel durante 5 0 10 min a 70-75°C, resulta en la fusién de los cristales de glucosa,
logrando de esta forma que el producto permanezca en estado liquido durante meses; en cambio calentarla
por debajo de 55°C, no fue efectivo para fundir algunos nucleos de cristalizacién microscopicos, por lo que
en un corto periodo de tiempo cristalizaron. Adicionalmente, los tratamientos térmicos de la miel son
empleados para destruir levaduras que podrian causar problemas de fermentacion durante su
almacenamiento, sobre todo en mieles con elevado contenido de humedad. Independientemente del
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objetivo del tratamiento térmico de la miel, aplicado durante o posteriormente al proceso de extraccion, es
de gran importancia definir cuales son las condiciones de tiempo y temperatura involucrados, ya que
pueden modificar la calidad fisico-quimica y organoléptica del producto final (Tosi et al, 2002; Subramanian
et al., 2007).

En Argentina es frecuente la utilizacién de serpentinas y circulares calientes para realizar el tratamiento
térmico de la miel. Dichos dispositivos son aplicados sobre la superficie de la miel cristalizada envasada
en tambores, y son sistemas que requieren de 8 a 12 h para licuar la totalidad del producto, dependiendo
del grado de cristalizacion y de la temperatura de funcionamiento (Visquert Fas, 2015). En menor medida
se emplean mantas térmicas dispuestas sobre los tambores, y licuadores, constituidos por recipientes con
doble camisa, en donde el tratamiento se realiza a partir del calentamiento del agua dispuesto en el espacio
existente en la doble pared.

En la actualidad, la complejizacion del procesamiento de alimentos destinado a obtener productos que
den respuesta a los retos y necesidades que la sociedad plantea, ha alcanzado también a la
industrializacién de la miel; es asi que existen tecnologias mas innovadoras, tales como el ultrasonido, que
son experimentadas sobre este producto. El ultrasonido consiste en ondas acuUsticas generalmente
superiores a los 20 kHz, que exceden el limite auditivo del oido humano. Las ondas de ultrasonido al
atravesar un medio liquido promueven un fenédmeno de cavitacidn acustica, que es responsable de la
generacion y evoluciéon de microburbujas en el medio liquido, las cuales al alcanzar un tamafio critico,
colapsan violentamente liberando la energia acumulada. El choque mecanico de las microburbujas por
efecto de la implosién abrupta y la energia liberada son los responsables de los cambios de estructura del
alimento situados en el microentorno (Ulloa et al., 2013). Las ondas de ultrasonido son clasificadas en
funcion del rango de energia: baja energia (baja intensidad, baja potencia) y alta energia (alta intensidad,
alta potencia) (Awad et al., 2012; Solis-Silva et al., 2018). El ultrasonido de baja energia tiene frecuencias
superiores a 100 kHz e intensidades por debajo de 1 W/cm?, y se emplean para el andlisis y control de
calidad de los alimentos (Ulloa et al., 2013). El ultrasonido de alta energia, que utiliza intensidades
superiores a 1 W/cm? a frecuencias de 20 a 500 kHz, es aplicado para inducir efectos en las propiedades
fisicas, mecanicas o quimicas de los alimentos. En la miel el ultrasonido de alta energia es adoptado como
reemplazo de metodologias convencionales de licuado, con el objeto de modificar la textura del alimento.

Kalogereas (1955), Liebl (1978), Thrasyvoulou et al. (1994) y Rajapakse (2007) informaron que las ondas
sonoras de 24 kHz eliminaban los cristales existentes en la miel, retrasando la cristalizacién. Por su parte
Kai (2000) estudié la licuefaccion por ultrasonidos de mieles australianas. Este autor demostré que a una
frecuencia de 20 kHz, se disolvian completamente los cristales en la miel en forma completa, observando
que las muestras tratadas permanecian en estado liquido durante 350 dias, advirtiendo un 20% de retardo
de cristalizacion respecto a los tratamientos térmicos tradicionales. Angeles Santos et al. (2016) probaron
la licuefaccion de la miel por ultrasonido encontrando que en las mieles tratadas se veia disminuido el
tamafio de los cristales. Dariusz et al. (2007) percibieron que en tratamientos sobre mieles liquidas se
producia una modificacién significativa de la cristalizacién, con un aumento constante de su dureza y un
mayor nimero de cristales finos, en contraposicion a las muestras no tratadas, de cristalizacion
heterogénea con cristales grandes. Por su parte Rajapakse (2007) observo cristales de forma de pentagono
grande, mientras que en el tratamiento térmico tradicional los cristales eran en forma de espirales largos y
delgados. Kabbani et al. (2011) licuaron muestras de miel de romero cristalizadas mediante tratamientos
térmicos, con y sin ultrasonido, observando que el proceso de licuado era mas rapido en los tratamientos
que incluian el ultrasonido.

En relacion a la calidad fisico-quimica de la miel, Quintero-Lira et al. (2017), comprobaron que los
tratamientos de ultrasonido no exhibian aumentos en el contenido de HMF. Estos resultados difieren de los
observados por Nunta & Intipunya (2013) y Thrasyvoulou et al. (1994), quienes encontraron aumentos en
el contenido de HMF después de los tratamientos con ultrasonido.

Otros aspectos de la calidad de la miel que se pueden modificar por estos tratamientos Chaikham &
Prangthip (2015), Angeles Santos et al. (2015), Chaikham et al. (2016) y Quintero-Lira et al. (2017),
observaron incrementos de los fenoles totales, explicAndose este resultado como producto de la
desintegracion del polen debido a la estimulacion ultrasénica. Por otra parte Quintero-Lira et al. (2017)
también sefialaron que estos tratamientos producian un oscurecimiento de la miel, directamente
proporcional al tiempo de duracion de los tratamientos, si bien observaron una disminucién en el tamafio
del cristal, respecto de las mieles no tratadas.

La metodologia de ultrasonido se presenta como una tecnologia interesante para la industria del
fraccionado de miel, ya que no sélo permitiria obtener una miel liquida por un largo periodo de tiempo, sino
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gue también, en el momento de la cristalizacién, no se formarian estructuras cristalinas defectuosas que
desvalorizarian el producto, con la ventaja adicional que la exposicién minima al calor empleado en estos
sistemas, permitiria una mayor retencién del aroma y sabor. Ademas existe el beneficio adicional de la
disminucién de las necesidades de energia de los procesos de licuado, asi como la reduccién de los costos
ambientales y financieros, permitiendo de esta manera ahorrar costos de procesamiento, en comparacion
con los sistemas empleados tradicionalmente. Es en este sentido que el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la influencia del tratamiento térmico con ultrasonido sobre la calidad de la miel y su posterior
cristalizacion durante el almacenamiento.

METODOLOGIA

El disefio experimental abarco las temperaturas que normalmente son empleadas por los productores
para lograr su licuado. Por su parte la temperatura seleccionada para el almacenamiento fue de 15°C, ya
gue es la que promueve la mayor velocidad de cristalizacion. La toma de muestra de la miel, que se
constituyé como matriz, se realiz6 siguiendo el protocolo de muestreo de la norma IRAM N° 15929 (IRAM,
1994). Con el objeto de tomar una muestra representativa, la unidad de muestreo fue un Unico tambor de
330 kg de miel recién cosechada y en estado liquido, al cual mediante una pipeta-calador se le extrajeron
tres muestras elementales (tercio superior, medio e inferior), a partir de las cuales se formé una Unica
muestra global que fue empleada como base para los ensayos, y a la que se le realizo el andlisis de origen
melisopalinolégico y calidad fisico quimica (Bm).

La muestra global fue dividida en dos porciones, una de ellas, para realizar el seguimiento de la
cristalizacion natural durante su almacenamiento a 15°C (BLig) (muestra sin ningun tratamiento), y otra para
los distintos tratamientos de ultrasonido y realizar el seguimiento de la cristalizacion pos tratamiento (Mc).
La BLiqfue almacenada a 20°C hasta el momento de ejecucion del ensayo de cristalizacion, con el objeto
de mantenerla en estado liquido original. Por su parte Mc, con una absorbancia inicial de 0,127 (DS+0,58E
-08) a 660 nm, fue almacenada a 15°C+1 para lograr su total cristalizacién (absorbancia de 2.5 a 660 nm) a
los 95 dias, para posteriormente proceder a su fraccionamiento en tubos. La miel Mc cristalizada fue
fraccionada en 52 tubos plasticos de 45 ml de capacidad y de 26 mm de diametro, siendo éstos llenados
dejando un espacio libre menor al 10% de su altura y cerrados con tapa a rosca y Parafim®; 24 tubos
fueron destinados para el analisis fisico-quimico pos-tratamiento con ultrasonido (T+qT1), 24 tubos para
estudiar el proceso de cristalizacion pos-tratamiento (Tc T2), 3 tubos para control de temperatura durante
los tratamientos de ultrasonido (Ctroleo-s0-40) ¥ 1 tubo se constituyé como muestra de control o blanco de
contraste (Bc TO), el cual fue conservado a 4°C hasta su analisis. El ensayo consistié en someter a las
muestras Trq Y Tc a tratamientos de ultrasonido a 60°C + 1, 50°C + 1 y 40°C * 1, mediante el empleo de un
bafio maria provisto de ultrasonido, de una frecuencia de 40 kHz y de una potencia ultrasénica de 80 W,
marca Testlab® (Argentina). La duracion de los tratamientos fue de 1h a 8 h, extrayendo una muestra T+
qY T¢, a cada hora. El tiempo de tratamiento comenzé a contabilizarse a partir de que la temperatura de la
miel Ctrol alcanz6 la temperatura del ensayo. Luego de su tratamiento las muestras fueron enfriadas en
bafio con hielo hasta los 20°C. Las T+q fueron almacenadas en heladera a 4°C para su posterior andlisis
fisico-quimico, y T¢ y BLig fueron trasvasadas a 4 cubetas por muestra, las cuales, previa medicion del grado
de absorbancia (nivel de licuado), fueron almacenadas en cuarto de 15°C, con el objetivo de medir el
proceso de cristalizacion semanalmente. En el ensayo se registraron la temperatura del agua y de la miel
mediante el empleo de termdémetros de mercurio, y la temperatura y humedad del cuarto de
almacenamiento de 15°C, mediante un equipo termo-higrémetro Hangbo® (China).

Como variables de respuesta se utilizaron los pardmetros fisicoquimicos de humedad (%), acidez libre
(meg/kg), color (mm Pfund) y HMF (mg/kg) para Tr.q Y Be, Y la absorbancia para Tcy BLig, Se emplearon los
protocolos de las normas IRAM para la determinacién de humedad (IRAM N°15931, 1994), color (IRAM
N°15941-2, 1995), acidez (IRAM N°15933, 1994) y HMF (IRAM N°15937-2, 1995), y la lectura de la
absorbancia a 660 nm semanalmente, para la medida de la cristalizacion pos tratamiento de ultrasonido
durante el almacenamiento (Lupano, 1997). Adicionalmente, con el objeto de definir con un mayor detalle
la calidad de la miel seleccionada como matriz (Bm), se determind el contenido de glucosa (%) y fructosa
(%), mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Bogdanov & Baumann, 1988); ceniza (%),
mediante la técnica analitica de la norma IRAM N°15932 (1994); diastasa (ID), de acuerdo a norma IRAM
N°15939 (1995); origen melisopalinoldgico cuantitativo (%), por el método de microscopia de Louveaux
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(1978) y la composicion mineral (mg/kg), mediante la técnica analitica multielemental de fluorescencia de
rayos X por reflexion total (TXRF) (Enrich et al., 2007).

Se empled el analisis de estadistica descriptiva, media (X) y desvio estandar (DS), para cada uno de los
pardmetros fisico-quimicos a cada tiempo y temperatura, Bcy Bm. Se utilizé la prueba F para estimar
diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, y posteriormente un test de comparaciones mdltiples,
la Prueba de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC) a un nivel de significancia del 5%, para la obtencion
de una secuencia jerarquica de formacion de conglomerados con diferencias significativas de medias de
tratamientos con el programa INFOSTAT 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

A su vez el comportamiento de las variables de respuesta en relacién al tiempo de tratamiento fueron
analizadas mediante modelos de cinética quimica, con el objeto de estimar el tipo de cinética presente:
orden cero, uno o dos (Salinas-Hernandez et al., 2007; Piergiovanni & Limbo, 2010). Para poder definir el
orden de la reaccion se realizaron regresiones lineales entre los valores de los pardmetros de calidad en
relacion al tiempo de tratamiento. Para seleccionar el tipo de cinética que mas se ajusta a los resultados
se optd por emplear los valores de coeficiente de correlacién (R). Para el seguimiento de la cristalizacion
se emplearon parametros de estadistica descriptiva y graficos de Excel.

RESULTADOS

La muestra matriz (Bm) que se empled para los ensayos de ultrasonido corresponde a una miel multifloral
con una preponderancia de “acacia negra” Gleditsia triacanthos L. (32%), “eucaliptus” Eucalyptus sp (20%)
y Lotus sp. (19%). En la Tabla 1 se sefiala la composicién melisopalinolégica, indicando los porcentajes de
representacion de los polenes mayoritarios y minoritarios.

Tabla 1
Analisis de origen botanico de la miel empleada para el ensayo Bm.

Especie %
Gleditsia triacanthos 31,6
Eucalyptus sp. 19,8
Lotus sp. 19,0
Otras leguminosas 8,9
Ligustrum sp. 4,9
Umbelliferae 49
Echium sp. 1,9
Trifolium pratense 1,3
Laminaceae 1,3
Trifolium sp. 1,1
Vicia sp. L. 1,1
Vervenaceae 0,4
Melilotus sp. 0,2
Carduus sp. 0,2
Heliotropium sp. 0,2
Quenopodeaceae/Amaranthaceae 0,2
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En relacion a la calidad fisico-quimica se observaron elevados niveles de diastasa (X=26,2 ID, DS+1,34)
y bajos contenidos de HMF (X=2,05 mg/kg, DS+0,32), aspectos que se corresponden con una miel fresca.
Su estado liquido inicial queda indicado a partir de los valores bajos de absorbancia de 0,127 (DS+0,58E-
03) a 660 nm. Por otro lado el color, que se relaciona con su origen botanico, resulté6 ser ambar extra claro
(X=40 mm, DS+0,38). Los resultados del analisis de la calidad fisico-quimica se muestran en la Tabla 2.

En la composicidon mineral, obtenida mediante la técnica TXRF se observaron elevados contenidos de
potasio (774 mg/kg), fosforo (53 mg/kg), calcio (39 mg/kg) y azufre (24 mg/kg) (Tabla 3).

La calidad fisico-quimica de la miel resultante de los tratamientos térmicos por ultrasonido a 60°C, 50°C
y 40°C se representa en la Tabla 4, Tabla 5 y Tabla 6 respectivamente, correspondiendo al tiempo 0 los
valores de los resultados de las variables de respuesta de la miel Bc, con un valor de absorbancia de 2,5
(DS+0) a 660 nm a los 95 dias de almacenamiento a 15°C de temperatura.

Tabla 2
Valor promedio y desvio estandar de la calidad fisico-quimica de la miel empleada para el ensayo (Bm).

Parametro Valor
Diastasa (ID) 26,2+1,34
HMF (mg/kg) 2,05+0,32
Cenizas (%) 0,229+0,009
Acidez libre (meq/kg) 210,74
Humedad (%) 16,2+0,05
Color (mm Pfund) 40+0,38

Glucosa (%) 32,91
Fructosa (%) 35,31

Absorbancia 660 nm 0,127+0,58E-03

Tabla 3
Espectro mineral de la miel empleada para el ensayo (Bm).

Elemento Valor (mg/kg)

Potasio 774,33
Fésforo 53,04
Calcio 38,96
Azufre 2411
Hierro 1,45
Rubidio 0,37
Estroncio 0,11
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El tratamiento durante 8 hs a 60°C produjo una disminucién de humedad del 0,75% respecto a Bc,
ademas de un aumento del HMF de 2,34 mg/kg y del color de 3,5 mm. No se registraron variaciones de la
acidez libre. En relacién al fundido de los cristales, este el tratamiento logré el licuado de la miel con una
absorbancia de 0,172 (DS+0,005) a 660 nm, respecto de los 2,5 de absorbancia a 660 nm de la miel
cristalizada (Tabla 4).

El tratamiento de 8 h a 50°C manifesté una disminucion de humedad del 0,60%, un aumento del HMF
de 1,74 mg/kg, y del color de 2,5 mm, con respecto a Bc. Al igual que en el tratamiento a 60°C, no se
observaron variaciones en el contenido de acidez. El tratamiento presenté un licuado semejante al de los
tratamientos a 60°C y 40°C, con un nivel de licuado levemente menor (X= 0,180, DS+0,002) (Tabla 5).

Finalmente en el tratamiento de 8 h a 40°C, se present6 una disminucion de humedad de 0,85%, y un
aumento de HMF y del color de 2,34 mg/kg y 0,5 mm, respectivamente. No hubo diferencias en los
contenidos de acidez y se logré un licuado adecuado representado con una absorbancia de 0,185
(DS+0,003) (Tabla 6).

Tabla 4
Caracteristicas fisicogquimicas de miel con tratamiento de ultrasonido a 60°C durante 1 a 8 h de
tratamiento.

Tiempo (horas)

Parametro 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Humedad (%) 16,40+0,00d 16,30+0,00c 16,15+007c 16,20+000c 16,10+000c 1585+007b 1580+000b 1565+007a 1565+0,07a

Acidez (meqg/kg) 21+0,3 a 19,9+x0,3a 20,6+x0a 21,1*0,7a 21,5*x0a 21,1x0,7a 21,3x0,3a 21,3*0,3a 21,1+0,7a

HMF (mg/kg) 2,45:0,62a 1,95+1,9a 2,70:2,5a 2,43:0,8a 2,99:0,4a 2,99:0,8a 3,44106a 4,79:1,7a 4,79:0,4a
Color (mm) 43,5+0,58a 4475050 4475050 45 *0b 45 *0b 45 +*0b 465+058d 47 +0d 47 +0d
Abs. 660 nm 2,5+0,0f 07373:008c 0,187:0001a 0,188:0,002a 0,187¢0,00da 0,178:0,001a 0,177:0002a 017410004 0,172+0,005a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P<0,05).

Tabla 5
Caracteristicas fisicogquimicas de miel con tratamiento de ultrasonido a 50°C durante 1 a 8 h de
tratamiento.

Tiempo (horas)

Parametro 0 1 2 3 4 H] 6 T 8
Humedad (%) 16,40+0,0¢ 16,25+0,04c 16,0+0,07° 16,15+0,04c 16,15+0.07¢ 15,8+0,07° 1595+004* 158+0,07® 15,8+0,07°

Acidez (meq/kg) 210,32 21,1+0,72 21,3+0,32 20,3:0,6 20,6+0,32 210,62 19,9:0,32 19,9+1,32 2110,332

HMF (mg/kg) 2,45+0,622 2,40+0,82 3,89+0,42 3,89+0,87 2,84+0,62 3,14:x0,62 3,15+0,22 3,59+0,42 4,19+082
Color (mm) 435+0,582 4525+05" 4525405 45+ 0P 4554058 46 +0° 46 +0° 46 +0° 46 +0c¢
Abs. 660 nm 2,5+0,07 0,382+0,04¢ 0,235£0,04® 0,18720,006° 0,186+0,0022 0,186+0,0022 0,185¢0,002> 0,186%0,0012  0,180+0,0022

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05).
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Tabla 6
Caracteristicas fisicoquimicas de miel con tratamiento de ultrasonido a 40°C durante 1 a 8 h de
tratamiento.

Tiempo (horas)

Parametro 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Humedad (%) 16,4+0,00¢ 16,25+0,07¢ 16,2+0,07¢ 15,9+0,00® 1585+0,04®> 15,8+0,0° 1585+0,04® 1555+0,04b2 1555+0 0402

Acidez (meq/kg) 210,32 20,802 20,120,32 20,112 21,02:0,32 20,8+02 19,9+0,62 20,1+12 21,202

HMF (mg/kg) 2,45+0,622 2,45+0,82 2 44+0,52 2,50+0,82 2,32+0,62 2,67+0,82 3,14+1,12 3,55+0,62 4,79+1,12
Color (mm) 435+0582 4375:05% 435+0587 4 4+ 03 44+ 02 4325¢052 4 4 + 02 435:0588 4 4 + 0 a
Abs. 660 nm 2,500+07 2,500+07 1,425:0,1¢ 0,468:0,04° 0,376:0,02¢ 0,191:0,0042 0,188+0,0012 0,186:0,0022 0,185:0,0032

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05).

Como resultado del andlisis estadistico se observaron diferencias significativas en los contenidos de
humedad, color y absorbancia, y no significativas en HMF y acidez. Las humedades correspondientes a
los distintos tiempos y temperaturas presentaron una disminucion significativa respecto de Bc a partir de la
1°h a 60°C, 50°C y 40°C.

En el color los aumentos se produjeron a partir de la 1° h en los tratamientos a 60°C y 50°C, no habiendo
diferencias en el tratamiento a 40°C. los conglomerados de medias reflejan la asociacién de los valores
comprendidos entre 1° y 5° h (letra “b”), y entre 6° y 8° h (letra “d”) en el tratamiento a 60°C; en el tratamiento
a 50°C, dicha asociacion se dio entre 1° y 4° h (letra “b”), y entre 5° y 8° h (letra “c”).

En el nivel de licuado se observé una disminucion significativa de la absorbancia a partir de la 1° h de
los tratamientos a 60°C y 50°C, y de la 2° h del tratamiento a 40°C. Ademas, se advirtié una disminucion
semejante en varios de los tratamientos; esto se visualiza en la pertenencia al mismo conglomerado “a” de
medias de las 3 temperaturas: desde 2° a 8° h a 60°C, desde 3° a 8° h a 50°C y desde 5° a 8° h a 40°C.

Respecto del HMF, si bien se observé un aumento en relacion a Bc a las 8 h del tratamiento a las tres
temperaturas probadas, éstas no fueron significativas. Tampoco lo fueron las diferencias en la acidez libre
de ninguno de los tratamientos.

Tanto el HMF como la acidez libre no presentaron diferencias significativas entre los valores
correspondientes a los distintos tiempos.

En la Tabla 7 se representan los resultados de coeficiente de determinacion (R?), coeficiente de
correlacion (R), el tipo de cinética, la fuerza y el sentido de la regresién de aquéllas variables de respuesta
que mostraron diferencias significativas en los tratamientos de ultrasonido.

El coeficiente de correlacion (R?) refleja la bondad del ajuste de un modelo a la variable que se pretende
explicar, siendo que cuanto mas cerca de uno se sitle su valor, mayor sera el ajuste o fiabilidad del modelo,
es decir menor sera el desvio de la variable de respuesta respecto a su media. Los valores de mayor
fiabilidad de ajuste observados se presentaron en la humedad durante el tratamiento a 60°C (R? 0,95),
absorbancia 660nm a 40°C (R? 0,9) y color a 60°C (R? 0,87).

Para poder definir la velocidad u orden de la reaccion se realizaron regresiones lineales entre los valores
de los pardmetros de calidad en relacion al tiempo de tratamiento. Para las reacciones de orden cero se
consider6 el valor de la variable (Q) contra el tiempo de tratamiento (t), para las de orden uno el logaritmo
natural de Q vs t y para el segundo orden 1/Q vs t. Para elegir el tipo de cinética que mas se ajuste al
comportamiento de la variable respecto a los tiempos de tratamiento, se opto por aquéllas que presentaron
los mayores valores de R. El coeficiente de correlacion (R) es un indice que permite medir el grado de
relacion entre las variables (Q y t), y que cuanto mas cerca de 1 se sitde su valor, mayor serd la correlacion,
las cuales, segun su valor, se pueden clasificar en perfecta (R 0,96-1), fuerte (R=0,85-0,95), significativa
(R=0,70-0,84), moderada (R=0,50-0,69) y débil (R=0,49-0,20). Con respecto a la regresion, los valores
positivos de R indican un sentido ascendente, es decir que se produjo un aumento de la variable respuesta
(color) por cada aumento de la variable independiente (tiempo de tratamiento), por lo contrario, un valor
negativo indicé una disminucién en el valor de la variable de respuesta (humedad y absorbancia a 660 nm),
respecto al aumento en el tiempo de tratamiento.
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Tabla 7
Resultados del analisis de cinética quimica de los tratamientos de ultrasonido a 60°C 50°C y 40°C
durante 1 a 8 h.

Variable T°C ROrden ROrden R:Ofden Rg;g‘letgn Fuerza R?
cero 1 2 fa

60°C  -0,9768 -0,9765 0,9763 0 Perfecta 0,95
Humedad  50°c  -0,879  -0,878 0,878 0 Fuerte 0,77
40°C -0,962 -0,960 0,961 0 Perfecta 0,93
60°C 0,933 0931  -0,932 0 Fuerte 0,87
Color 50°c 0830 0826  -0,823 0  Significativa 0,69
40°C 0235 0234  -0,233 0 Débil 0,05

~80°C  -0591 0778  -0,683 1 Significativa 0,61
Abgggbr?:f'a 50°c  -0,596 0,802  -0,697 1 Significativa 0,64
40°C -0,871 0948  -0,936 1 Fuerte 0,90

Para estimar la cinética del comportamiento de las variables de respuesta, se seleccionaron aquellas
que presentaron un coeficiente de correlacién (R), igual o superior a la significancia (+0.70). Como resultado
se observé que la humedad presenté un comportamiento correspondiente a una cinética de orden cero
descendente, entre fuerte y perfecta, a los 60°C, 50°C y 40°C; el color mostré una cinética de orden cero
ascendente, entre fuerte y significativa, a 60°C y 50°C, respectivamente, y la absorbancia a 660 nm
representd una cinética de orden uno significativa descendente, a 60°C y 50°C vy fuerte descendente a
40°C. El comportamiento cinético de la humedad y color, presentaron cinéticas de orden cero, lo que indica
que ninguna de estas variables es dependiente de valor inicial. Por su parte la cinética del licuado, a partir
de sus valores de absorbancia, de orden uno, sefiala que la velocidad de licuado es proporcional al nivel
de cristalizacion de la miel (Tabla 7).

En la Figura 1 fueron representados los valores de las variables de respuesta en relacién a las horas de
duracion de los tratamientos, para las tres temperaturas experimentadas.

En concordancia a las lineas de tendencia del grafico de humedad, y considerando la pendiente de la
férmula de regresién derivada, se observa una disminucién de 0,10%, 0,07% y 0,10% de los contenidos de
agua de la miel, a 60°C, 50°C y 40°C respectivamente, por cada hora adicional de duracién del tratamiento.
En relacién al aumento del color resultante de los tratamientos a 60°C, 50°C y 40°C la tendencia fue de
0,40 mm, 0,30 mm y 0,06 mm respectivamente, por cada unidad de tiempo afiadida. Los pardmetros
humedad, color, HMF y acidez presentaron un comportamiento lineal, siendo el pardmetro humedad el que
presento la mayor linealidad o fiabilidad del modelo (R?).

Los procesos de cristalizacion de las mieles licuadas por el sistema de ultrasonido durante 2 h, 4 h, 6 h
y 8 h, a las tres temperaturas de tratamiento y almacenadas a 15°C+1 se representan en la Figura 2,
considerando al valor de 2,5 de absorbancia a 660nm, como punto final de la cristalizacion. El tratamiento
a 1 h a 60°C no fue suficiente para asegurar una miel liquida por un lapso de tiempo minimo de 6 meses,
ya que el maximo de cristalizacion se alcanzo a los 63 dias pos tratamiento. Por su parte los tratamientos
a la misma temperatura durante 2 y 3 h lograron la maxima cristalizacion después de los 6 meses (192
dias). Para tiempos superiores a 60°C de tratamiento la cristalizacion se encontré en el rango de 238 a 332
dias. En el tratamiento a 50°C las mieles tratadas durante 1 y 2 h cristalizaron entre los 77 a 85 dias, en
los de 2 y 3 h entre los 157 y 176 dias, en el de 4 y 5 h entre los 206 a 246 dias y en el de 8 h logré un
tiempo de cristalizacion igual al tratamiento en el mismo tiempo a 60°C, de 332 dias. En el tratamiento a
40°C durante una hora de duracion no llegé a fundir la miel, por su parte, en el de 2 h, si bien se logré un
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fundido parcial (1,5 de absorbancia), alos 12 dias la miel se encontraba totalmente cristalizada. En los
tratamientos de 3 y 4 horas, con una miel parcialmente licuada, con un nivel de 0,300 de absorbancia
aproximadamente, se alcanz6 el maximo de cristalizacion, a los 63 y 70 dias, respectivamente, ycon5y 6
h de tratamiento a los 185 dias. Finalmente los tratamientos durante 7 y 8 h a 40°C terminaron de cristalizar
a los 206 dias. La muestra de control (BLig), almacenada a 15°C, logré su méxima cristalizacion a los 77
dias, valor inferior al de los tratamientos experimentados, a excepcién de aquellos tratamientos en donde
el nivel de licuado al tiempo 0 se encontré por arriba de los 0,250 de absorbancia: 1 h a 60° y50°C,y 1 a

4 h a40°C.
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Figura 1

Comportamiento de la humedad (%), acidez (meg/kg), HMF (mg/kg), absorbancia a 660 nm y color (mm)
de la miel durante los tratamientos de ultrasonido a 60°C, 50°C y 40°C en un rango de tiempo de 1-8 h.
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Figura 2
Comportamiento de la cristalizacién de la miel tratada a 60°C, 50°C y 40°C durante 2, 4, 6 y 8 h de
tratamiento.

DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se ha podido observar que los tratamientos
con ultrasonido de 40 kHz y de una potencia ultrasénica de 80 W, en combinacién con temperaturas de
60°C y 50°C durante 4° h y 8° h respectivamente, han logrado retrasar la cristalizacién por un lapso de
tiempo superior a los 300 dias. Estos valores son similares a los obtenidos por Kai (2000), quien en
tratamientos de frecuencias de 20 kHz sobre mieles australianas observé que permanecian en estado
liquido durante 350 dias, advirtiendo un 20% de retardo de cristalizacion respecto a los tratamientos
térmicos tradicionales. También hay coincidencia con Angeles Santos et al. (2016) y Dariusz et al. (2007),
quienes con tratamientos de 42 kHz y 40 kHz a 20°C observaron un aplazamiento significativo de la
solidificacién de las muestras almacenadas, con una mejora del estado de la masa cristalina fina. El
proceso de cristalizacion en las muestras sometidas a los tratamientos experimentados en comparacion
con la muestra BLig, muestra que el tratamiento de ultrasonido a 40°C durante 8 h es eficiente para lograr
el retardo en la cristalizacion del producto. Por su parte los tratamientos a 60°C y 50°C durante 8 h
mantuvieron la miel en estado liquido a los 6 meses de su almacenamiento a 15°C.

En relacion a la alteracion de los parametros de calidad resultantes de los tratamientos experimentados,
el aumento en el color es coincidente con los resultados obtenidos por Quintero-Lira et al. (2017), que
advirtieron un oscurecimiento del color directamente proporcional a los tiempos de duracién de los
tratamientos a 42 kHz. Adicionalmente la variacioén no significativa del HMF obtenido en el presente trabajo
es coincidente con los observados por Quintero-Lira et al. (2017) y opuestos a los informados por Nunta &
Intipunya (2013) y por Thrasyvoulou et al. (1994) quienes encontraron aumentos en el contenido de HMF
después de un tratamiento de 45,5 kHz y 23 kHz en el rango de temperaturas de 25°C a 82°C de 25 min a
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1,5 h. Cabe indicar que en caso de utilizar el método en mieles con mayor HMF de base, se considere que
éste parametro se elevara. Con respecto a la pérdida de humedad, no se encontraron referencias que
permitan discutir los resultados, sin embargo es importarte resaltar que es un aspecto positivo en mieles
cuyos contenidos de agua son elevados, ya que permite una mejor conservacion del producto frente al
ataque microbiano.

CONCLUSIONES

La Argentina se caracteriza por la venta de miel a granel, siendo el fraccionamiento del producto un
agregado de valor que permite ampliar el margen de ganancia de los productores apicolas, y por lo tanto
su sustentabilidad productiva. Para el fraccionamiento se requiere asegurar un producto que desde el punto
de vista del consumidor cumpla con los estandares demandados, como son la fluidez y apariencia, ademas
de conservar su calidad. A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se observa que el
sistema de ultrasonido se presenta como una alternativa de reemplazo de los sistemas tradicionales
empleados sobre la miel para lograr su licuado, ya que si bien se vieron alterados algunos de los pardmetros
de calidad, a favor de lograr un estado liquido del producto prolongado, estas variaciones no superaron los
valores dispuestos en las reglamentaciones ni ocasionaron importantes cambios en la calidad comercial
del producto. Es importante resaltar que esta situacién puede variar cuando los valores iniciales de los
parametros fisicoquimicos, y particularmente el del HMF, fueran diferentes a los valores encontrados en el
presente trabajo, de ahi la importancia de conocer la calidad de la miel previamente a la aplicacion de un
tratamiento térmico para evitar dafiar el producto, que ocasionaria circunscribir la comercializacion hacia
los mercados menos exigentes.
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