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Resumen y Abstract IX

Resumen

Titulo en espafiol: Evaluacion del proceso de cristalizacion inducida en miel de
plantaciones forestales de Acacia mangium

*Descripcion:

La miel sufre un proceso de cristalizacion natural al ser una solucién sobresaturada en
glucosa. La velocidad de este proceso depende esencialmente de su composicion
guimica, aunque los procesos tecnoldgicos (tratamientos fisicos y térmicos) también son
importantes. La miel proveniente de plantaciones forestales de Acacia mangium en
Vichada es un producto que tiende a formar rapidamente cristales de dimensiones visibles,
lo que afecta su comercializacion. La cristalizacién inducida o granulacion es una
alternativa para controlar la tasa de crecimiento (tamafio y forma cristalina) y de nucleacion
(numero de cristales). En ella se adiciona a la miel una sustancia semilla o inoculante
(azucares o miel) con cristales de menores dimensiones y se hace agitacion con el fin de
conferirle caracteristicas fisicas y texturales deseables. El objetivo fue evaluar el proceso
de cristalizacion inducida en este tipo de miel. Inicialmente se analiz6 la correlacién entre
variables de respuesta actividad de agua, turbidez (absorbancia a 660 nm), color (L*, a*,
b*, matiz, croma) y textura (firmeza y cohesividad). Posteriormente se optimizé el proceso
de granulacién para poder lograr un producto con una similitud en las variables medidas
respecto a la miel empleada como "testigo comercial" utilizando un disefio Box-Behnken,
con paradmetros el tiempo (1, 5y 10 min) y velocidad de agitacion (250, 500 y 750 rpm) y
porcentaje de semilla inoculada (0, 5 y 10%). Ademas, se determinaron las diferencias
respecto a la miel sin agitacion y sin inoculacion (testigo control o cristalizacion natural no
dirigida) y a la miel usada como semilla (testigo comercial y con las propiedades
organolépticas deseadas). La actividad de agua de todas las muestras aumenta con el
tiempo con valores entre 0,573+0,011 y 0,613+0,009, estabilizando su valor desde el dia

15 de almacenamiento. Se observaron variaciones importantes en los valores de los
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componentes cromaticos a* y b* entre los tratamientos con una proporcién elevada de
inoculante en comparacién con las muestras que tenian una cantidad menor de miel
semilla afiadida. De la misma forma, la turbidez de los tratamientos (pasados 15 dias de
almacenamiento a temperatura controlada de 14+1°C) fue en promedio 2,72+0,028
unidades de absorbancia a 660 nm, tendiendo a tener valores similares a los de la
miel con cristalizacion natural. La firmeza y la cohesividad de las muestras sin
adicion de miel semilla tenian un valor de hasta dos 6rdenes de magnitud inferiores
en comparacion al resto de tratamientos. Por otro lado, se encontré una correlacion

significativa entre variables como la absorbancia con la firmeza (r>=0,75™) o la
cohesividad (r?=0,74"), mostrando cémo el cambio en las propiedades texturales esta
relacionado con la formacion de cristales medida por la turbidez. Ademas, el factor semilla
es mucho mas significativo que la velocidad o el tiempo de agitacion, con lo cual implica
gue en la granulacién en esta miel es mas importante la velocidad de nucleacion que la de
crecimiento. Con el PCA se establecieron tres componentes: el primero esta mas
fuertemente influenciado por las variables texturales y la actividad de agua, y explica el
43,9% de la varianza observada; el segundo componente esta mas definido por las
coordenadas de color (24,6%). Al realizar la optimizacién se encontrd que el procedimiento
Optimo estaba definido por tiempo de 2,5 min, velocidad de 850 rpm y porcentaje de semilla
del 7%. Una vez definido el tratamiento 6ptimo se procedié a evaluar la variacién de
propiedades texturales, colorimétricas, micromorfolégicas, calorimétricas y reolégicas
durante el tiempo de almacenamiento a 14+1°C y en oscuridad. En este caso, la actividad
de agua (de 0,546+0,001 en el dia inicial a 0,557+ 0,002 en el 18), la turbidez (absorbancia
de 3,27+0,01 en el dia 18), el diametro ponderado medio, la firmeza (30.967,0+2400,0 g
en el dia 15) y la cohesividad (86.411,0+9465,0 g s en el dia 15) aumentaron con el tiempo.
Las coordenadas CIELab y los indices de color no presentaron diferencias significativas
excepto el angulo de matiz que aumentd. La entalpia de la miel aumenté a 550 kW/g en el
ultimo dia de evaluacién con temperaturas de fusion entre 40 y 60°C. La reologia sigui6
los comportamientos esperados para el médulo de pérdida (G”) y almacenamiento (G’).
Con todo lo anterior, se observo que en miel de Acacia mangium la cristalizacién esta
controlada por el crecimiento, de tal manera que aumentando la cantidad de nucleos

mejora las propiedades sensoriales.

Palabras clave: miel, cristalizacion inducida, optimizacion
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Abstract

Evaluation of the induced crystallization process in honey from forest plantations of

Acacia mangium

Honey experiments a natural crystallization process as it is a supersaturated glucose
solution. The speed of this process essentially depends on its chemical composition,
although the technological processes (physical and thermal treatments) are also important.
Honey from Acacia mangium forest plantations in Vichada is a product that tends to quickly
form crystals of visible dimensions, which affects its commercialization. Induced
crystallization or granulation is an alternative to control the rate of growth (size and
crystalline shape) and nucleation (number of crystals). In the commercial way, a seed or
inoculant substance (sugars or honey) with smaller crystals is added to the honey and
agitation is done in order to confer desirable physical and textural characteristics. The
objective was to evaluate the crystallization process induced in this type of honey. Initially,
the correlation between response variables water activity, turbidity (absorbance at 660 nm),
color (L*, a*, b* hue, chroma) and texture (firmness and cohesiveness) was analyzed.
Subsequently, the granulation process was optimized in order to achieve a product with
similar measured variables with respect to the honey used as "commercial control" using a
Box-Behnken design, with parameters of time (1, 5 and 10 min) and the shaking speed
(250, 500 and 750 rpm) and percentage of inoculated seed (0, 5 and 10%). In addition, the
differences were determined with respect to honey without agitation and without inoculation
(control control or undirected natural crystallization) and honey used as seed (commercial
control and with the desired organoleptic properties). The water activity of all the samples
increases with time with values between 0.573+£0.011 and 0.613+0.009, stabilizing its value
from day 15 of storage. Significant variations in the values of the chromatic components a*
and b* were observed between the treatments with a high proportion of inoculant compared

to the samples that had a lower amount of honey added. In the same way, the turbidity of
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the treatments (after 15 days of storage at a controlled temperature of 14+1°C) was on
average 2.72+0.028 absorbance units at 660 nm, tending to have values similar to those
of honey with natural crystallization. The firmness and cohesiveness of the samples without
the addition of seed molasses had a value of up to two orders of magnitude lower compared
to the rest of the treatments. On the other hand, a significant correlation was found between
variables such as absorbance with firmness (r2=0.75***) or cohesiveness (r2=0.74***),
showing how the change in textural properties is related to crystal formation as measured
by turbidity. In addition, the seed factor is much more significant than the speed or the
agitation time, which implies that in the granulation in this honey the speed of nucleation is
more important than that of growth. With the PCA, three components were established: the
first is more strongly influenced by textural variables and water activity, and explains 43.9%
of the observed variance; the second component is more defined by color coordinates
(24.6%). When performing the optimization, it was found that the optimal procedure was
defined by a time of 2.5 min, a speed of 850 rpm and a seed percentage of 7%. Once the
optimal treatment was defined, we proceeded to evaluate the variation of textural,
colorimetric, micromorphological, calorimetric and rheological properties during the storage
time at 14+1°C and in the dark. In this case, the water activity (from 0.546+0.001 on the
initial day to 0.557+0.002 on the 18th), the turbidity (absorbance of 3.27+0.01 on the 18th
day), the mean weighted diameter, the firmness (30,967.0+£2400.0 g on day 15) and
cohesiveness (86,411.0+9465.0 g s on day 15) increased over time. The CIELab
coordinates and the color indices did not present significant differences except for the hue
angle that increased. The enthalpy of honey increased to 550 kW/g on the last day of
evaluation with melting temperatures between 40 and 60°C. The rheology followed the
expected behaviors for the modulus of loss (G") and storage (G'). With all of the above, it
was observed that crystallization in Acacia mangium honey is controlled by growth, in such

a way that increasing the number of nuclei improves sensory properties.

Keywords: honey, induced crystallization, optimization
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Introduccioén

El cultivo de Acacia mangium como forestal y recuperador de ecosistemas en el Vichada
ha incentivado la actividad apicola, pasando de 1.592 en 2016 (Castro Mercado et al.,
2017) a 4.087 colmenas y un rendimiento de 40 kg de miel por colmena al afio (Cadena
Productiva de las Abejas y la Apicultura, 2021). La miel producida en estas condiciones, a
pesar que tiene excelentes propiedades funcionales se caracteriza por la rapida formacion
de cristales que pueden llegar a tener un gran tamafio (mayores a 1 mm de diametro),
siendo visibles a simple vista ( Castro Mercado et al., 2017), especialmente cuando la miel
es transportada a ciudades con mayor altitud como Bogota o Medellin. Lo anterior esta
relacionado con un proceso natural de solidificacién como consecuencia de la cristalizacion

de los azucares que la constituyen (ICONTEC, 2007).

La miel, independiente de su origen y de su proceso de envasado, se afecta por el
fendmeno de cristalizacién, la velocidad de formacién y en la morfologia de los cristales
dependen del origen botanico y geografico de la muestra, Sanchez, Castafieda, Mufios, &
Tellez, 2013, indican que la cristalizacion natural de la miel produce un cambio de las
propiedades organolépticas (sabor, textura y color). La presencia de cristales grandes,
origina un producto no homogéneo (con separacion de fases liquida y sélida), opaco (mas
oscuro de lo tradicional), turbio (con manchas blanquecinas) y con apariencia cerosa, que
puede ademas afectar su viscosidad y su capacidad de almacenamiento (Venir, Spaziani,
& Maltini, 2010), la sensacion en el paladar y finalmente, la aceptacion por el consumidor
(Amariei, Norocel, & Scripca, 2020). Azémar, Nevers, Laurie, Poirot, & Le Ball, 2011,
demostraron que una miel tiende a ser mas apreciada en el mercado en su forma liquida,
ademas el aumento de la actividad del agua promovida por la formacién de cristales de
glucosa puede provocar el crecimiento de levaduras y fermentaciones no deseadas
(Dettori, Tappi, Piana, Dalla Rosa, & Rocculi, 2018)

El incremento en la produccién de miel impulsa la apertura de nuevos mercados, la

comercializacion de productos apicolas se afecta por sus caracteristicas tecnoldgicas de
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diferenciacién y del precio (Vargas Abella, 2016). Los productores que disponen de la
tecnologia evitan o retrasan la cristalizacion fundiendo o disolviendo los cristales mediante
tratamiento térmico controlado (por 20-30min a 35-40°C) o mediante pasteurizacién previa
al envasado (calentamiento instantdneo hasta 80°C seguido de filtracion a presion). Sin
embargo, el aumento de temperatura reduce la calidad del producto por la pérdida de
compuestos termolabiles, aromaticos, volatiles y bioactivos, ademas de la produccion de
hidroximetilfurfural (HMF). En este sentido, se han reportado otras alternativas como la
ultrafiltracion (para retener particulas como cera o polen menor a 80 um), tratamientos con
ultrasonidos (que destruyen la estructura cristalina), aplicacion de energia de microondas
o de infrarrojos (IR), el uso de aditivos (acido isobutirico o el &cido sérbico o trehalosa) y
disminucion de temperatura (-40°C); los cuales, si bien reducen el porcentaje de
cristalizacion, son costosos y dificiles de implementar (Amariei et al., 2020).

Pese a que el proceso de granulacion en la miel es natural y no puede detenerse de
manera definitiva, puede aprovecharse de manera dirigida controlando el tamafio y nimero
de los cristales formados (Frigerio Tisi, 2010). Algunas técnicas han sido desarrolladas
para guiar el proceso de cristalizacion hacia un producto final con una estructura cristalina
fina, estable a temperatura ambiente, una apariencia agradable (homogénea, cremosa,
untable) que podria tener buena recepcion en los consumidores (Chen, Lin, Wu, & Chen,
2009) (Calderone, 2002). Una de esas técnicas para obtener miel de abejas cremosa o
miel cremada es someterla a un proceso fisico (batido, agitacion u homogenizacion) o por
inoculacion (adicion, introduccién, incorporacién) de cristales de otra miel u otras

sustancias (sacarosa o glucosa) (Krishnan, Mohammed, Kumar, & SH, 2021).

Con base en lo anterior, la presente investigacion evalud el proceso de cristalizacion
natural e inducida en miel del Vichada. Para ello, se analiz6 el efecto que tienen diversos
parametros de proceso (tiempo, velocidad de agitacion y adiciébn de semilla) en las
caracteristicas del producto cristalizado correlaciondndolos con propiedades visuales
como el color (componentes de color, matiz, saturacion, luminancia) como la turbidez
(absorbancia), texturales (como firmeza y cohesividad) y fisicoquimicas (como actividad de
agua). Una vez se definio el tratamiento Optimo, se caracterizd el producto durante el
tiempo de almacenamiento utilizando variables de respuesta como la actividad de agua, la
firmeza, cohesividad, turbidez, coordenadas de color, didmetro ponderado medio de los
cristales, médulo de pérdida y almacenamiento, viscosidad, temperatura y entalpia de

fusion.
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Por lo anterior, se planteé la pregunta de investigacion:
¢ Cual es el efecto que tiene la cristalizacién inducida en las propiedades sensoriales,
fisicoquimicas, microscépicas, térmicas, texturales y reologicas de miel de Acacia

mangium?

Por lo tanto, se establecieron los siguientes objetivos:
General:
o Evaluar el efecto del proceso de cristalizacion inducida en miel de plantaciones

forestales de Acacia mangium.

Especificos:
e Correlacionar el comportamiento fisicoquimico, visual y textural de la miel con
cristalizacion natural y la miel sometida a cristalizacion inducida
e Evaluar los cambios fisicoquimicos, sensoriales, micromorfol6gicos,
termodindmicos y reoldgicos en el proceso de cristalizacion inducida de miel de
plantaciones forestales de Acacia mangium.

El trabajo se organizé en tres capitulos:

El primer capitulo hace una revisién de literatura acerca de los principales factores que
intervienen en la cristalizacion natural de la miel. Empieza mostrando la composicion
guimica de la miel de estudio y el proceso de cristalizacién natural de la miel (cambios
composicionales y formacion de fases). Posteriormente se analizan los factores que
afectan la velocidad de cristalizacién y se muestra como la cristalizacion inducida (o
granulacion) es una alternativa para el control de la tasa de nucleacion y crecimiento

cristalino.

El segundo capitulo, presenta la correlacion entre parametros del proceso de cristalizacion
inducida (velocidad, tiempo de agitacion y porcentaje de adicidon de la semilla) con algunas
propiedades sensoriales de la miel como la turbidez (absorbancia), color, textura (firmeza
y cohesividad) y la actividad de agua (como indicador del cambio de fase), ademas
presenta la optimizacién del proceso de granulaciéon para poder realizar comparaciones y
establecer diferencias entre la miel sin tratamiento (cristalizacion natural) y la que estuvo

sometida a cada tratamiento (cristalizacion inducida).
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Finalmente, el tercer capitulo evalla los cambios en el comportamiento sensorial (turbidez,
color, textura), reolégico (médulos de pérdida y almacenamiento), termodindmico vy
microscapico que sufrié la miel sometida al tratamiento 6ptimo. Con esto se puede analizar
a mayor profundidad la influencia de los tratamientos de cristalizacion en la miel y se dota

al productor de recursos a la hora de buscar alternativas y tomar decisiones empresariales.



1.Cristalizacion natural e inducida en miel

La miel es una “sustancia dulce producida por las abejas a partir del néctar de las flores,
de secreciones de partes vivas de las plantas, o de excreciones de insectos succionadores
sobre partes vivas de las plantas, las cuales son recolectadas, transformadas mediante la
combinacién con sustancias especificas de las abejas, depositadas, deshidratadas,
almacenadas, y dejadas en el panal hasta su maduracién” (Codex Alimentarius, 2019). En
la NTC 1273 se define miel (exclusivamente de Apis mellifera) como la “sustancia natural
azucarada producida por abejas obreras de diferentes especies a partir del néctar de las
plantas o de secreciones de partes vivas de plantas o excreciones de insectos chupadores
sobre partes vivas, recolectadas por las abejas, transformada por combinacion con
sustancias especificas propias de las abejas, depositada, deshidratada, almacenada y

colocada dentro de las celdillas del panal para su madurez” ICONTEC, 2007).

En el caso de las mieles, estas tienden a separarse naturalmente en una fase cristalina en
el fondo y una fase liquida en la cima. Lo anterior ocurre debido a la cristalizacién o
granulacion, que es el proceso por el cual cristales sélidos de un soluto se forman dentro
de una solucion sobresaturada (Gleiter, Horn, & Isengard, 2006), Debido a lo anterior, la
estandarizacion por grados de la miel que se aplica en los Estados Unidos cataloga este
producto en tres grados: liquido (libre de cristales visibles), cristalizado (granulada o sélida
sin importar si es confitada, pasta de azlcar o cremada) y parcialmente cristalizado

(mezcla entre liquido y cristalizado) (Agricultural Marketing Service, 1985).
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1.1 Quimica de la cristalizacion de la miel

1.1.1 Composicion

La miel es esencialmente una mezcla homogénea y sobresaturada de monosacaridos
como glucosa, fructosa y en menor medida de sacarosa. Ademas, contiene cantidades
menores de acido glucénico, lactona, compuestos nitrogenados, minerales y vitaminas
(Frigerio Tisi, 2010), acidos organicos, enzimas y particulas sdlidas derivadas o
provenientes del proceso apicola (Da Silva, Gauche, Gonzaga, Costa, & Fett, 2016). Los
monosacaridos representan tipicamente el 80-85% de los solidos en la miel, aunque en la

mayoria de mieles la fructosa es la predominante (Cavia et al., 2002)

Castro Mercado, 2018, encontr6 que la miel del Vichada proveniente de plantaciones
forestales de Acacia mangium tiene un contenido de humedad, cenizas y conductividad
ajustada a las normas internacionales (Tabla 1-1), mientras que la acidez libre estaba muy

cercana al limite (50 meg/kg) (Consejo Econémico Europeo, 2001)

Tabla 1-1 Parametros fisicoquimicos promedio de las mieles provenientes de

plantaciones de Acacia mangium en el dpto de Vichada

Propiedad Valor Unidad
Humedad 19,42 £+ 1,15 %
Cenizas 0,09 + 0,06 %
Conductividad eléctrica 558,80 + 80,88 puScm!
pH 3,60 +0,21

) libre 41,7+35 meq kg?
Acidez i
lacténica 4,63 + 4,63 meq kg?

Fuente: Castro Mercado, 2018

En cuanto a la composicion quimica de la miel (Tabla 1-2), Castro Mercado, 2018, encontrd
gue el contenido de azucares reductores (glucosa y fructosa) fue en 69,00 + 7,88 %m/m,
siendo superior al limite establecido por el Consejo Econémico Europeo, 2001, de 60%.
Los monosacaridos son los responsables de las propiedades fisicas y quimicas del
producto como la viscosidad, la higroscopicidad y la cristalizacién (Cavia et al., 2002). Por
otro lado, el contenido de potasio es altamente dependiente de la época en la que se

cosecha la miel y el contenido de cobre es muy variable.
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Tabla 1-2 Composicion promedio de miel de abejas procedente de plantaciones

forestales de Acacia mangium en Vichada

Tipo de componente Componente Concentracion
. Glucosa 34,1+ 3,61
Monosacarido
Fructosa 34,9+ 4,33
Sacarosa 8,94 + 2,39
Turanosa 1,56 £ 0,65
Azlcares (%) Disacéarido Maltosa 0,43 + 0,39
Isomaltosa Inferior a 0,1
Trehalosa Inferior a 0,1
_ . Melecitosa 0,65+ 0,35
Trisacarido
Erlosa Inferior a 0,1
Potasio 219,85+ 134,71
Calcio 119,83 + 34,51
Mayores i
) Sodio 73,35+ 40,79
Mineral i
L Magnesio 21,33+7,22
(mg kg™) .
Hierro 4,78 + 2,82
Menores Zinc 3,66 + 2,03
Cobre 1,41 + 0,99
Compuestos . . . .
Acidos organicos Acido glucénico 10,3+ 0,88

organicos (g kg™)

Fuente: Castro Mercado, 2018

1.1.2 Solubilidad

Los azlcares en soluciones acuosas sufren un gran namero de interacciones, tanto con
moléculas del agua, otras moléculas y con ellas mismas (Hartel & Shastry, 1991), aunque
estas moléculas estan atraidas preferencialmente mas a unos solutos que a otros
(hidratacion). En la miel, el agua esta principalmente fijada a los carbohidratos por puentes
de hidrégeno, donde sus grupos hidroxilo interactian con las moléculas de agua, aunque
la disponibilidad y orientacion de estos grupos depende del tipo de monosacarido y su
autoasociacion (Gleiter et al., 2006; Subbiah, Blank, & Morison, 2020)

La solubilidad es la concentracion en la cual el azucar en solucién (fase liquida) se

encuentra en equilibrio con el azucar en la fase soélida (cristal). La solubilidad de cada
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azucar depende de la especie molecular de la que se trate y la temperatura (Hartel &
Shastry, 1991). Como se observa en la Figura 1-1, a temperatura ambiente el carbohidrato
simple més soluble de los constituyentes de la miel es la D-fructosa (gracias a que su
estructura permite la formacion de mas fuerzas atractivas con las moléculas de agua
resultando una mayor interaccién entre el solvente y soluto) seguida de la sacarosa y
glucosa (Silva, 2010).

Cualquier soluto cristaliza fuera de la solucién cuando su concentracién es mayor que el
valor de su solubilidad, a una temperatura y presion caracteristicas dadas. En la miel, que
se encuentra en estado de sobresaturacién, como la glucosa es el componente menos

soluble, esta cristaliza extrayéndose de la solucién (Krishnan et al., 2021).

Figura 1-1: Solubilidad de fructosa, glucosa y sacarosa en agua. Se presenta
Unicamente de la forma mas importante a la temperatura analizada
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Fuente: Silva, 2010
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Para que ocurra la cristalizacién se debe generar un estado de sobresaturacion, que ocurre
cuando la concentracion actual del soluto excede la concentracion de saturacion
(solubilidad) del soluto (Bund & Hartel, 2010). La sobresaturacién puede ocurrir por
remocién del solvente (evaporacién, separacion por membranas, crioconcentracion),
enfriamiento de la solucion, cambiando el pH o la fuerza ibnica, adicibn de un solvente

miscible o complejamiento y precipitacion quimica (Berk, 2009).

La regién de concentraciones entre la concentracion en la saturacién y la concentracion
critica se llama regibn metaestable y se puede observar en un diagrama de
sobresaturacion. La regién varia con la temperatura, la tasa de agitacion y el nivel de
aditivos o impurezas puesto que la concentracidon critica esta relacionada con los
requerimientos para la formacién de una fase soélida (energia barrera de la nucleacion). De
esta forma, cualquier perturbacion puede causar cristalizacion. Por ejemplo, bajo
condiciones de agitacion la supersaturacion critica para la nucleacion puede disminuir. En
el caso de la glucosa, a bajas temperaturas y concentraciones la region metaestable es
muy amplia y su tamafio disminuye con el aumento de temperatura o concentracion (Hartel
& Shastry, 1991)

Teniendo en cuenta el gréfico anterior y la composicion reportada por Castro Mercado,
2018, se puede observar que la miel es una solucién naturalmente sobresaturada de

carbohidratos simples en la que el agua representa menos del 20% (Amariei et al., 2020).

1.1.3 Proceso de cristalizacion

En la miel en estado liquido las moléculas de glucosa se mueven libremente en una matriz
en la que el agua esta en poca concentracion. Durante el proceso de cristalizacién ocurre
una disminucién de la energia traslacional, rotacional y vibracional de estas (Odian, 2004)
en un equilibrio dinamico, en el cual pueden en su movimiento aleatorio (térmico),
acercarse unas a otras (Hartel & Shastry, 1991). Una vez las energias traslacionales y
rotacionales de las moléculas son nulas, y si ciertos requerimientos de simetria se
cumplen, se forman regiones de agrupamiento de estas dentro de la solucion (Odian,
2004).
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En este punto empieza la formacién de dominios o cllusteres (centros de nucleacion en
soluciones sobresaturadas) (Hartel & Shastry, 1991), que son regiones en la que las
moléculas de los solutos estan en mayor concentracién (Husband, 2014), por encima del
valor de la solubilidad, respecto del resto de la solucién. En consecuencia, las moléculas
del azlUcar se alinean espacialmente, interactuando entre ellas en un empaquetamiento
reticulado con patrones definidos para formar cristales, cada uno conteniendo muchas
moléculas orientadas (Penfield & Campbell, 1990; Odian, 2004). En simulaciones
moleculares (Ma et al., 2017; Naik, Gandhi, Thakur, & Nanda, 2019), encontraron que a 0
ps (picosegundos) las moléculas de azucares se encontraban en posiciones aleatorias
distribuidas por el sistema, gradualmente algunos nucleos se empiezan a formar en la fase
amorfa, posteriormente, el cristal empieza a crecer hasta que se forma una estructura

cristalina ordenada con una morfologia cubica.

El proceso de cristalizacién continua hasta que la concentracion interna de glucosa
aumente en un punto en al cual no se puede remover mas glucosa de la solucién (Conforti,
Lupano, Malacalza, Arias, & Castells, 2006). La composicién de cristales purificados de
miel para (Venir et al., 2010), arrojo que el 73,02% es glucosa, 2,11% fructosa, el 1,5% son
otros azlcares y el agua correspondié a 7-8% del peso del cristal purificado. La miel natural
contiene entre 17 y 19% de agua, mientras que los cristales sélidos de glucosa

monohidratada poseen 9,09% de esta (Calderone, 2002).

Al mismo tiempo, como la fructosa es mas soluble en agua que la glucosa, esta ultima
cristaliza, precipita y sale de la solucién mientras la disolucién (licor madre) se vuelve mas
concentrada en fructosa (Conforti et al., 2006). Asi mismo, cuando se forman los cristales
de glucosa monohidratada hay liberacion de moléculas de agua de hidratacion, aunque
una molécula de agua se queda dentro de la estructura cristalina (Gleiter et al., 2006; Venir
et al., 2010) quedando los clusteres de azucar rodeados por un alto nUmero de moléculas
de agua y, con esto, un aumento en la concentracion aparente de agua fuera de los
dominios (B. Bhandari & Bareyre, 2003; Hartel & Shastry, 1991). De esta forma hay una
ganancia neta de agua en la solucion (Subbiah et al., 2020), y por tanto cambios en el
color, textura y sabor de la miel. Incluso, puede presentarse pérdida de la calidad comercial

por la separacion de fases, la sedimentacion o fermentacion.
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1.1.4 Estado fisico

Al inicio de la cristalizacion la miel es un liquido viscoso (con todos sus azucares en estado
amorfo) de una solucion coloidal en la cual las particulas no son visibles a simple vista (10
”a 10* cm de diametro), y no se depositan en la disolucién (Bhandari, D’Arcy, & Chow,
1999; Costa et al., 2013).

En el estado metaestable de la miel (Qque se puede considerar como una soluciéon de
cristales), la interaccion soluto-solvente es fuerte mientras que la solvente-material
cristalino esta limitada a la superficie de la fase cristalina (componente no soluble)
(Bhandari & Bareyre, 2003). Asi se produce una transicion de fases formando una mezcla
entre una fase cristalina, compuesta por una suspension sélida de glucosa y una liquida
compuesta por agua y fructosa (Bakier, 2009; Crane & Visscher, 2009). De esta forma,
como los cristales tienen una densidad aparente menor que la regién acuosa que los
rodean (Hartel & Shastry, 1991), hay una separacion de las fases que depende del tamafio

del cristal.

La formacién de un liquido sobrenadante es caracteristica de una formacién de cristal
lenta, donde una gran cantidad de cristales tiende a asentarse en el fondo del frasco debido
a las fuerzas gravitacionales (Costa et al.,, 2015). Tosi, Ré, Lucero, & Bulacio, 2004,
reportan que las fases cristalina y acuosa coexisten durante un tiempo mas, en el cual la
actividad de agua aumenta. Esto hace que la concentracion de glucosa en la fase liquida
continde disminuyendo debido a la continua liberacién de moléculas de agua de la fase

sélida en formacion.
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1.2 Mecanismo de la cristalizacion

Bund & Hartel, 2010, y Krishnan et al., 2021, exponen que la cristalizacion envuelve cuatro
pasos. En el primero ocurre la generacion de un estado sobresaturado o superenfriado
(generacion de la fuerza impulsora). Una vez se activa la fuerza impulsora, empieza la
nucleacién que es la formacion de nicleos de la estructura de red cristalina. Este es un
fendmeno combinado de difusion y adsorcion del soluto. El tercer paso es el crecimiento
gue es el aumento del tamafio de los nlcleos hasta que se alcanza el volumen de fase de
equilibrio. El Gltimo paso es la recristalizacion o la reorganizacion de la estructura cristalina

para reducir ain mas la energia libre (P. A. Sopade, Halley, & Junming, 2004) (Tan, 2004).

1.2.1 Desarrollo de la fuerza impulsora.

Termodinamicamente el punto de equilibrio entre dos fases se da cuando la diferencia de
potencial quimico entre la fase liviana (solucién) y la pesada (cristales) es cero (Hartel &
Shastry, 1991). En el equilibrio de solubilidad en la cristalizacion espontanea del
monohidrato de glucosa de la solucién supersaturada, los potenciales quimicos son los
mismos en el cristal y en la solucién, por lo tanto la actividad de agua de una solucién
saturada es constante, independiente de la proporcién de las fracciones cristalina y en
solucion (B. Bhandari & Bareyre, 2003).

A pesar que la miel se encuentra en un estado de sobresaturacién de glucosa, y por lo
tanto de no equilibrio termodinamico, (Zamora & Chirife, 2006) por lo general no cristalizara
hasta que la fuerza impulsora sobrepase cierto valor critico. Khaleghi, Sadrameli, &
Manteghian, 2020, exponen que esta fuerza impulsora es funcién del potencial quimico
entre la solucién supersaturada y la saturada. Recordando que el potencial quimico (p)
esté relacionado con la actividad del soluto (a) y la temperatura (T, en escalas absolutas),

donde R es la constante de los gases, por medio de la Ecuacion 1-1

U=y + RTlna (1-1)
El potencial quimico de la glucosa es una funcién de la concentracion del soluto en el
liquido sobresaturado (c) y en equilibrio (Ceq) Y €l coeficiente de actividad (y). Este es mayor
en la fase liquida que en el sélido debido a su alta actividad (medida indirectamente por la
concentracion). Asi, se genera una fuerza impulsora (diferencial de potencial quimico) que
favorece la transicion de fases y el exceso de soluto por encima de la saturacioén cristaliza

(B. Bhandari & Bareyre, 2003). Esta diferencia en el potencial quimico entre la solucién
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concentrada y la condicién de equilibrio se reduce por transferencia de algunas moléculas
de soluto de un estado liquido (miel) al estado sélido (cristal de glucosa) (Bund & Hartel,
2010). Con esto, la formacién de cristales de glucosa lleva a una sustraccion de sdlidos

solubles de la miel (Venir et al., 2010).

La concentracion en equilibrio es la solubilidad en equilibrio o solubilidad normal y que
puede obtenerse de los datos encontrados por (Peres & Macedo, 1997). Y asi se tiene una

definiciébn de super saturacion, S conforme a la Ecuacion 1-2:

A Uiig—H a c ¢ c—c,
s:_“zuzln(_):m( v )zln(—)z—eq (1-2)
RT RT Qeq YeqCeq Ceq Ceq

En este caso, se supone que el coeficiente de actividad no varia con la concentracion,

como se deriva de la aproximacién de Davies 0 a bajas concentraciones (menores a 0,001
M) (Khaleghi et al., 2020). La fuerza impulsora puede ademas ser escrita en varias formas
(Tabla 1-3), las cuales dependen de la fase en las que se encuentren (Srisa-nga, 2005).

Tabla 1-3. Fuerza impulsora por tipo de cristalizaciéon

FASE TIPO FUERZA IMPULSORA
AC = C = Ceq {kmol m—3}
Por difusién »
Crecimiento Ac = c—Ceq {kgm™}
. ., - Ac | AC
Por integracion de superficie Oop = ceq Om = Coq
C
Primaria S=—=1+40
.y Ceq
Nucleacion
. Ac AC
Secundaria Op = — o
eq eq

Fuente: (Srisa-nga, 2005)

Tan, 2004, expone un método para medir la saturacion en mieles debido a la imposibilidad
de medir la concentracion en la interfase en funcion de la relacion glucosa (G): agua (W)

en la Ecuacion 1-3:

G

se=te-e = ([2]-[¢]) =
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1.2.2 Nucleacion

Se definen como nucleos de cristalizacién (clusters) a los microcristales de glucosa de
distintos tamafios distribuidos en la miel. El ndcleo y tamafio de los mismos determina el
tipo y facilidad de cristalizacion, siendo la composicion de los azlcares una de las variables
de mayor importancia en el proceso (Frigerio Tisi, 2010). En este paso las moléculas de
soluto se juntan en pequefos clisteres y alcanzan un tamafio critico. Los clisteres mas
pequefios pueden redisolverse. En este caso es importante conocer la tasa de formacion
de nucleos (numero de nucleos formados por unidad de volumen o tiempo) y el tiempo de
induccién (periodo para obtener la primera evidencia detectable de formacién de nicleos
(Bund & Hartel, 2010). Se definen como ndcleos de cristalizacién a los microcristales de
glucosa de distintos tamafios distribuidos en la miel. El nacleo y tamafio de los mismos
determina el tipo y facilidad de cristalizacion, siendo la composicién de los azlcares una

de las variables de mayor importancia en el proceso (Frigerio Tisi, 2010).

e Termodinamica de la nucleacion
Khaleghi et al., 2020, utilizan la teoria clasica de nucleacién para explicar la formacion de
clusters en estado estacionario (independiente del tiempo). Este modelo utiliza la energia
libre de Gibbs como resultado de dos procesos para explicar la nucleacion homogénea (la
gue se da en el seno de un liquido sin interferencia de superficies distintas a las de los
cristales en formacion (Nanev, 2015). Asi se tienen dos procesos antagonicos: la disolucién
(dependiente de la superficie AGs), que impone una barrera a la nucleacion como una
energia de activacion para que una molécula en la interfase pueda ingresar al cristal y la
deposicion (funcion del volumen, AG,), que es la energia libre para la transformacion de
una solucién supersaturada a una saturada en la interfase entre el liquido y el cristal

(Ecuacion 1-4).

AG = MGy + AGy = — - kpTInS + At (1-4)
0

Donde V es el volumen, Vy es el volumen de una molécula dentro del cristal (volumen
molar), y por lo tanto el factor V/V, es el nUmero de moléculas dentro del cristal. Ademas,
A es el area y 7 es la energia libre interfacial entre el nicleo y la solucion supersaturada,

ks es la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta. La supersaturacion S es la
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relacién entre la concentracion del liquido y la del equilibrio. De manera mas genérica,

como en la Ecuacion 1-5;

AG = —BL3 kgTInS + al?y (1-5)
Donde a y B son los factores del area y del volumen y L |a longitud caracteristica del cristal.
Como se observa en la ecuacién 1-5, la disolucion (factor del &rea) y de deposicidon
(dependiente del volumen) son competitivos, por lo tanto, hay un valor particular de la
longitud caracteristica en la que la energia se maximiza (Lc). Entonces con nucleos de
tamarnios inferiores a Lc el cristal se disuelve porque predomina el proceso disolucional.
Para ndcleos de tamafios mayor a Lc ocurre nucleacion (Nanev, 2015). Para calcularla se
debe optimizar respecto a la longitud caracteristica, como en la Ecuacion 1-6:

d(AG) _ d(-BL3 kgTInS+al?y) _
dr ar -

0 (1-6)

Para un nucleo esférico a= 11/6, § = 1, y L=2r, donde la cantidad 16 11/3 es el factor de
forma del nucleo y r el radio del cristal esférico en cualquier momento. Para un cubo el
factor de forma es 32 con V = 8L3y A = 24L2. Con estos valores se tiene el radio critico (r¥)
como el valor del radio a la energia libre de Gibbs maxima (AG"). En la Ecuacién 1-7 y en
la Ecuacidn 1-8 se observa tanto el radio critico como la energia libre de Gibbs necesaria

para alcanzarla

4 3
AG = — ( 3”;0 ) kgTInS + (4nr?)y (1-7)
« __2YVo | * 16”731/02 _1 %2 )
" kgTIns’ " 3(kgTIns)2 3 (4m‘ )/) (1-8)

En el caso de la nucleacidon heterogénea, existen nuevas superficies que actian como
agente catalizante en la nucleacion. Asi, sobre la superficie de un sustrato plano, inerte e
indeformable en una particula nucleante (fase s), en contacto con un liquido supersaturado
(fase f), empieza el crecimiento de un nucleo cristalino (fase c¢) (Khaleghi et al., 2020). Por
consiguiente, denominando yj a la tension superficial (energia libre) entre las fases i-ésima

y j-ésima, hay dos nuevos términos en el balance de energia del sistema (Ecuacion 1-9):

4
AG = AGy + AGs = —V—OkBTlnS — AscVse + AspVsp + AcrYer (1-9)

Por la ecuacion clasica de Young se puede expresar el angulo de contacto (6) entre las
superficies y el liquido supersaturado que las moja como funcion de las tensiones

superficiales.
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cos§ = L<Vsf (1-10)
Yef

De manera resumida, Khaleghi et al., 2020, y Uwaha, 2015, presentan la energia libre para
la formacién de un nlcleo cristalino de forma heterogénea (AG'Y) en funcion de la

homogénea (AG) y del angulo de contacto entre las fases

AGMt = pAG

(24cosB)(1—-cos6)? 2-3cosB+cos3 0
= " = " (1-11)

e Cinética de Nucleacion
La velocidad de nucleacion J(t) se refiere a la frecuencia con la cual aparecen cllsters de
tamano superior al radio critico en el tiempo N(t) (Khaleghi et al., 2020) Al ser un proceso

limitado cinéticamente, J se puede expresar en términos de la Ley de Arrhenius:

__dN(t) _ —AG\ _ 16nV¢  y3 _ y3 i
J(©) = at Joexp ( kBT) =Joexp (3(kBT)3 (1ns)2) =Joexp (B (lnS)z) (1-12)

El factor pre exponencial (Jo) y la contante B aglutinan diversas condiciones que pueden
variar. Srisa-nga, 2005, expone que para cristalizadores industriales la tasa de nucleacién
es funcion de la supersaturacion (o), la temperatura (T), la densidad de la suspension (p)
y la velocidad de agitacion (w), con ky, a, b, ¢, d como constantes experimentales, como

en la Ecuacion 1-13

J(©) = kya®T?pf e (1-13)
La cinética de la nucleacion depende de la formulacién (impurezas, aditivos), la
sobresaturacion (sobre la concentracion critica la tasa de nucleacion es mas alta), la
temperatura (a menor temperatura menor solubilidad, pero también hay una menor
velocidad de difusion) y la agitacién (que provee la energia necesaria para la formacién de
nacleos) (Bund & Hartel, 2010).
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1.2.3 Crecimiento

Se refiere al incremento en el tamafio de los nucleos hasta que se alcanza el equilibrio de
fase (curva de solubilidad). Es un proceso que comprende la migracién de las especies
cristalizantes a la superficie por difusion o transporte convectivo, y por lo tanto el estado

de sobresaturacion y la temperatura son factores dominantes (Bund & Hartel, 2010).

e Termodinadmica del crecimiento
A temperatura ambiente en las caras de los cristales se forman, por la excitacion térmica,
pequefias islas u orificios bidimensionales que se pueden considerar de longitud infinita,
pero de altura unitaria (diametro de una molécula que se encuentra en el borde), como un
escalon formado por sucesivos cristales en una Unica capa que solo puede crecer en una
sola dimension. La energia libre total de una isla circular bidimensional (AG.p) esta dada
por la energia libre ganada por la solidificacion en el area molecular, funcion de la altura
(az) y el volumen molecular en el sélido (Vs) y el potencial quimico (Au) Si Kk es la densidad
de energia libre del escalén por longitud y considerando una isla o un orificio circular de

radio R, entonces el costo energético del aumento del borde es 2Rk (Uwaha, 2015).

AG,p(R) = TR? 2 Ay + 2nRx (1-14)
V.
S

Teniendo en cuenta la fluctuacion térmica (con energias del orden kgT), entonces para que
las islas crezcan, el sistema debe tener energias inferiores a AG.. En estados
sobresaturados Gzp aumenta a un valor maximo, al igual que el radio (Ecuacién 1-15).

V—SK_Z R* Vs

_% (1-15)

* —
AGZD _T[a:zAI»l T

e Cinética del crecimiento
Para un Unico cristal, la velocidad de crecimiento perpendicular a la superficie de un cristal
(J) esté conectada con la tasa de crecimiento lineal (dL/dt) de un lado del cristal (de longitud

L) y la densidad del cristal del monohidrato de glucosa (pc) por la Ecuacion 1-16:
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d 1 dL
]:d_T:EE'DCLZE (1-16)

Donde m es la masa de glucosa depositada en un tiempo t. Por otro lado, Tan, 2004,
describe la cinética simplificada de la cristalizacion de la glucosa en la miel partiendo de la
fuerza impulsora de este proceso: la diferencia de concentraciones entre la miel (c), la
interfase (ci) y la correspondiente al equilibrio de saturacion (c*). Este proceso requiere dos
partes: una difusional, en la cual el soluto (glucosa) se transporta de la solucion a la
interfase, y un paso de deposicion superficial, donde el carbohidrato es adsorbido e
integrado a la red cristalina, de éarea superficial A, siendo k es el coeficiente de
transferencia (D) difusional o (R) de deposicion; j es el orden de la cinética de deposicion.
G =2 = kpA(c — ¢;) = kgA(c; — ¢*) (1-17)
Srisa-nga, 2005, expone varios modelos para el calculo de la velocidad de crecimiento.
Una de ellas es el “Birth and spread model”, donde los nlcleos pueden formarse en
cualquier ubicacion en la superficie, lo que permite el crecimiento a velocidad constante,

gue es independiente de la superficie del nucleo.

2 1
G =K,(S—1)3 [InS]s exp [—%m 5] (1-18)

Asi, el tamafio de los cristales, se ve afectado por la relacion fructosa/glucosa, la cantidad

de agua, la viscosidad, el envase y la presencia de impurezas (Frigerio Tisi, 2010)
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1.3 Factores que afectan la cristalizacion

1.3.1 Factores quimicos

Para analizar la influencia de estos factores en la velocidad y tipo de cristalizacion se
presenta la Tabla 1-4 (tomada de Castro Mercado, 2018) en la que se encuentra la
composicion de monosacaridos en la miel y la relacion entre algunos de ellos (indices de

cristalizacion).

Tabla 1-4. indices de cristalizacion de miel de Vichada provenientes de plantaciones

forestales de Acacia mangium (Nucleo Inverbosques)

Humedad W (%) Glucosa G (%) Fructosa F (%) FIG G/W
1868 =+ 125 36,49 *+ 519 3563 + 427 097 + 0,11 192 =+ 0,13
Fuente:(Castro Mercado, 2018)

Concentracién de Glucosa (G): Tosi et al., 2004, reportan que las mieles cristalizan mas
rapido cuando el contenido de glucosa es superior al rango 280 — 300 g kg de miel. Para
Manikis & Thrasivoulou, 2001, no hay correlacién entre cristalizacion y la concentracién de
glucosa para mieles con valores entre 288-380 g kg. A modo de resumen, Bhandari,
D’Arcy, & Kelly, 1999; Bogdanov S., 2011; Naik et al., 2019, exponen distintos rangos, pero
muy cercanos para la cristalizacion de la miel (Tabla 1-5). En el caso de la miel del Vichada,
gue contiene un valor superior al 36% (Castro Mercado, 2018), se puede considerar que

tiene cristalizacion rapida.

Tabla 1-5.Valores de glucosa para cristalizacién de acuerdo a algunos autores

Referencia Cristalizacion
No Presencia Répida
(Bodganov, 2011) <28% >28%
(Bhandari, D'Arcy, & Kelly, 1999) <27.7% >35%

(Naik, Gandhi, Thakur, & Nanda, 2019) <28% >28-30%  >38%

Yao, Bhandari, Datta, Singanusong, & D’Arcy, 2003, presentan el coeficiente de

sobresaturacion de glucosa como la razén de la concentracién de soluto en la muestra a
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una temperatura dada con la concentracién del soluto en una solucion saturada a la misma
temperatura. Valores mayores de 2,6 representan mieles que cristalizan muy rapido. En la
Figura 1-1 se observa que el valor de saturacion de glucosa a 20°C es cercano a 100 g /
100 g de agua. Asi, el coeficiente de sobresaturacion de glucosa en la miel de Acacia

mangium es de 3,5, por lo cual cristaliza muy rapido.

Contenido de agua (W) y humedad: la cristalizacion tiene una velocidad maxima con
contenidos de agua entre 15-18% (Bogdanov S., 2011). En el caso de la miel de Acacia
mangium de plantaciones del Vichada, se tiene un valor superior a este rango. Para
Conforti et al., 2006, la textura es afectada por la humedad debido a que el agua actia
como un plastificante, disminuyendo la viscosidad de la solucién y favoreciendo la
cristalizacion. Asi que mieles con humedades de 17-18% tienen mejor untabilidad,
mientras que a menores contenidos se tiene una cristalizacion mas dura, y a mayores

permanece mas suave (Bogdanov S., 2011).

Por otro lado, la desorcién de agua de la miel cuando es expuesta a ambientes con baja
humedad relativa puede provocar cristalizacion debido a la pérdida de humedad (Conforti
et al., 2006). En este caso, la humedad relativa del aire en Bogota oscila entre 77 y 83 %,
mientras que en la Orinoquia puede llegar de 54 a 79% en Puerto Carrefio (datos tomados
de IDEAM, 2000). Asi, Bogota es un tanto mas humeda que Vichada y la miel puede

tornarse higroscoépica, favoreciendo la cristalizacion.

Interaccion fructosa/glucosa (F/G): el tiempo requerido para que la miel cristalice
depende mayoritariamente de la razén fructosa a glucosa. Las muestras de miel que no
cristalizan por un gran tiempo tienen un F/G mayor a 1.33 y si la razén es menor a 1.11 la
miel cristaliza (Escuredo, Dobre, Fernandez-Gonzalez, & Seijo, 2014; Tosi et al., 2004).
Sin embargo, Manikis & Thrasivoulou, 2001, encontraron una baja correlacién entre esta
relacion y la tasa de cristalizacion. En la miel de estudio, la relacion del contenido de
fructosa y glucosa (F/G) fue menor a 1,11 (Castro Mercado, 2018); lo que indica que las

mieles se conservan en estado liquido por corto tiempo.
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Interaccion glucosa/agua (G/W): la tasa a la cual la miel cristaliza también depende de
la relacién glucosa/agua, de tal forma que una cristalizacion lenta ocurre cuando G/W es
menor a 1,7 y el fendbmeno es rapido y completo cuando G/W es mayor a 2,0. Escuredo et
al., 2014; Tosi et al., 2004 y Manikis & Thrasivoulou, 2001, encontraron buena correlaciéon
entre este indice y parametros de cristalizaciéon visuales (sensorial por panel entrenado y
microscopia). La mayoria de las mieles del Vichada estudiadas por Castro Mercado, 2018,
tienen relaciones glucosa:agua (G/W) cercanas y superiores a 2,0, haciéndolas sensibles

a la cristalizacion.

Parada Silva, 2003, cita algunos grados de desarrollo de la cristalizacion respecto a la
relaciéon glucosa/agua. En el caso de la miel del nicleo Inverbosques del Vichada, al tener
un valor de G/W de 1,92 presenta un desarrollo de un pequefio grupo de cristales y hasta
un cuarto cristalizado en profundidad de acuerdo a la tabla presentada por Parada Silva,
2003.

Glucosa-fructosa-agua (G-W)/F: Tosi et al.,, 2004, evaluaron esta relacion entre la
concentracion de los componentes mayoritarios de la miel. Aunque una relacion (G-W)/F
alta se ha reportado por estos autores origina una cristalizacion mas rapida, el valor
encontrado en la miel de Acacia mangium del Vichada es de 0,49 y tiene una velocidad de
granulacion bastante alta. Lo anterior estd acorde con Manikis & Thrasivoulou, 2001,

guienes no encontraron buena correlacidn en mieles monoflorales griegas.

Relacién con otros azlcares: la cristalizacién de un carbohidrato se ve afectada por la
presencia de los otros compuestos. Por ejemplo, Bhandari & Hartel, 2002, encontraron que
la cristalizacién de sacarosa se ralentizaba cuando estaba en presencia de glucosa y
fructosa, lo que hacia que existiera un gran nivel de humedad en los cristales. Para Naik
et al., 2019, el proceso inverso también es cierto debido a que se conoce que la
concentracion de sacarosa y maltosa disminuyen la solubilidad de D-glucosa, afectando el
proceso de cristalizacion. La miel de Acacia mangium tiene 0,65% de melecitosa y para
Bogdanov S., 2011, mieles de melaza con méas del 10% de melecitosa cristalizan en la

llamada miel de cemento.
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pH y Acidez: el pH de la miel depende de los acidos ionizados y de los elementos
minerales presentes, mientras que la acidez se debe en gran medida al acido glucénico
(en equilibrio con la gluconolactona), que proviene de la accién de la glucosa oxidasa en
la glucosa y cuya cantidad debe ser menor a 0,5%. La acidez contribuye al sabor,
estabilidad contra microorganismos, reacciones quimicas y la actividad antibacterial y
antioxidante. En la miel de Acacia mangium del Vichada se tiene una concentracion de
acido gluconico de 10,3 + 0,88 g kg™ de miel, que corresponde a una acidez libre de 41,7
+ 3,5 meq kg y lacténica de 4,63 + 3,5 meq kg™, con un pH que oscila entre 3,60 + 0,21
(Castro Mercado, 2018). De acuerdo a lo anterior, la acidez libre estaba muy cercana al
limite (50 meq kg™) (Codex Alimentarius, 2019).

Con los tratamientos térmicos u almacenamientos prolongados se espera que exista una
disminucion de fructosa debido a la deshidratacion del monosacarido, la formacion de
hidroximetilfurfural (HMF) y también a la formacién de oligosacaridos por la accién de la
enzima transglucosilasa. En teoria lo anterior no podria afectar la cristalizacion, debido a
gue la fructosa no contribuye tan activamente como la glucosa en el proceso. Castro
Mercado, 2018, encontr6 valores de 47,54 + 37,35 mg kg-1 para el HMF en las mieles de
estudio, lo cual fue menor a lo reglamentado para mieles tropicales (80 mg kg?) (Codex
Alimentarius, 2019). Todos estos procesos estan mediados por cambios en el pH: a menor
pH mayores variaciones en la concentracion de fructosa (Cavia, Fernandez Muifio,
Huidobro, Alvarez, & Teresa Sancho, 2009).

1.3.2 Factores fisicos

Temperatura: Para su proceso de granulacién de miel, Dyce en su patente (US1987893A,
1935) describe que la velocidad de formacion de cristales de cada miel se maximiza a una
temperatura dada. Para Yao et al., 2003, la velocidad de cristalizacion en miel es maxima
alrededor de 10-15°C. En mieles de consistencia promedio, una temperatura de 14°C
produce una apariencia solida en un tiempo de 34 h. Ademas, una desviacion de 1 0 2°C
del valor 6ptimo puede duplicar el tiempo de formacién de los cristales. White Jr, 1975,
relaciona el efecto en diagramas ternarios para los componentes mayoritarios de la miel

(agua-glucosa-fructosa) y la temperatura.
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Costa et al., 2015, observaron por microscopia 6ptica y difraccion laser que hay una mayor
cantidad de cristales pequefios en una miel brasilefia almacenada a 15°C que a 20°C,
mientras que la misma distribucién de tamafio se presentd para distintas velocidades de
agitacién a 15°C. La temperatura tiene un efecto mayor en la homogenizacion que la
agitacion en la distribucién de los cristales. Moreno, 2010, descubrié que la temperatura
de cristalizacion depende exclusivamente de la cantidad de glucosa y de los grados Brix°

en la solucién acuosa para mezclas de glucosa/fructosa.

La pasteurizacién a 77°C por 5 min seguida de un enfriamiento a 0°C por 5 semanas
retarda la cristalizacion de la miel en anaquel hasta por dos afios (Yao et al., 2003). Tosi
et al., 2004, encontraron que mieles con distintas relaciones F/G presentaban diferencias
en el tiempo de cristalizacion entre mieles no calentadas o aquellas sometidas a un
proceso de calentamiento a 80°C por 60 s. A bajas temperaturas la viscosidad aumenta,
retardando la cristalizacion. El agua entonces actia como un plastificante, disminuyendo

la viscosidad y favoreciendo la cristalizacion (Conforti et al., 2006).

Viscosidad: Para un mejor efecto de la granulacion sobre las propiedades fisicas y
sensoriales de la miel cremada, Dyce (US1987893A, 1935) recomienda el uso de mieles
con gravedades especificas menores a 1,42. A mayores valores la velocidad de formacién
de cristales se retarda mucho y se pueden producir mieles duras que causen rechazo por
el consumidor. Castro Mercado, 2018, encontré un valor promedio de viscosidad a 20°C
de 1,48 + 0,78 Pa.s, que es cercano al limite encontrado por Dyce, 1935. Ademas, se hallé
gue la viscosidad era afectada por la concentracion de agua en la miel y no por los aditivos
utilizados. Con la composicion se ha hallado que un aumento en 1% de la humedad tiene
el mismo efecto sobre la viscosidad que un cambio de la temperatura en 3,5°C. (Cohen &
Weihs, 2010)

La solubilidad de la glucosa es funcién de la temperatura y la viscosidad de la miel, pero
estos dos parametros actian como dos fuerzas opuestas en la cristalizacion de la miel.
Cuando la temperatura disminuye, la solubilidad de los azUcares disminuye, el agua actta
como un plastificante y se favorece la granulacion. Al mismo tiempo, la viscosidad aumenta
y se ralentiza la movilidad molecular, disminuyendo la velocidad de cristalizacion (Conforti
et al., 2006; Lupano, 1997). De esta forma, las moléculas pueden moverse en sus

posiciones adecuadas mas facilmente en mieles de viscosidad baja que en mieles de
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mayor viscosidad (Penfield & Campbell, 1990) Por encima de 30°C no ocurre la
cristalizacion porque aumenta la solubilidad de la glucosa por encima de la formacion de
nacleos (Yao et al., 2003). Se ha encontrado que la temperatura y la viscosidad siguen una
relacion de Arrhenius, donde a mayor temperatura hay una disminucion en la friccion
molecular y una disminucién en las fuerzas hidrodindmicas que afectan la viscosidad.
(Cohen & Weihs, 2010) hallaron que la energia de activacion disminuye linealmente con el
contenido de humedad mientras que el factor pre-exponencial aumentaba con el contenido
de agua.

Tiempo de Almacenamiento: Dyce en su patente US1987893A, 1935, encontrd que, a
una temperatura adecuada, si se almacena por mayor tiempo los cristales son mas
grandes y de da una apariencia granulosa. La miel brasilefia evaluada por Costa et al.,
2015, empez6 a cristalizar después de siete dias de almacenamiento a 15°C cuando fue
sometida a una agitacién a 360 y 540 rpm, mientras que almacenada a 20°C se demor6
20 dias. Por otro lado, con un tratamiento térmico a 80°C con etapa transitoria de 60 s y
una isotérmica por 30 s (tratamiento a alta temperatura y corto tiempo -HTST), la
cristalizacion de muestras almacenadas a 4°C se retraso por 8-9 semanas, mientras que
las almacenadas a 20°C se retrasaron 4 semanas, lo que casi duplica el tiempo para que

inicie la cristalizacién de mieles no tratadas (Tosi et al., 2004).

Fuerzas mecanicas y agitacion: El efecto del batido lo probé Dyce, 1935, para ver el
efecto de la incorporacion de diminutas burbujas de aire en la matriz en el inicio de la
cristalizacion. En su proceso de granulacién de miel chilena Frigerio Tisi, 2010, realizé
agitacion a 660 rpm por 50 min. Snider Earl,1933, mejoré la textura de la miel cremada con
una agitacion vigorosa de miel liquida que empezaba el proceso de cristalizacion a una
temperatura de 37-43°C por 45-90 min y encontr6 que el volumen de la miel aumentaba
12% respecto del valor inicial. La agitacion vigorosa causé un enfriamiento rapido y la
incorporacion de aire dentro del jarabe, causando una nucleacion rapida y un aumento en
la turbidez y una consistencia cremosa (Bhandari & Hartel, 2002). Costa et al., 2015, al
evaluar velocidades de batido de 180, 360 y 540 rpm a 15°C encontraron resultados

similares en la distribucion del tamario del cristal.
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Si el batido inicia y la solucién aun esta caliente, la cristalizacion es muy rapida y se forma
un producto granular. En cambio, si el batido empieza cuando la temperatura disminuyo a
la ambiental, requiere mas energia, la cristalizacion es lenta y el producto es suave. Una
vez iniciado el batido, la cristalizacion continua espontaneamente. Sin embargo, el batido
se mantiene para mantener los cristales pequefios y el producto suave (Penfield &
Campbell, 1990).

Meixner, Weber, Lella, Rozhon, & Dasbach, 2022, evaluaron la influencia de implementos
de homogenizacion (maquina agitadora con tornillo agitador, agitador con impulsor,
maquina agitadora con espiral agitadora y agitacién manual), encontrando que existen no
diferencias significativas justo después de terminar el tratamiento. Ya después de 56 dias
la miel sometida a impulsor tiene un mayor indice de blanqueamiento, aunque el tamafio

de cristal disminuye entre 40-50 um.

Empague: Joseph et al., 2007, analizaron el efecto de distintos tipos de empaque en la
velocidad de cristalizaciébn de miel en Camerun, encontrando que no habia diferencias
entre los empaques en botellas coloreadas, transparentes claras, oscuros y plastico
traslicido. Assil, Sterling, & Sporns, 1991, estiman que el material de envasado puede
contribuir con la pérdida de humedad, siendo el tereftalato de polietileno (PETG) cuatro
veces mas permeable al agua que el polietileno de baja densidad (LDPE) a espesor y
condiciones ambientales similares. De esta forma, a pesar que la miel es higroscdpica, en
ambientes secos se puede fomentar la cristalizacion. Las mieles envasadas y cristalizadas
pueden producir veteados por la ocurrencia de zonas frias en algunos lados del envase:
los cambios bruscos de temperatura contraen la masa de los cristales y los seca en esa

parte del envase (Parada Silva, 2003).

Luz y oscuridad: Para Joseph et al., 2007, la luz durante el almacenamiento influye
negativamente en la cristalizacion. Este efecto se explica por la destruccion de la glucosa
oxidasa en condiciones de luz. Esta enzima forma &cido glucoénico y peroxido de hidrégeno
a partir de glucosa. Aunque si el peréxido de hidrégeno se descompone libera agua y
oxigeno, aumentando el contenido de agua y por tanto aumenta la solubilidad de la

glucosa.
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Otros factores: Dubinov et al., 2015, probaron que secuencias periddicas (20 Hz) de
microdescargas causan una rapida cristalizacion (en 76 ns) de los azlcares de mieles
producidas en Rusia. Por otro lado, Stasiak & Dolatowski, 2007, en estudios llevados a
cabo con ultrasonido a 40 kHz de frecuencia e intensidades de hasta 2 W cm, encontraron
gue el curso de la granulacion de miel puede modificarse con tratamientos de hasta 30
min, aumentando la viscosidad (30 mPa.s) y la dureza (120N) y reduciendo la
conductividad (0.6 mS/cm) y el tamafio del cristal.

1.3.3 Nucleos de cristalizacion y semilla

Las sustancias sélidas (cristales primarios, polvo, pélenes), amorfos no azucarados (sales,
acidos, dextrinas, proteinas, y otras) y otros tipos de suspensiones (burbujas
microscoépicas de aire, etc.) actian como catalizadores de la cristalizacion favoreciendo la
velocidad del proceso. Estas particulas actdan como nucleos o semillas alrededor de los
cuales se aglutinan las moléculas de glucosa, disminuyendo su solubilidad, aumentando
la viscosidad o depositdndose sobre la superficie de los cristales e impidiendo de este
modo un engrosamiento regular (Frigerio Tisi, 2010).

Para el uso como nucleos de cristalizacién se deben emplear mieles con cristales muy
finos, ya sea naturalmente o por triturado de los cristales. Se puede crear un iniciador de
la cristalizacion con una semilla dada si se recupera un pequefio lote para que sirva en el
proceso (Krell, 1996). Chen et al., 2009, encuentran que los valores de inclusién de semilla
deben estar entre el 5y el 10%. Dyce en su patente (US1987893A, 1935) encontrd que no
existe un valor agregado en la parte comercial en las adiciones de semilla por encima del
10%, y que el aumento en la velocidad de cristalizacién en este caso se debe a la mayor

cantidad de nucleos de formacion de cristales incorporados en la miel liquida.

Los materiales co-cristalizados tienen mejores propiedades que sus componentes
individuales como un aumento en la solubilidad, compresibilidad y emulsificacién. Por esta
razén, Maulny, Beckett, & Mackenzie, 2005, co-cristalizaron sacarosa con miel para
obtener un polvo seco después de hacer una centrifugacion. Se encontr6 que la cantidad
de miel: sacarosa daba distintos tipos de compuestos que variaban en su consistencia y
color después de la centrifugacion. Chen et al., 2009, reemplazaron la semilla natural con

glucosa en polvo (0.1%mm) mejorando cualidades como la untabilidad en miel de lichi.
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1.4 Cristalizacion inducida o Granulacidon en miel

DeJong & Hartel, 2019, exponen la importancia de la cristalizacion en los alimentos,
dividiéndola en dos tipos: en los que influyen en la estructura y en los que es un proceso
de separacion. Como se ha visto, el proceso de granulacién natural en la miel es
espontaneo y tiene ambos tipos de cristalizacion y por lo tanto no puede detenerse de
manera definitiva. Pese a lo anterior, el primer tipo de cristalizacién se puede aprovechar
manejando los factores cinéticos y termodindmicos de la nucleacién y crecimiento, con lo
cual se restringe el numero, tamafio, distribucion, forma y polimorfismo de los cristales en
la solucion. (Frigerio Tisi, 2010; Krishnan et al.,, 2021; Umesh Hebbar, Rastogi, &
Subramanian, 2008, exponen que la cristalizacion de la miel puede ser controlada. (Cavia
et al., 2009) demostraron que existen diferencias entre la cristalizacion natural y la
inducida. Para (Calderone, 2002), la caracteristica méas importante del proceso de
induccion es que permite el control de la cristalizacion de la miel por medio de la
introduccion de cristales iniciadores del proceso. En cualquier caso, el objetivo es controlar
el tamafio del cristal de tal manera que no puedan ser detectados por la lengua y sean

estables cuando se mantienen a temperatura ambiente (Krell, 1996).

La cristalizacion controlada de la miel produce cristales finos y el producto formado es miel
cremosa (Umesh Hebbar et al., 2008). En este caso se trata de inducir la cristalizacién de
manera controlada, manejando el tamafio de los cristales y su homogeneidad en la
solucion. Asi se obtienen nuevos productos que pueden satisfacer a los consumidores
(US1987893A, 1935). Varias técnicas han sido desarrolladas para guiar el proceso de
cristalizacion natural de la miel hacia un producto final completamente cristalizado, estable
y homogéneo, con una apariencia agradable, consistencia cremosa y buena recepcién por

la mayoria de los consumidores (Krell, 1996).

1.4.1 Miel granulada o cremosa

Miel de abejas granulada o cremosa es la miel que tiene estructura cristalina fina y que
puede haber sido sometida a un proceso fisico (batido) que le confiera esta estructura y
gue la haga facil de untar o por inoculacion (introduccién, incorporacion) de cristales de
otra miel (ICONTEC, 2007). Es aquella que se encuentra en un estado semisélido, de

consistencia untable por medio de la adicion de finos nudcleos de cristalizacion (Umesh
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Hebbar et al., 2008). El método basico consiste en acelerar la tendencia natural de la miel
a cristalizar por adicién de pequefias cantidades de miel que ya esta cristalizada. La miel
base liquida (o fundida) es mezclada con miel que contiene cristales muy finos (Krell,
1996).

United States Deparment of Agriculture, 1985, define la miel crema o untable como la miel
cristalizada con una consistencia suave por la presencia de cristales muy finos. Esta miel
se produce inoculando una miel de rapida cristalizacién (como la de trébol), precalentada
para logar la licuefaccion de los cristales y colada, con una miel de lenta cristalizacion en
cantidades que dependen de la temporada, el tipo de miel y el porcentaje de humedad,
aungue usualmente el semillado requiere de 5-10% de miel con cristales con el grado
deseado. Este producto debe esparcirse como mantequilla, no debe gotear, los cristales
deben ser pequefios para que no puedan ser detectados por la lengua y debe poderse
mantener a temperatura ambiental y no en refrigeracion (Calderone, 2002).

Paniagua Nifio, 2011, realizdé un estudio sobre un panel de 150 personas consumidores
habituales de miel, corriendo pruebas heddnicas (con cinco niveles nominales para
representar el nivel de agrado a parametros de olor, color y sabor) y de aceptacion de la
miel crema elaborada por agitacién intensa con licuadora de tipo industrial y posteriormente
una batidora eléctrica. Se encontr6 una aceptacion de 97,33%, mientras que para las
variables color, olor y sabor los resultados mas frecuentes fueron lo de “me gusta”,

“indiferente” y “me gusta mucho”.

Azemar, Nevers, Laurie, Poirot, & Le Bail, 2011, realizaron una prueba sensorial para
determinar la diferencia en el dulzor (Ranking test) y 5 descriptores visuales y gustativos
por un analisis heddnico (color, consistencia, sensacion en la boca, sabor global del
producto) de miel cruda de girasol, cremada y liquida (fundida). El panel de jurados se
compuso de 60 personas, donde del total, el 70% eran mujeres; el 67% se encontraban
entre 18 y 25 afios de edad, 15% entre 26-35 afios, el 2% entre 36-45y el 10% entre 46 y
65 afios de edad. Se realizaron siete sesiones de 45 minutos en un laboratorio de analisis
sensorial. Los resultados se procesaron con un Andlisis de Varianza (ANOVA) de dos
factores sin repeticiones. Se concluy6 que no habia diferencias significativas entre el sabor
dulce la miel liquida y la cruda, pero si con la miel cremada. Ademas, que no existieron
diferencias en la preferencia mostrada por los consumidores en los cinco descriptores

analizados, debido a que, en una escala de 10, el promedio de cada tipo de miel fue de
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seis en cada parametro. En cuanto la miel cremada, el mejor desempefio se obtuvo en la
sensacion en la boca, con un promedio de 6,6. Por lo anterior se puede concluir que los

consumidores no prefieren ninguno de tres productos analizados.

Granulacion sin semilla: Método Earl: La energia mecanica acelera la formacion de
cristales y ayuda a regular el tamafio de estos, aunque se requiere una gran fuerza
mecanica para agitar la masa viscosa (por la baja temperatura) de miel y es posible la
formacion de espumas por incorporacion de aire (Krell, 1996). Este es el proceso que se
usan en algunas patentes tanto (US1908454A, 1931), como (US4004040A, 1977). El
primero agita la miel liquida a temperatura ambiente controlando este parametro (en un
recipiente enchaquetado). Después de dos dias la cristalizacibn se completa.
(US4004040A, 1977) sometié la miel natural liquida y sin pasteurizar, a agitacion en una
camara cerrada a 4-16 °C en presencia de aire a una presion superior a la presion
atmosférica, para facilitar la incorporacion y distribucion uniforme de las burbujas de aire
en toda la miel (Umesh Hebbar et al., 2008). La principal desventaja de estos métodos es
la inestabilidad debido a la separacion de las fases cristalina y liquida a temperaturas
cercanas a 25°C y almacenamientos prolongados (por meses), y la necesidad de
refrigeracion en el método de (US4004040A, 1977). Esto es especialmente importante en
mieles con altos contenidos de humedad (mayor al 18%).

Miel previamente granulada como semilla, Método Dyce: La semilla puede ser una miel
granulada o polvo de miel que se ha molido hasta alcanzar un tamafio de particula fino que
puede pasar por un tamiz de malla 80. La semilla se adiciona en cantidad suficiente que
permita la formacion de cristales del tamafio deseado. La patente de Sterling
(US4986855A, 1991), recomienda 25% mientras que Dyce (US1908454A, 1931), estima
en un 10%, ambos en volumen. La adicion de la miel semilla se hace por agitacién a una
velocidad lo suficientemente baja que minimice la entrada de aire (33-44 rpm) en Sterling
(US4986855A, 1991). Se prepara adicionando cristales de miel granulada a temperatura
ambiente hasta su completa cristalizacion (Chen et al., 2009; US1987893A, 1935). La miel
debe ser calentada para permitir un mezclado mas facil. Ya en la segunda fase los
contenedores se colocan en un cuarto caliente a 28-30°C (siempre debajo del punto de
fusion) hasta que la miel se ponga un poco mas suave debido a la ruptura de los cristales
(Krell, 1996).
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Siguiendo la metodologia dada por Dyce (US1908454A, 1931), la miel es pasteurizada a
50°C por 30 min y luego es filtrada tres veces. Posteriormente la miel se enfria a 24°C y
se empieza un proceso de agitacion. Se agrega 10% de la miel semilla y se continta el
proceso de agitacion hasta lograr una consistencia uniforme. La miel semilla restante se
agrega lentamente para evitar la incorporacién de aire. La mezcla se envasa en recipientes

transparentes de vidrio y se almacena de 5-14°C por 10 dias (Umesh Hebbar et al., 2008)

El problema de este método es la excesiva dureza que se alcanza en las mieles de baja
humedad debida a la formacién de cristales transversales y aglomeraciones especiales.
Ademds, puede ocurrir una formacién de afloramientos blanquecinos potencialmente
desagradables a los consumidores debido a la evaporacion superficial del agua y el secado
de los cristales de monohidrato de glucosa en la superficie y el interior de las burbujas de
aire encerradas (Krell, 1996). Otro problema es que la miel aumenta su pegajosidad
aunque aun posee su intensa dulzura (US 2009/0047388 A1, 2007).

1.4.2 Miel co-cristalizada.

La co-cristalizacién es la incorporacion de un ingrediente activo (usualmente sacarosa) al
conglomerado de cristales. Las ventajas de los productos cocristalizados son su mejor
fluidez, baja naturaleza higroscopica y propiedades de dispersién (Bhesh R. Bhandari,
Datta, D’Arcy, & Rintoul, 1998; Umesh Hebbar et al., 2008). En este caso la cristalizacion
del jarabe de sacarosa supersaturado se logra agregando el ingrediente activo (miel) para
gue se incorpore a los espacios vacios del aglomerado de cristales (Krishnan et al., 2021).
Tanto Bhandari et al., 1998, como Maulny et al., 2005, realizaron co-cristalizaciones de
jarabes de sacarosa con distintas proporciones de miel. Ambas se realizaron a alta
temperatura (128°C), bajos valores de humedad (95-97°Brix) y proporcion de sacarosa:
miel de 90:10, 85:15 y 80:20 (p/p). La principal diferencia entre los métodos es que el de
Bhandari, D’Arcy, & Kelly, 1999, donde fue secado en un horno a 40°C durante la noche y
en el de Maulny et al., 2005, la separacion de los cristales se logro por medio de filtracién

centrifuga para eliminar los cristales aglomerados
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1.5 Productos esparcibles a base de miel

1.5.1 Esparcible de miel

Se producen por adicion de otras sustancias distintas a la miel para generar los nucleos
de cristalizacion. En este caso emplean el método Dyce para controlar la cristalizacion
(Umesh Hebbar et al., 2008). Por ejemplo, Luje & Santillan, 2012, citados por Flores Moya,
2013, sostienen que el proceso industrial para la produccién de untables de miel tiene tres
pasos. En el primero (cremado) se mezcla la miel liquida con la cristalizada por cinco
minutos en la batidora. En la etapa de estabilizacion se agrega goma xanthan o pectinas
de bajo y alto metoxilo, se mezcla por otros cinco minutos y se envasa (Umesh Hebbar et
al., 2008).

Chen et al., 2009, desarrollaron un método utilizando glucosa en polvo para granular miel
de lichi. Primero, se pasteuriz6 a 60°C durante 30 minutos y luego se enfrié a temperatura
ambiente bajo agua corriente durante 1 hora. Posteriormente se afiadio polvo de D-glucosa
anhidra a la muestra pasteurizada a una concentracién de 0,1% (p/p) y se mezclé. La
muestra se almacené en frasco de vidrio a 14°C hasta su total cristalizacion y luego de la
cristalizacion la miel se mantuvo a temperatura ambiente. Para mantener la capacidad de

esparcimiento adecuada, la muestra debe almacenarse entre 11y 30 °C.

Elhamid & Abou-Shaara, 2016, también usaron glucosa en polvo para hacer miel granulada
con miel de algodén (F/G = 1.19) y trébol (F/G = 1.18). En este caso la semilla se afadi6
a una concentracion de 0,1, 0,3, 0,6, 1,2, 1,8 y 2,4% (p/p), encontrando que la miel
granulaba mejor después de 2 semanas a 5°C con una concentraciéon de glucosa entrel,2-
2,4% (p/p). En otro caso, Suriwong, Jaturonglumlert, Varith, Narkprasom, & Nitatwichit,
2020, afiadieron glucosa en polvo a la miel de girasol (F/G = 1.03) y longan (F/G = 1.25) y
se almacenaron a 10-15°C para su cristalizacion. La tasa de cristalizaciéon mas alta se

encontré después de la adicion de glucosa al 2,0% (p/p).

Wright en su patente (US 2009/0047388 Al, 2007) implementé un método para producir
miel cremada fortificada con calcio en forma de particulas de didmetro 30 nm a 10 ym en
distintos portadores (carbonato, fosfato, 6xido, cloruro, citrato, gluconato, entre otros). Se
encuentra que la mejor forma de suspender los portadores del calcio es por medio de
aditivos como agentes emulsificantes, de suspension y espesantes. Entre estos aditivos

estan la goma xanthan, goma guar, polisacaridos (almidén, celulosa microcristalina o
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carragenina) y poliurénidos. Carragenano es la opcién preferida en cantidades de 0.01 a
0.05% por peso de miel cremada. El calcio se mezcla en un molino coloidal manteniendo
la humedad de la mezcla de 3 a 5% afadiendo agua y controlando la temperatura y tiempo

en el proceso.

1.5.2 Basados en fruta

La miel puede reemplazar parcial o totalmente el azlcar utilizado en la formulacién de
productos para untar de frutas (Umesh Hebbar et al., 2008). Krell, 1996, reporta que se
deben usar frutas con un bajo contenido de humedad, es decir, frutas secadas al sol, frutos
secos (nuez, mani, almendra) o especias (canela, huez moscada). Los productos para
untar a base de frutas se preparan mediante tratamientos térmicos controlados (de la pulpa
de la fruta o de la miel formando jarabes) y la incorporacion de miel y otros ingredientes
esenciales. Los procesos y aditivos dependen de las caracteristicas que se quieran conferir
al producto final, por ejemplo, el desarrollo del color, produccién y pérdida de sabores, el
riesgo de fermentacion, la higiene, entre otros, son afectados por practicas como la
pasteurizacion. Ademas, para mejorar la consistencia y la humedad se agregan distintos
tipos de gomas y estabilizadores (azucar, acido citrico, benzoato de sodio, pectina) para
producir geles estables, (Krell, 1996; Umesh Hebbar et al., 2008).

1.5.3 Basados en grasa

Los productos para untar de grasa de miel se obtienen mezclando miel con mantequilla,
margarina o mantequilla de mani. Generalmente contienen mas de 60% de grasa. Una
mezcla de 1:1 de aceite: manteca vegetal con un monoglicérido como emulgente se mezcloé
y luego afiadi6 a miel a 65°C (Umesh Hebbar et al., 2008)Los capitulos son las principales
divisiones del documento. En estos, se desarrolla el tema del documento. Cada capitulo
debe corresponder a uno de los temas o0 aspectos tratados en el documento y por tanto

debe llevar un titulo que indique el contenido del capitulo.



2.Correlacion de parametros de cristalizacion
inducida con propiedades fisicoquimicas y
sensoriales de la miel de Acacia mangium

La miel es esencialmente una mezcla homogénea, coloidal (Costa et al., 2013)
sobresaturada de monosacaridos (glucosa y fructosa), que representan tipicamente el 80-
85% de los solidos en la miel, y en menor medida de sacarosa (Frigerio Tisi, 2010). De
estos carbohidratos la glucosa es la menos soluble (Silva, 2010), precipitando como a-D-
glucosa monohidratada como forma estable por debajo de 50°C (Venir et al., 2010) con
una estructura cristalina ordenada con una morfologia cubica (Ma et al., 2017; Naik et al.,
2019). Como la fructosa es mucho mas soluble permanece en solucién por mas tiempo, y
por lo tanto la disolucién (licor madre) se vuelve mas concentrada en fructosa hasta que
no se puede remover mas glucosa y el proceso de cristalizacion se detiene (Crane & Kirk
Visscher, 2009). De esta forma, la cristalizacion espontanea del monohidrato de glucosa
en la miel forma una mezcla de dos fases: la pesada esta compuesta por una suspension

cristalina mientras la liviana es acuosa y esta compuesta por fructosa (Bakier, 2009).

La cinética de la granulacion es funcion de la velocidad de formacion (ndmero) y el
crecimiento (tamafio) de los cristales; ademas, depende de la formulaciéon (impurezas,
aditivos), la sobresaturacion, la temperatura (a menor temperatura menor solubilidad, pero
también hay una menor velocidad de difusion) y la agitacién (que provee la energia
necesaria para la formacion de ndcleos) (Bund & Hartel, 2010). La velocidad de
cristalizacion, la forma y tamafio de los cristales depende de la composicion de la miel
(relacion fructosa/glucosa, la cantidad de agua presente) y la temperatura de
almacenamiento (Lupano, 1997). Las muestras de miel que no cristalizan por un gran
tiempo tienen un F/G mayor a 1,33 y si la razén es menor a 1,11 la miel cristaliza
rapidamente (Escuredo et al., 2014; Tosi et al., 2004). Costa et al., 2015, encontraron que
las mieles cristalizadas a 15°C tenian cristales menores a 20 ym. Por otra parte, los

cristales en los estados iniciales no tienen un tamafio homogéneo ya que estan presentes
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algunos pequefios (>10 uym) y otros mas grandes (alrededor de 100 um) (Dettori et al.,
2018). Sin embargo, parecen tener una morfologia similar, con formas y espesores
regulares. Ademas, se ve afectada por factores como la viscosidad, el envase y la

presencia de impurezas que funcionen como nucleos de formacion (Frigerio Tisi, 2010).

Para Amariei et al.,, 2020, la cristalizacién trae varios problemas en la miel como la
impresion en el usuario de posibles adulteraciones y dificultades en el manejo,
procesamiento y porcionamiento. Ademas, hay rechazo por la presencia de cristales,
apariencia cerosa y cambios de color. Pese a que la cristalizacion de la miel es natural,
puede aprovecharse de manera dirigida, controlando el tamafio y nimero de los cristales
formados (Frigerio Tisi, 2010). Varias técnicas han sido desarrolladas para guiar el proceso
de cristalizacién natural de la miel hacia un producto final completamente cristalizado,
estable y homogéneo, con una apariencia agradable, consistencia cremosa y buena
recepcion por la mayoria de los consumidores (Krell, 1996).

Con lo anterior en mente, el objetivo del presente estudio fue producir un producto a base
de miel mediante el control de la velocidad, el tiempo de agitacién y la cantidad de semilla
de nucleacion usada. Para ello, se estudiaron los efectos de la adicién de miel de cremada
a distintos porcentajes, junto con tasas y tiempos de agitacion, sobre la actividad de agua
y las caracteristicas visuales y de textura del producto final. Con lo anterior se optimizé el
proceso para producir una miel con las caracteristicas organolépticas mas parecidas a la
miel comercial que representara de manera satisfactoria el proceso de cristalizacion

inducida en la miel de Acacia mangium.

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Preparacion de la muestra

Las muestras de miel fueron provistas por apicultores y productores durante la cosecha
abril de 2021 en Puerto Carrefio (Vichada). Las muestras fueron tomadas directamente del
contenedor de almacenamiento, asépticamente transferidas a envases de vidrio claro
estériles (Tosi et al., 2004). El método utilizado fue el Dyce, reportado por (Umesh Hebbar
et al., 2008) donde las muestras de miel se calentaron en un bafio termostatico a 63°C

para eliminar cristales naturales y levaduras osmotolerantes y osmofilicas. La temperatura
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se mantiene constante por 30 min o hasta que no se perciban cristales a simple vista.
Entonces la miel se filtré a través de una malla de 140 mesh (106 um) de acero inoxidable

y se colocé en frascos de vidrio transparente a temperatura ambiente.

Como nucleo cristalino se usé miel cremada comercial Biabejas®, que produce con miel de
altura (de 2700 msnm) y que se bate durante 15 dias (Bi abejas, 2020). Para la adicion de
la semilla, se peséd esta miel cremada en beakers de vidrio y con ayuda de espatula, en
balanza analitica con dos decimales de cifras significativas. Después se pesé la miel a
cristalizar de acuerdo con cada tratamiento. La agitacion se realizé con un agitador de
hélice con indicador digital RW20 (IKA, China) (Figura 2-1), procurando no exceder en 5%
la velocidad de agitacién. El tiempo de batido se contabiliz6 con cronémetro digital hasta
milisegundos, procurando estar en 5% de margen de error. Después de realizada la
agitacion de acuerdo con cada tratamiento, se dej6 en reposo durante una hora y
posteriormente se trasvasaron las muestras en cada uno de los recipientes para cada

determinacion.

Figura 2-1. Agitador RW20

(Zamora & Chirife, 2006) concluyeron que la miel cristaliza méas rapido entre 10 y 15°C,
con valor maximo en 14°C. Por esta razon, el almacenamiento se realiza a temperatura de
14+1°C, en oscuridad (Figura 2-2) y en recipientes separados para cada determinacion.
La temperatura en el refrigerador se registr6 diariamente durante el experimento. Para
seguir la evolucion de la cristalizacion se van a realizar dos tomas de informacién al
principio y al final del ensayo, de propiedades fisicas (adhesividad, firmeza, colorimetria,

turbidez y micrografia) y quimica (actividad de agua).
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Figura 2-2. Incubadora de CO;
1

2.1.2 Parametros analizados

e Actividad de agua (aw) durante la cristalizacion

Es la relacién de la presién de vapor del agua del alimento a la presion de vapor del agua
pura a la misma temperatura” (Gleiter et al., 2006). Es una representacion del potencial
guimico de una soluciéon por medio de mediciones de propiedades coligativas como la
presién de vapor, la disminucion en el punto de fusién, aumento en el punto de ebullicién
y la presién osmoética. Este pardmetro es afectado por las interacciones agua-agua, agua-
glucosa y glucosa-glucosa, las cuales son dependientes tanto de la concentracibn como
de la temperatura (Subbiah et al., 2020). De esta manera, la actividad acuosa del agua
pura es 1y la adicion de sustancias que fijen moléculas de agua hace que descienda la
presion de vapor del alimento y por lo tanto la actividad de agua disminuye.

La actividad de agua de cada una de las muestras se midi6 utilizando un medidor de
actividad de agua HydroLab C1 (Rotronic, EE. UU) que funciona segun el principio de la
temperatura del punto de rocio (Figura 2-3). EI medidor de actividad de agua se calibré
con frecuencia con soluciones estandar con actividades de agua especificadas (0,43+0,05
y 0,80+0,05). Ademas de las soluciones estandar, el medidor de actividad del agua también
se verificd con agua desionizada (aw = 1,00 £ 0,05) (Kuroishi, Queiroz, Almeida, & Quast,
2012; Subbiah et al., 2020)
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Figura 2-3. Medidor de actividad de agua

e el

Como la miel se cristalizé estaticamente, los portamuestras plasticos circulares PS-14 que

servian para el equipo de medicion de dimensiones: 46 mm x 14 mm se llenaron con la

miel liquida al inicio del almacenamiento, y se midié cada una por separado (Tappi et al.,

2019). Para poder acelerar el tiempo de medicion, las muestras de miel granuladas se

colocaron en un recipiente plastico y se colocaron durante tres horas a temperatura

ambiente. Para cada determinacion dos réplicas se realizaron y se reporté Unicamente el

promedio (Zamora & Chirife, 2006). En esta parte, y como criterio para poder determinar

la finalizacién del ensayo, se realizaron 8 toma de muestras de acuerdo a la Tabla 2-1

Tabla 2-1.Toma de datos de la actividad de agua de acuerdo con el Tiempo de
almacenamiento

Toma de datos | Nombre | Tiempo de almacenamiento (d)
1 Awl 1
2 Aw2 4
3 Aw3 8
4 Aw4 11
5 Aw5 15
6 Aw6 20
7 Aw7 30
8 Aw8 40
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e Colorimetria
De manera general, el color de una miel es funcion del contenido de flavonoles, xantofilas
y carotenos, en el néctar floral y del contenido de cenizas (minerales del suelo como sodio),
de polen, acidez y fructosa (Szabo, Mézes, Szalai, Zajacz, & Weber, 2016). Para Tappi et
al., 2021, el color esta relacionado con el origen botanico, geogréfico y la estacionalidad.
Por otro lado, el desarrollo del color durante el almacenamiento se debe a la reaccion de
tanatos y otros polifenoles con el hierro de los contenedores y equipos de procesamiento;
las reacciones de Maillard de azucares reductores con sustancias que contienen grupos
amino (amino&cidos, polipéptidos y proteinas), y la inestabilidad de la fructosa en solucion
acida (caramelizacion), cristalizacion y el tratamiento térmico (frecuencia e intensidad)

(Negueruela & Perez-Arquillue, 2000).

Las muestras en estado liquido se vertieron aproximadamente 5 mL en una caja de Petri
de vidrio de 3,5 cm de didametro y 1 cm de altura en un fondo blanco (Escuredo, Rodriguez-
Flores, Rojo-Martinez, & Seijo, 2019). El analisis de color se llevo a cabo usando un
colorimetro portatil digital Minolta ChromaMeter CR-400 que utiliza luz difusa y que fue
previamente calibrado con una pantalla blanca (CR-A43) en iluminante D65. El cabezal de
medicién (50 mm de didmetro de apertura) se coloco sobre superficie de la muestra de
miel a una distancia muy cercana a la superficie (en término de milimetros) y se midi6 la
absorbancia de la superficie de la muestra de miel con varios disparos y se tomaron los
tres en los que la variabilidad era menor al 5%. Se evaluaron los tres componentes en la
escala CIELab (L*, a* y b*): L* es componente de luminosidad o brillo que varia de 0 a 100;
y a* y b* son los dos componentes de color, que varian de -100 a 100 (a* es de verde a
rojo y b* es de azul a amarillo). Adicionalmente, los demas parametros de color se
calcularon de acuerdo a la Tabla 2-3. Bodor, Benedek, Urbin, Szabd, & Sipos, 2021, y
Szabho et al., 2016, presentan la Tabla 2-2 para la interpretacion de la diferencia de color

en términos de la percepcién visual.

Tabla 2-2. Significado de la diferencia de color total

Rango Diferencia perceptible

AE; <£0,5 No perceptible

0,5 <AE; <1,5 Apenas perceptible

1,5<AE; <3 Perceptible
3<AE; <6 Visible
6 < AE; Grande




Capitulo 2

39

Fuente: Bodor, Benedek, Urbin, Szabd, & Sipos, 2021; Szabé et al., 2016

Tabla 2-3. Variables medidas en colorimetria

PARAMETRO DEFINICION FUENTE
Luminosidad (AL)
AL>0 muestra mas luminosa que
el estandar (i) AL =L - L} (Frigerio Tisi, 2010)

AL <0 muestra mas oscura que
el estandar (i)

Verde a rojo (Aa)
Aa > 0: la muestra es mas roja
que el estandar (i)
Aa < 0: la muestra es mas verde
gue el estandar (i)

* ok *
Aa; = a* —q]

(Frigerio Tisi, 2010)

Azul a amarillo (Ab)

Ab >0: la muestra es mas
amarilla que el estandar (i)

Ab < 0: la muestra es mas azul
que el estandar (i)

Abf = b* — b}

(Frigerio Tisi, 2010)

indice de blancura (WI)

WI =100 — /[(100 — L*)? + a*2 + b*?]

(Costa et al., 2015)

indice de amarillamiento (YI)
Describe el cambio de color en
una muestra prueba de clara o
blanca a amarilla

*

b
YI =142,86—
L*

(Amariei et al., 2020)

Tono o angulo de matiz (h*)
Percepcion visual en la cual un
area parece ser similar a una
combinacion de pares
adyacentes de los colores rojo,
amarillo, verde y azul. Mieles de
color ambar oscuro presentan
valores bajos

Sia*>0:
b*
h*(rad) = tan™! (E)
Sia*<0:
b*
h*(rad) = tan™! (E) +7
En grados sexagesimales:
arctan <b—*>

Oh* e
21

-360°

(Escuredo et al., 2014;
Juan-Borrés et al., 2014)

(Suriwong et al., 2020)

(Dettori et al., 2018)

Croma o Saturacion (C*)
Cantidad de color de un érea, y
aumenta con la luminosidad y de
esta manera las mieles mas
claras tienen valores mas altos

¢ = [(@)? + (b))

(Escuredo et al., 2014;
Juan-Borras et al., 2014)

Diferencia de color total (AE*)
Percepcion visual entre la
muestra y un estandar (i). Se
determina como un promedio de
las coordenadas del espacio
CIELab

8E; =[(aL)" + (aap)’ + (207’

(Amiry, Esmaiili, & Alizadeh,

2017; Costa et al., 2015;
Kuroishi et al., 2012;
Suriwong et al., 2020) y

(Kuroishi, Queiroz, Almeida,

& Quast, 2012)
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e Turbidez

La turbidez es una medida relativa de la transparencia de una miel y esta relacionada con
los sélidos en suspension (presencia de cristales de glucosa o rastros microbianos) (Costa
et al., 2015). Cuando la luz pasa a través de un solvente una cantidad de luz es absorbida
de acuerdo a la Ley de Beer-Lambert. La absorbancia o densidad éptica es la cantidad de
luz absorbida por la solucion y dispersion de la luz incidente causada por las particulas
suspendidas y es un estimativo de la turbidez de las soluciones (Karki, Dobhi, & Dobhi,
2021). La densidad optica se ve afectada por el nimero, tamafio y en menor medida, la
forma de las particulas. Por lo tanto, si las particulas aumentan en cantidad o dimensiones,
esto deberia ser evidente por un cambio en la turbidez de la solucion. La miel liquida se
volvera opaca debido a la granulacion, lo que dard como resultado un aumento en el valor
de absorbancia, y con esto la turbidez de la miel puede ser una medida de la formacion de
cristales (Costa et al., 2015).

Por otro lado, para obtener una medida real de la turbidez, se debe reducir o eliminar la
absorcion, por ejemplo, a 720 nm los tonos amarillentos no tienen incidencia. Huidobro-
Canales & Simal-Lozano, 1984, afirmaron que la absorbancia de la miel va aumentando
con la longitud de onda que se hace incidir en un rango entre 650 nmy 700 nm, en donde
se encuentra un valor de absorbancia constante (Karki et al., 2021). En cuanto a la
importancia de la turbidez, por una evaluacion sensorial, la aceptabilidad de los
consumidores se redujo (de aproximadamente 7 a menos de 3 en escala hedonista de
nueve puntos con miel sin cristalizar y cristalizada al 100%) casi proporcionalmente cuando
la turbidez de miel de girasol de Tailandia aumentd con el grado de cristalizacién (Srinual
& Intipunya, 2009).

Segun la informacién ya mencionada, las muestras de miel ya agitadas y mezcladas, y sin
diluir, se dejaron reposar a temperatura ambiente, y cerca de 2 mL de muestra se colocaron
en una cubeta plastica (12,5 mm x 12,5 mm x 45 mm) con una longitud de trayectoria de
1 cm. La absorbancia se midié a 660 nm con un espectrofotometro UV-Visible Jasco V-
730 (Figura 2-4) de acuerdo a los resultados de Conforti et al., 2006; Costa et al., 2015;
Lupano, 1997; Suriwong et al., 2020. Se hicieron tres réplicas por tratamiento y los valores

se expresaron como el promedio + desviacion estandar.
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Figura 2-4 Espectrofotdmetro UV-Visible Jasco V-730

e Textura
La textura es una de las propiedades clave que evalla un consumidor cuando determina
la calidad y aceptabilidad de un alimento. En el caso de materiales no autoportantes o
viscosos (mantequilla, margarina, geles y algunos productos liquidos espesos) la medicion
se puede realizar por métodos de extrusioén donde las propiedades reoldgicas del producto
afectan el flujo. En la retroextrusion (BE) la muestra esta contenida en una celda fuerte con
una base sélida y una parte superior abierta. Luego se realiza una prueba de compresion,
en la que se fuerza una probeta con un disco dentro del recipiente hasta que la muestra
fluye (extruye) hacia arriba (hacia atras) alrededor del borde del disco y las paredes del
recipiente. Este test mide la consistencia de productos no homogéneos con propiedades
como la firmeza, cohesividad, capacidad de untar o extender, capacidad de extrusion,

trabajo de extrusion, que se relacionan con las mediciones de viscosidad (Systems, 2015).

Para las medidas de textura, se realizd una prueba de retroextrusion (BE) utilizando un
analizador de textura TA. HDPIlus (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Reino Unido)
equipado con una celda de carga de 5 g, que constaba de un émbolo de cilindro Perspex
plano de 5 mm de diametro (P/5) que se movia dentro de un portamuestras cilindrico lleno

hasta la mitad (Figura 2-5).
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Figura 2-5. Texturémetro TA.X Analyzer

La miel en estado liquido fue vertida en recipientes cilindricos de plastico (volumen interno
de 36 mL, llenado a la mitad) (Figura 2-6). Se realiz6 con modificaciones el método

reportado por (Soria, Gonzélez, De Lorenzo, Martinez-Castro, & Sanz, 2004)

Figura 2-6. Recipientes utilizados en el analisis textural
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El producto se extruyé a una distancia de 20 mm a una velocidad de compresion de 2
mm/s. En este caso se quiere medir la fuerza necesaria para llegar a la distancia de 12
mm sobre la muestra. Cuando el tirador alcanza la superficie, la sonda penetra la
profundidad establecida. En este punto, la sonda vuelve a su posicion original a velocidad
constante y se logra la maxima fuerza positiva. Las curvas de tiempo de fuerza registradas
proporcionaron la fuerza méaxima positiva de extrusion (firmeza) y el area positiva bajo la
curva da una indicacion de la consistencia de la muestra. Las medidas de textura se

realizaron por triplicado y los resultados se promediaron.

De acuerdo con Bourne, 2002, la firmeza “describe un producto que, durante la
masticacion, presenta una moderada resistencia a la rotura”. Por ello se relaciona con la
méaxima fuerza realizada en el ensayo de extrusion. Para Alvarez, Fernandez, Olivares,
Jiménez, & Canet, 2013, esta relacionada con fuerza necesaria para lograr una
deformacién de una muestra entre la lengua y el paladar y por lo tanto se percibe en el

momento de colocar la muestra en la boca.

La consistencia se relaciona con “las sensaciones resultantes de la estimulacion de los
receptores mecanicos y los receptores tactiles, especialmente en la regién de la boca, y
gue varian con la textura del producto (Bourne, 2002). De esta forma es un atributo textural
mecanico que refleja el esfuerzo requerido para reducir la muestra a un estado apto para
la deglucion, teniendo en cuenta la resistencia a la desintegracion (Alvarez et al., 2013). Al
ser percibido en el momento de preparar la muestra para tragar y que, para Dettori et al.,
2018, depende de las fuerzas atomicas e intermoleculares, ambas propiedades tienen un
comportamiento similar. En este caso se relaciona con el area bajo la curva en la prueba

de extrusion.
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2.1.3 Analisis estadistico

e Diferencia entre tratamientos y los testigos
La eleccion de los factores, niveles y seleccidén de caracteristicas de calidad se realizé por
medio de investigacion con fuentes secundarias y contrastando con los equipos vy
posibilidades que tendrian en las apicolas del Vichada. Teniendo en cuenta la informacién
recolectada por Castro Mercado, 2018, se procedid a elegir el batido y la inoculacién de
una semilla como tecnologias que pueden ser disponibles en la regién. Posteriormente se
eligieron los niveles de cada factor teniendo en cuenta las especificaciones técnicas de los
equipos en la Planta de Vegetales del ICTA. De este andlisis salieron 15 tratamientos como
se especifica en la Tabla 2-4. Ademas, para evaluar el comportamiento de la cristalizacién
natural se adicion6 un tratamiento que no seria sometido ni a la adiciébn ni a la
homogenizacion y se llamo Testigo control. Las caracteristicas sensoriales deseadas en la
miel fueron comparadas con la miel que se utiliz6 como semilla (testigo comercial), que fue
la miel cremada de Biabejas®. Cada tratamiento se va a realizar con 3 réplicas. Los datos

se expresaron como promedio + desviacion estandar.

Tabla 2-4. Definicion de tratamientos

Tiempo Velocidad Semilla
Tratamiento
min rpm % m/m

0 Miel de Acacia de Vichada sin tratamiento
1 10 500 0

2 10 500 10

3 10 750 5

4 10 250 5

5 5 500 5

6 5 250 0

7 5 500 5

8 5 750 10

9 5 250 10
10 5 500 5

11 5 750 0
12 1 500 0

13 1 250 5

14 1 750 5

15 1 500 10
16 Semilla utilizada sin tratamiento
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Para poder realizar una comparacion entre los testigos comercial y control con cada
tratamiento se procedio identificar las diferencias estadisticamente significativas entre
cada tratamiento por medio de un ANOVA para cada variable medida (Jose, 2022). Se
utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para confirmar la distribucion gaussiana y la prueba de
Levene para probar la homogeneidad de la varianza. La diferencia de medias en los niveles
de confianza de 95% y 99% (p < 0,05 y p < 0,01, respectivamente) se consider6
estadisticamente significativo (Juan-Borras et al., 2014). Las diferencias entre los factores
(tiempo y velocidad de batido y porcentaje de adicion de inoculante) se hallaron con un
andlisis de varianza multivariante (MANOVA) (Tappi et al., 2019). EIl MANOVA permite una
exploracion adicional de las diferencias entre medias cuando se obtiene una prueba F
significativa que proporciona informacion especifica sobre qué muestras eran
significativamente diferentes entre si. Adicionalmente, se practico un Andlisis de
correlacion de Pearson para las variables analizadas con coeficientes de regresion en un

modelo lineal de primer orden

e Grado de asociacién entre los diferentes parametros estudiados

Como se tienen muchas variables, y muchas de ellas calculadas, se deben realizar grupos
con ellas. El Analisis de Componentes Principales (PCA) convierte un conjunto de
observaciones de variables posiblemente correlacionadas en un conjunto de valores de
variables no correlacionadas (actividad de agua, cohesividad, turbidez, etc.) llamados
componentes principales (PC) Esto se hace mediante el uso de transformaciones
ortogonales, con las que se calculan los eigenvectores de la matriz de covarianza de las
entradas originales. De esta forma, los datos se proyectan desde un espacio de gran
dimensién a un espacio de menor dimension (Li & Yang, 2012). La matriz de datos original
se escald automaticamente por columna, restando la media de cada columna a cada
muestra y dividiéndola por su desviacion estdndar (datos estandarizados) para garantizar
gue todos los elementos tuvieran la misma ponderacion en los resultados. Solo se
consideraron significativos los componentes principales con valor propio superior a uno
(Amariei et al., 2020; Silvano, Varela, Palacio, Ruffinengo, & Yamul, 2014; Tappi et al.,
2021).



46 Evaluacién del proceso de cristalizacion inducida en miel de plantaciones...

e Optimizacion de los pardmetros de proceso
Se empled un disefio experimental de metodologia de superficie de respuesta (RSM)
basado en el disefio de Box-Behnken, para estudiar los efectos de tres variables
cuantitativas: tiempo de agitacion (1 - 10 min), velocidad de batido (30 — 540 rpm) y
porcentaje de adicion de la semilla (0 — 10%) sobre las propiedades fisicoquimicas,
colorimétricas y texturales de las preparaciones de miel de Acacia mangium. Las variables
fueron medidas a tres niveles: -1, 0 y +1. Las variables cuantitativas se examinaron en tres
niveles experimentales -1, 0, +1. Asi se tienen 15 tratamientos de estudio (cada

combinacién de tiempo, inclusion o velocidad) y uno adicional de control (Tabla 2-5).

Tabla 2-5. Definicion de variables para el disefio Box-Behnken

Tiempo | Velocidad | Semilla | Variables naturales
Tratamiento

min rpm % m/m Xt Xv Xs
1 10 500 0 1 0 -1
2 10 500 10 1 0 1
3 10 750 5 1 1 0
4 10 250 5 1 -1 0
5 5 500 5 0 0 0
6 5 250 0 0 -1 -1
7 5 500 5 0 0 0
8 5 750 10 0 1 1
9 5 250 10 0 -1 1
10 5 500 5 0 0 0
11 5 750 0 0 1 -1
12 1 500 0 -1 0 -1
13 1 250 5 -1 -1 0
14 1 750 5 -1 1
15 1 500 10 -1 0 1

Los resultados fueron analizados considerando: el coeficiente de determinacién (r?), el
andlisis de varianza multifactorial (MANOVA), diagramas de superficie de respuesta. Un
método de regresion no lineal fue empleado para ajustar el segundo orden polinomial para
los datos experimentales y para identificar los términos relevantes del modelo. La ecuacion
representa en forma simbdlica el modelo de respuesta considerando todos los términos
lineales, cuadréticos y los términos de interaccion lineal-lineal, donde (o es el término

compensatorio; i es el término dependiente o el efecto lineal del factor de entrada x;; Bii es
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el efecto cuadratico del factor de entrada x; y Bj es el efecto de interaccion lineal- lineal

entre el factor de entrada X; y X;

Y = Bo + Biq Bixi + Xicy Buxi® + Xicy Tiej Bij xix; + € (2-1)

La estimacion mas precisa de las condiciones 6ptimas de los factores, se realiz6 por medio
del célculo de la funcion de deseabilidad (D) de Derringer y Suich, 1980, sobre los valores

predichos por los modelos.
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2.2 Resultados y discusion

2.2.1 Datos exploratorios

Una muestra de miel extraida de plantaciones forestales de Acacia mangium del Vichada
fue sometida a tratamiento de cristalizacion inducida variando la cantidad de miel semilla
afiadida y el tiempo y velocidad de homogenizacién, usando la miel cremada de Biabejas®
como inéculo de cristalizacion. Estas muestras (tratamiento), asi como mieles de Acacia
sin tratamiento de induccidn de cristalizacion (testigo control) y muestras de miel cremada
Biabejas® empleada como inéculo (testigo comercial), se almacenaron en distintos
recipientes plasticos traslicidos a temperatura de 14+1°C y en oscuridad. Las muestras
fueron analizadas para parametros fisicoquimicos (actividad de agua) y caracteristicas
visuales (turbidez y componentes de color) y de textura (firmeza y consistencia). A

continuacién se presenta la evaluacion de dichos parametros.

e Actividad de Agua (aw) en el ensayo

La actividad de agua en la miel de Acacia sin tratar (testigo control) aumento
constantemente con un valor de 0,556 en el dia 1 a 0,609 al final del ensayo. En la misma
linea, en los tratamientos de cristalizacion inducida evaluados ay también aumenta entre
0,573+0,011y 0,613+0,009 (Figura 2-7). En cambio, la actividad de agua de la miel semilla
(aw de 0,545 a 0,577 entre el dia 1 y 40 respectivamente) tuvo diferencias significativas
respecto a la miel sin tratar (testigo control) y a las muestras de miel de Acacia sometidas
a tratamientos. Estos valores estan en linea con lo reportado por Cavia, Fernandez-Muifio,
Huidobro, & Sancho, 2004, para quienes la actividad de agua de mieles argentinas se
encuentra en el rango de 0,49 a 0,65. Conforti et al., 2006, encontraron que 102 muestras
de mieles de la provincia de Buenos Aires con contenidos de agua entre 13,3 y 24,5%
tenian actividades de agua entre 0,55 y 0,65. De la misma forma, Abramovi¢, Jamnik,
Burkan, & Kag, 2008 encontraron valores de 0,483 a 0,591 (13,4-18,0% de agua) en mieles
de melaza, y de 0,479 a 0,557 (14,0-18,6% de agua) en mieles poliflorales en 150 muestras
de miel eslovaca. Zamora & Chirife, 2006, encontraron que la actividad de agua de la miel
cambia entre la miel cristalizada y la re-disuelta en valores que van desde 0,566 antes
hasta 0,635, para un cambio de actividad de 0,069 para una miel proveniente de Estados
Unidos con 36,2% de fructosa, 31,2% de glucosa y humedad del 19,1%.
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Figura 2-7. Variacién en la actividad de agua promedio de miel de plantaciones de
Acacia del Vichada sometidas a tratamiento de cristalizacién inducida

0,63 - Semilla Velocidad Tiempo
() 250 5
0,62
0 500 0
0,61 0 500 10
=g ( 750 5
0,6
> 5 250 0
<
S 0,59 —t— 5 250 10
&
(]
° —t— 5 500 5
©
S 058
‘% el 5 750 0
<
0,57 el 5 750 10
) 250 5
0,56
== 10 500 0
0,55 == 10 500 10
=l 10 750 5
0,54
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4 Miel
Tiempo de Almacenamiento - t (dias) de
Acacia

Por otro lado, la actividad de agua promedio de los tratamientos en el dia 1 es de
0,572+0,007, y va aumentando hasta 0,602+0,007 en el dia 15y 0,607+0,008 en el dia 20,
lo cual estima una tasa de cambio de 0,003 unidades de actividad de agua por dia hasta
el dia 15, que disminuye a 0,001 desde el dia 20. Entonces, a partir del dia 15 desde la
inoculacion de la semilla en las muestras con tratamiento se tiene una tendencia constante
(tasas de cambio muy bajas) en la actividad de agua. La condicion de equilibrio
termodinamico se alcanza solo cuando la actividad de agua del sistema es reducida a un
valor constante. En este punto los potenciales quimicos son los mismos en el cristal y en
la solucion, por lo tanto, la actividad de agua de una soluciéon saturada es constante,
independiente de la proporcion de las fracciones cristalina y en solucion, lo que Manikis &

Thrasivoulou, 2001, consideran una cristalizacion rapida (granulacion completa en menos
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de un mes). Esto esta en consistencia en lo expresado por Castro Mercado, 2018, que

considera a la miel de Acacia como de cristalizacion rapida.

aw de la miel comercial aumento solo hasta el dia 20 llegando solo hasta valores constantes
de 0,577+0,004 a los 30 dias de almacenamiento (Figura 2-7) y siendo estadisticamente
diferente a los tratamientos y al testigo comercial. Estos resultados se encuentran en
valores mas elevados a los indicados por Kuroishi et al., 2012, que reportan una actividad
de agua inicial en las muestras de miel brasilefia de Croton floribundus de 0,563 a 0,576
con tratamientos de cristalizacién. Pero, Venir et al., 2010, reportan valores de actividad
de agua de 0,593 en 33 dias de almacenamiento en miel Tarassaco (con F/G de 1,15) que
llegd a 0,640 después de 220 dias de almacenamiento, con lo cual la actividad encontrada

se encuentra entre estos rangos.

De la Figura 2-7 se observa que, al aumentar el tiempo de almacenamiento, aumenta la
actividad de agua para todos los tratamientos evaluados. Laos, Kirs, Pall, & Martverk, 2011,
encontraron gque la actividad de agua de mieles de colza y poliflorales aumentd con el
tiempo de almacenamiento desde valores de 0,56 a 0,61, permaneciendo estable a partir
del dia 30. Kuroishi et al., 2012 hallaron una tendencia idéntica, con valores de 0,611
después de tres semanas de almacenamiento, con valores maximos de 0,620. Por otro
lado, la miel alcanz6 el umbral para el crecimiento de levaduras osmofilicas 0,60 con solo
40 dias de vida en anaquel (Figura 2-7), aunque aun a los 45 dias no se evidenciaron

cambios en su aspecto, lo cual también sucedi6 con Kuroishi et al., 2012.

Finalmente, en la Figura 2-8 se muestra que aw en el dia 40 de muestras sin adicion de
semilla es menor (0,611 en promedio) en tiempos inferiores a 5 min que las si se afiadié
semilla (promedio de 0,615 y 0,616 para 5 y 10%, respectivamente). Esta tendencia es
similar a la encontrada para la velocidad de agitacion (aw media de 0,610 para los
tratamientos con 250 rpm, para 500 rpm es de 0,618 y 0,614 en 750 rpm) y los tiempos de
homogenizacion (aw media de 0,617 en tratamientos con 10 min, 0,613 en 5 miny 0,612
en 1 min). De manera general, la diferencia en los valores de actividad de agua entre los
tratamientos, el testigo control y el comercial puede deberse a la composicién de la miel
pues la miel cremada Biabejas® tiene un origen geografico y una composiciéon quimica
distinta a la que tiene la miel de plantaciones del Vichada. Lo anterior puede verificarse
con Bakier, 2006, quien encontré correlacion lineal entre la actividad de agua y la fraccién

masica de la fase cristalina. Para este autor, mieles de colza con humedad del 19,6%
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presentaron actividad de agua de 0,607 cuando se encontraba en estado cristalizado y de
0,578 después de la licuefaccion. Ademas, la actividad de agua varia linealmente con la
humedad de la miel (Conforti et al., 2006; Costa et al., 2013) y la miel comercial reporta un
mayor contenido de agua (20%) que la de Acacia mangium (18%). Los cambios en la
actividad de agua podrian deberse a efectos higroscépicos de la fase solida o que
adicionan agua a la solucion.

Figura 2-8. Comportamiento de los tratamientos de cristalizacion inducida en la actividad
de agua después de 40 dias de almacenamiento*
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*Barras con la misma letra no son significativamente diferentes (p-value > 0,05) segtn lo analizado por ANOVA

unidireccional y la prueba de Tukey
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e Analisis de Color al final del ensayo

Analizando cada componente por separado, se encuentra que los tratamientos sin adicion
de semilla presentan valores de componente a* mas pequefios y estadisticamente
similares a la semilla utilizada (Figura 2-9). Ademas, los tratamientos con mayor velocidad
y adicion de semilla aumentaron su coordenada de color a*. Amariei et al., 2020,
encontraron valores cercanos a cero (7,99 a 8,06) y negativos para mieles de Acacia
inoculadas con trehalosa y sin tratamiento. Por otro lado, Kedzierska-Matysek, Florek,
Wolanciuk, Skatecki, & Litwinczuk, 2016, encontraron valores de a* entre 5,86 y 8,48, que
se encuentra en el rango encontrado para estas muestras. Tappi et al., 2021, encontraron
que los valores a* no variaron significativamente en tratamientos de cristalizacion estatica,
similar a la utilizada en este ensayo.

Figura 2-9. Comportamiento a los 40 dias de almacenamiento de las coordenadas
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El componente de color b* (amarillo azul) presenta mayores variaciones entre los
tratamientos y los testigos respecto al componente anterior. Es destacable que los
tratamientos con alta velocidad de agitacibn como el 3 (750 rpm, adicién de 5% de
inoculante y 10 min de agitacion) y 8 (750 rpm, 10% de semilla y 5 minutos de agitacién)
presentaron los valores mas altos y son estadisticamente distintos a los demas
tratamientos. Los menores valores se registraron en los tratamientos sin adicion de semilla:
11 (750 rpm y 5 min), 1 (500 rpm y 10 min) y 6 (250 rpm y 5 min de homogenizacion). Lo
anterior difiere a lo encontrado por Kedzierska-Matysek et al., 2016, con valores de 23,37
a 39,05 para mieles con tratamientos de temperatura de 20°C y 80°C.

La semilla utilizada si tiene una luminancia (L*) significativamente distinta al resto de
tratamientos, con valores de 48 (Figura 2-10). Dettori et al., 2018, reportan valores
superiores a 37,44 hasta 58,18 para miel de cristalizacion rapida. El tratamiento mas
cercano a la semilla fue el 8, que tiene la mayor tasa de semilla usada y mayor velocidad
a un tiempo de homogenizacién de 5 min, seguidos del tratamiento 3 y 4, con el mayor
tiempo de agitacion y 5% de inoculante, y velocidades distintas: Para los demas
tratamientos la luminancia estuvo en valores muy cercanos a 40. Tappi et al., 2021,
encontraron valores de L* con valores entre 40 a 70, siendo casi constante a partir del dia
20, rango en el que se encuentran los resultados hallados. Para Amariei et al., 2020, no

hubo cambios en el valor de L* entre mieles inoculadas con trehalosa y no tratadas (37)

Los tratamientos en promedio tuvieron L* = 38,00+0,58, a* = 4,99+0,08 y b* = 13,44+0,21,
valores muy cercanos a los reportados para la miel sin tratar (39,98+0,49, 4,47+0,06 y
10,11+0,10, respectivamente) y muy distintos a los del inoculante empleado (54,95+1,33,
-0,45+0,02 y 18,33+0,35 (Figura 2-10), respectivamente y que se encuentran en los rangos
reportados por Ahmed, Prabhu, Raghavan, & Ngadi, 2007, que también encontraron en
muestras de siete mieles indias con valores de luminosidad (L*) entre 53.53 + 0.61 y 40,96
+ 0,23, de enrojecimiento (+a*) entre 5.86 + 0,16 y 0,10 £ 0,04, y de amarillamiento (b*)
entre 22.99 + 0.33 y 10.62 + 0.23. Por otro lado, la miel romana de Acacia estudiada por
Amariei et al., 2020, con un contenido de glucosa de 25,37%, aw de 0,56 y una relacion
F/G = 1,766, no presenta cambios en los valores de L*, a* y b* en el tiempo (hasta 12
meses) y entre la miel sin tratar y tratada con adicion de trehalosa. Los valores en las
coordenadas son comparables a las encontradas por otros autores. Por ejemplo, Frigerio
Tisi, 2010, encontré que miel cremada chilena tenia valores de L* = 57,00 + 1,10, a* = 9,80
+ 0,30 y b* = 34,30 + 0,05 después de 10 meses de elaboracion. Da Silva et al., 2016,
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referencia valores de luminancia entre 36,64 a 51,37 para mieles de Tlnez. Ozcan &
Olmez, 2014, encuentran valores de L entre 24,56 y 41,21, 0,02 a 1,00 para a* y 0,02 a
9,84 para b*.

Figura 2-10. Comportamiento del color a los 40 dias de almacenamiento en los
tratamientos de cristalizacion inducida evaluados en sistema CIELab
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El color de la miel esta principalmente relacionado con su origen botanico y al contenido
de algunos componentes menores como minerales y polifenoles y a los procesos
tecnolégicos y almacenamiento (Tappi et al., 2021). Esto explica que el color de la semilla
sea muy distinto a la de los tratamientos y que algunos tratamientos sean distintos a la miel

de Acacia sin tratar (Figura 2-10). El color en los tratamientos 11 y 1 es similar debido a
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gue en ambos no se adicion6 semilla. Los tratamientos 8 y 3 tuvieron colores similares
debido a la alta velocidad (750 rpm). En los demas tratamientos no se observaron

diferencias significativas.

En cuanto al croma — C* (Saturacion, pureza o intensidad) y el matiz - °h (tono) se encontro
gue la miel sin tratar tiene valores entre 66,16 y 11,06 mientras que la semilla report6
valores de 91,39 y 18,39 para croma y matiz, respectivamente (Figura 2-11). En medio de
este rango se encuentran los tratamientos, con un promedio de 68,27 en el cromay 14,79
en el matiz, de acuerdo a lo anterior, los tratamientos conservan colores mas similares a
la miel de Acacia que a la semilla, lo que refuerza la influencia del origen en la percepcién
visual. Ademas, como se observa en la Figura 2-11, a mayor cantidad de semilla
adicionada y velocidad aumentan tanto el croma como el matiz. De cualquier forma, estos
valores son inferiores a los reportados por Juan-Borras et al., 2014, para mieles de Acacia
de tres origenes distintos (Espafia, Rumania y Republica Checa) que encuentran valores
entre 50,6 £ 4,3y 56,6 + 5,8 para L*, 17,8 £ 5,9y 19,31£3,1 para el cromay 84,4 +9,1y
94,9 + 3,6 para el angulo de matiz.

Figura 2-11. Comparacion en el angulo de matiz (hue °h) y el croma (C*) para las
muestras de miel sometidas a tratamientos de cristalizacion inducida (tiempo y velocidad
de agitacion y porcentaje de miel semilla afiadida) a los 40 dias de almacenamiento
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Los valores maximos de croma se encuentran en el tratamiento que tiene mayor tiempo y

velocidad de agitacion, con adicion de 5% de semilla (Tratamiento 3), mientras que la
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mayor diferencia de color esta en el segundo (con 10 min de agitacién, 500 rpm y 10% de
adicion). Dettori et al., 2018, encontraron gque los colores de muestras con cristalizacién
rapida tienen valores de L* de 58,18 + 0,22 y h°=79,20 + 0,02 a los 50 dias de inoculacion.
De la misma forma, Amariei et al., 2020, reporta valores de croma de 7,99+0.24 al inicio
de la cristalizacion y tuvo un muy ligero aumento hasta 8,05+0.64 al noveno mes y un
angulo de matiz de -1,53+0,03 durante todo el transcurso del ensayo y no se encontraron
diferencias entre la adicion de trehalosa y la miel natural.

En cuanto a los indices de blanqueamiento (Figura 2-12), la semilla también tuvo un
comportamiento significativamente diferente a los demas tratamientos, con 51,34+1,21. El
tratamiento con mayor velocidad y adicién de inoculante tuvo un IW estadisticamente
semejante al de la miel de Acacia sin tratar (38,97+0,46 y 40,89+0,32). Asimismo, los
tratamientos (36,05 + 0,58) se encuentran en los rangos hallados por (Costa, y otros,
2015). Para este autor, las mieles brasilefias almacenadas a 15°C por 34 d tuvieron un
indice mayor (de 29,8 a 49) que aquellas almacenadas a 25°C (que no mostraron
tendencia), y, ademas, que las distintas velocidades de agitacion tuvieron un
comportamiento idéntico entre ellas, mostrando que la temperatura es el factor mas
determinante. Meixner et al., 2022, encontraron valores de indice de blancura entre 50 y
63, y los valores dependen del tipo de tratamiento. Por ejemplo, la miel no agitada tiene
valores menores, y estos disminuyen en el tiempo desde el final de la agitacién. Por otro
lado, cuando no se adicioné semilla o la temperatura de almacenamiento aumenta se

presentaron valores de WI mas bajos.
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Figura 2-12. Comportamiento del indice de Blanqueamiento y de amarillamiento a los 40
dias de almacenamiento con la adicion de semilla, la velocidad y tiempo de agitacion
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*Barras con la misma letra no son significativamente diferentes (p-value > 0,05) segun lo analizado por ANOVA

unidireccional y la prueba de Tukey

En la diferencia de color total se comprobd que existe mayor parecido a la miel de Acacia

sin tratar (color azul en la Figura 2-13) que a la semilla empleada (color verde en la Figura

2-13), observandose grandes diferencias perceptibles. Dettori et al., 2018, encontraron AE

de 18,33 £ 0,25 a los 50 dias de inoculacién, que son comparables a los encontrados en

este estudio, tanto para la comparacion de diferencia total con el testigo control (miel sin

adicion) y para el tratamiento comercial. El tratamiento 12, con 1 minuto de agitacién a

velocidad media (500 rpm) y sin adicion de semilla), tiene diferencias de color

imperceptibles con el testigo control, mientras que el tratamiento 2 (con los mayores niveles
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en el tiempo de agitacion y adicion de semilla) tiene visibles diferencias de color con el

tratamiento comercial.

percepcion en la diferencia de color con ambos testigos.

El resto de los tratamientos tienen grandes diferencias de

Figura 2-13. Cambios en la diferencia de color total a los 40 dias de almacenamiento
respecto a la miel de Acacia sin tratar (color azul) y la miel usada como semilla (color

80

70

60

50

40

30

20

10

Diferencia de color total respecto a la miel usada como semilla (color
verde) y a la miel de Acacia sin tratar (color azul)

(%)

H Miel semilla

verde)
ef
ghi efgh : hi efgh gfl
- -
fg
d
g e
i .
ik ik
1 K -
o N — o wn o n
o = — —
§E
2=
Velocidad50 500 750 250 500
(rpm)
Semilla 0 5

1 o

750

10— o

W Miel sin tratar

efg

H @

5—|! :

I

o
—
250 500 750
10 Miel Semilla
de
Acacia

*Barras con la misma letra no son significativamente diferentes (p-value > 0,05) segtn lo analizado por ANOVA

unidireccional y la prueba de Tukey



Capitulo 2 59

e Turbidez

La absorbancia promedio a 660 nm de los tratamientos fue de 2,72+0,028 para el dia 15
de evaluacién, aunque la miel sin tratar tuvo un valor de 0,20+0,02 y la semilla utilizada
estuvo en 4,31+0,02 (Figura 2-14). Se observa que los tratamientos con menores
adiciones de semilla tienen absorbancias cercanas a la de la miel de Acacia. Estos valores
estan en el rango reportado por Conforti et al., 2006, que encontraron que la absorbancia
a 660 nm de 102 muestras de miel argentinas se encuentran en su mayoria entre 2.5y 3.0
con contenidos entre 16 y 20% de agua. Suriwong et al., 2020, reporta un valor de
absorbancia de 3,072+0,047 en el dia 23 (a cristalizacion completa) para la miel de girasol
(F/IG = 1,03 y G/W = 2,12) control y con adicién de 2,5% de glucosa en polvo se llega a
valores de 3,118+0,007 a penas en 9 dias.

Figura 2-14. Cambios de la turbidez a 40 dias de almacenamiento entre tratamientos
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El mayor valor de absorbancia encontrado fue de 4,18+0,11 correspondiente al promedio
del tratamiento 8 (con los mayores niveles de velocidad de agitacion e inclusion de semilla),
seguida del tratamiento 3 (con mayores valores de tiempo y velocidad de agitacion).
Lupano, 1997, encontrd que la absorbancia de la miel cremada aumenta con el tiempo de
almacenamiento, desde 0,5 al inicio llegando una absorbancia de 3 a los 40 dias para una
miel multifloral de 38,3% de glucosa, 34,4% de fructosa y una relacion G/W de 1,95. Finola,
Lasagno, & Marioli, 2007, encontraron que la miel que cristaliza rapidamente experimenta
un rapido aumento en la absorbancia (hasta de 1.5 unidades de absorbancia en la segunda
semanay hasta 2 unidades en la séptima que se mantiene por 20 semanas), mientras que

mieles de cristalizacion lenta no varian su valor de absorbancia.

Como se observa en la Figura 2-14 hay diferencias significativas en la absorbancia entre
los tratamientos con adicién de semilla con los que no tienen este tratamiento y la miel sin
tratar debido a que la turbidez se incrementa con la granulaciéon. Lupano, 1997, expone
coémo la absorbancia presenta un efecto similar a la entalpia de fusién de los cristales,
donde la turbidez medida por la absorbancia a 600 nm, tuvo un comportamiento similar en
las muestras almacenadas a 4 y 10°C, y fue superior a la mostrada por las muestras a 20
y -20°C. Por otro lado, en el ensayo de Costa et al.,, 2015, a 25°C los valores de la
absorbancia no sobrepasaron 2,5 incluso con 34 dias de almacenamiento, mientras que a

15°C este valor se superé a los 15 dias.
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e Cambio de pardmetros texturales a los 40 dias de almacenamiento
Los tratamientos que no tenian adicion de semilla tuvieron valores cercanos (entre 20 a 50
g) al de la miel liquida (29,07 = 1,27 g) y cerca de 10 veces menos que la semilla usada
(296,23 + 38,08 g) (Figura 2-15). Los tratamientos con mayores valores son el 4, 3y el 10
gue tienen una cantidad media de semilla (5%) y tres veces mas que los reportados por
Conforti et al., 2006, que encontraron que la firmeza de la miel se encontraba entre 0 y 25g
con mieles con humedad de 16 a 20%.

Figura 2-15. Variacion de la firmeza a los 40 dias de almacenamiento entre tratamientos
de cristalizacion inducida en miel de Acacia de Vichada
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Los valores de firmeza se encuentran entre 19,27+4,01 g (0% de semilla, 250 rpm y 5 min
de homogenizacién) y 32409,19+2524,24 g (con la mayor velocidad y tiempo de agitacion
y 5% de semilla) (Figura 2-18). Conforti et al., 2006, encuentran que la firmeza puede ser
el resultado de una concentracion alta de azlcar en solucion o de la estructura formada
por los cristales en algunas mieles cremadas. De acuerdo a lo anterior, las diferencias de
hasta cuatro érdenes de magnitud entre las mieles con adicién de semilla y las que no la
tenian pueden deberse a la formacion de una estructura interna muy fuerte en la miel con

adicion de inoculante.



62 Evaluacién del proceso de cristalizacion inducida en miel de plantaciones...

En cuanto a la consistencia (Figura 2-16), los rangos se encuentran entre 21 y 146587 g
s. Conforti et al., 2006, encontraron valores entre 0 y -4 N s. Shinn & Wang, 1990,
encontraron valores de adhesividad entre 11,67 y 126,2, con el nivel de adhesividad méas
alto en mieles con 17% de humedad, 12,5% de semilla adicionada, almacenamiento de
13,5 dias y una relacién glucosa/maltosa de 40,9%. Al igual que con la firmeza, los
tratamientos sin adicién de semilla se comportaron de manera idéntica a la miel de Acacia
sin tratar. A comparacion de los anteriores autores, la miel cremada fue mucho mas

adhesiva con incorporacion de semilla.

Figura 2-16. Variacion de la consistencia a los 40 dias de almacenamiento entre
tratamientos de cristalizacion inducida en miel de Acacia de Vichada
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Conforti et al., 2006, exponen que “la adhesividad representa el trabajo necesario para
vencer las fuerzas de atraccion entre la superficie del alimento y la superficie de otro
material con el que el alimento entra en contacto”. Asi, se puede evaluar como la
contribucién de una energia superficial (asociada con el tipo y magnitud de la fuerza de
union entre el adhesivo y el sustrato) y la energia cohesiva (que es la disipada en la
deformacion viscoelastica y plastica dentro del adhesivo). Shinn & Wang, 1990, realizaron
una optimizacion de la cristalizacion de miel midiendo parametros texturales. En este caso

usaron relaciones con transformaciones logaritmicas.
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2.2.2 Analisis multivariado

e Relacioén entre las variables
Haciendo el analisis de correlacion se encuentran varias tendencias (Figura 2-17). Por

ejemplo, la absorbancia inicial y final tienen un alto grado de correlacién (r? = 0,99™), y ya

ok

en un menor grado con la firmeza (r?>=0,75™) y la consistencia (r?=0,74™) y la componente

de color b* (r’=0,80™) y el croma (r>=0,76™). En este caso la formacion de cristal promueve
cambios en la estructura de la miel cremada, provocando cambios en la apariencia visual
y textural de la miel. Una relacion similar fue encontrada por Sereti, Lazaridou, Tananaki,
& Biliaderis, 2021, quienes encontraron relaciéon entre la luminosidad con la dureza (r? =

Tk

0,837™) y el trabajo de untuosidad (r? = 0,842™) en mieles de algodon griegas

Figura 2-17. Anélisis de correlacion de Pearson para las variables analizadas con
coeficientes de regresion para un modelo lineal de primer orden
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Tabla 2-6. Convenciones usadas en la Figura 2-18

Nombre Significado
AbsO Absorbancia inicial (dia 1)
Abs Absorbancia final (dia 40)
Rel_Abs Relacién de absorbancias
FirmnessO | Firmeza inicial (dia 1)
ConsistencyO | Consistencia Inicial (dia 1)
Firmness Firmeza final (dia 40)
Consistency | Consistencia final (dia 40)
Awl Actividad de agua al dia 1
Aw?2 Actividad de agua a los 4 dias
Aw3 Actividad de agua a los 8 dias
Aw4 Actividad de agua a los 11 dias
Aw5 Actividad de agua a los 15 dias
Aw6 Actividad de agua a los 20 dias
Aw7 Actividad de agua a los 30 dias
Aw8 Actividad de agua a los 40 dias
L_col L* (luminosidad) (dia 40)
a_col a* (rojo-verde) (dia 40)
b _col b* (amarillo-azul) (dia 40)
gradH °h (angulo de matiz) (dia 40)
Chro C* (Croma) (dia 40)
Wi indice de Blanqueamiento (WI) (dia 40)
Yl indice de amarillamiento (Y1) (dia 40)
DE_Comercial | Diferencia de color total respecto a la miel usada como semilla
DE_Control | Diferencia de color total respecto a la miel de Acacia sin tratar

El mismo analisis de correlacion entre las variables de textura muestra que, por ejemplo,
hay una muy alta correlacion significativa (r?> = 0,94 y p-value<0,05) entre la firmeza y la
consistencia (Figura 2-17 y Tabla 2-6). Esta tendencia también fue observada por Shinn
& Wang, 1990 al estudiar la fuerza maxima y la cohesividad y por Tappi et al., 2019, con
la adhesividad y la dureza de mieles cremadas. La fuerza y la dureza estan relacionadas
con los enlaces internos que dan la estructura de la miel cremada, y por tanto de su
composicion. En ambos estudios y para Dettori et al., 2018, la adhesividad disminuye con
el tiempo de almacenamiento, la relacion G/W o el porcentaje de inoculante. Amariei et al.,
2020, encuentran que el comportamiento de la adhesividad y la gomosidad tienen

correlacion con la adicion de trehalosa en miel de rabano.
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Tabla 2-7. Principales correlaciones entre algunas variables estudiadas para la
cristalizacién inducida

Variable 1 Variable 2 Correlacion

Absorbancia inicial Absorbancia final 0,99***
Absorbancia final Firmeza 0,75***
Absorbancia final Cohesividad 0,74%**
Absorbancia final b* 0,80***
Absorbancia final Croma 0,76***
Firmeza Consistencia 0,94**

Actividad de agua en el dia 4 | Actividad de agua en el dia 7 0,92%**
Actividad de agua en el dia 4 | Actividad de agua en el dia 15 0,73***
Actividad de agua en el dia 4 | Actividad de agua en el dia 18 0,58***

Otra tendencia a tener en cuenta es la que se presenta con la actividad de agua medida a
varios puntos (Tabla 2-7). En este caso las correlaciones mas fuertes y significantes se
dieron entre las actividades tomadas en tiempos cercanos. Por ejemplo, la actividad entre
el dia 4 (Aw2) y el dia 7 (Aw3) tuvo r? = 0,92***, pero entre el dia 4 y el 15 cae a 0,73***y
al dia 40 (Aw8) ya llega r>=0,58***. Altas correlaciones también fueron observadas por

Sereti etal., 2021, con r>=0,838 y p-value = 0,00009259 para el tiempo de almacenamiento.

Tendencias menos importantes se encuentran entre los componentes de color L* y b* con
el croma y el indice de blanqueamiento debido a que unos los Ultimos se definen como

funciones de los primeros.
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e Analisis de Componentes Principales

Para el andlisis de PCA (Figura 2-18) solo se usaron las variables en las que se
encontraron diferencias significativas en el ANOVA. Asi, quedan incluidas las variables
absorbancia, relacién de absorbancia, firmeza, consistencia, actividad de agua en el dia
40, los componentes de color L*, b* y a*, el indice de blanqueamiento, el &ngulo de matiz,
el croma, la diferencia de color total con el testigo comercial y el control, y el indice de
amarillamiento. Tappi et al., 2021, utilizaron solo algunos pardmetros visuales (L*, a*) y
texturales (adhesividad y dureza). Amariei et al., 2020, utilizaron parametros de textura
como la elasticidad, cohesividad, dureza, adhesividad, gomosidad y masticabilidad en su
PCA a pesar de haber medido los componentes de color (L*, b*, a*) y termodinamicos
(entalpia y temperatura maxima).

Al analizar el PCA se encontré que el primer componente (PC1) explica el 43,9% y esta
integrado por las variables de textura y la actividad de agua (Figura 2-18). La contribucién
de las absorbancias en este componente es baja. Tappi et al., 2021 encontraron que el
primer componente en el PCA que realizaron estaba explicando el 56,44% y se componia
por parametros texturales y reolégicos. En el ensayo de Amariei et al., 2020, el 61,22% de
la varianza observada es explicada por el primer componente al inicio del ensayo y 50,28%

un afio después.

El segundo componente (PC2) esta integrado especialmente por parametros de color
angulo de matiz (°h), L*, b*, el croma (*C) y el indice de blanqueamiento (WI). Ademas, se
encuentran las absorbancias inicial y final y la consistencia inicial. Este componente explica
un 24,6% de la varianza observada (Figura 2-23), por lo cual su aporte es significativo.
Entre este y el componente anterior se explica un poco mas de las 2/3 partes de la varianza
total, por lo cual se hace necesario un tercer componente. Para Tappi et al., 2021, el
segundo componente de la PCA (27,67%) realizada también estaba influenciada por las

coordenadas de color.

El PCA muestra (Figura 2-18) que AL tuvo un comportamiento opuesto al de b* y C*, al
igual que Aa* con la firmeza y la consistencia inicial. Tappi et al., 2021, encontraron una
relacion similar entre L* y a*, en el cual esas tienen una relacion inversa. El indice de
blanqueamiento no presenta correlacion con las diferencias de color con los dos testigos,

al igual que L* y b*. De esta forma se ve que la actividad de agua no fue una variable
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diferencial para ninguno de los experimentos. Esto puede deberse a que la miel tiende a

estar en niveles de a, entre 0,5y 0,6.

Figura 2-18. Gréfico biplot de variables medidas y muestras consideradas al inicio y al
final de los procesos de cristalizacion inducida con tablas anexas de convenciones para

individuos y variables
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En este caso, y para todas las variables analizadas, solo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con el factor semilla en las variables firmeza, consistencia,
absorbancia inicial, absorbancia final, relacién de absorbancias, indice de amarillamiento
y el croma. Esto es clave para elegir los parAmetros a evaluar en la cristalizacion durante
la segunda parte del trabajo. De acuerdo a lo anterior, la actividad de agua no es distinta
en ninguno de los tratamientos, asi como las variables iniciales de textura (consistencia y
firmeza) y los cambios de color con los testigos y las totales. Esto se relaciona con lo
expresado por Zamora, Chirife, & Roldan, 2006, quienes encontraron que la miel argentina
tiene rangos de actividad limitados aun asi esté cristalizada. Piotraszewska-Pajgk &
Gliszczynska-Swigto, 2015, encontraron que no habia cambios en la diferencia total de

color con el almacenamiento hasta 3 meses.

Por otro lado, en el parametro velocidad de homogenizacion solo la consistencia present6
diferencias significativas, mientras que, para el tiempo de agitacién, solo la firmeza y la
consistencia presentan diferencias significativas. Con la cantidad de semilla adicionada
hay més variables que presentan diferencias, como las diferencias de L* y b* con el testigo
control, el componente a* y b* del color, el croma, el indice de amarillamiento, las
absorbancias y su relacion y las firmezas y consistencias al final, como se observa en la
Figura 2-18.

En cuanto a los tratamientos, ninguno tuvo un comportamiento semejante al testigo
comercial (49, 50 y 51). El tratamiento 4 (10, 11 y 12) tuvo mayores respuestas que los
otros tratamientos. Ademas, el tratamiento al cual no se le habia agregado semilla y tuvo
una velocidad de agitacién de 500 rpm por un minuto tuvo un comportamiento idéntico al
reportado para la miel en estado liquido. Comportamientos similares al testigo control (miel
fresca) se tuvieron con el tratamiento 1, 6 y 12 (que no tienen semilla adicionada y tuvieron
un comportamiento semejante a este. El andlisis de conglomerados entrega resultados
similares a los encontrados en el PCA. El tratamiento mas parecido al testigo control es el
12, que no tiene semilla adicionada y el tiempo de agitacion es de solo un minuto. La gran

mayoria de los tratamientos son parecidos entre si y difieren con el testigo comercial.
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2.2.3 Optimizaciéon de los parametros de proceso

Con el fin de lograr un producto a base de miel proveniente de plantaciones de Acacia
mangium del Vichada con caracteristicas muy similares a las mostradas por productos en
el mercado, se optimizaron los pardmetros del proceso de cristalizacion inducida antes
discutidos (cantidad de miel semilla afiadida y velocidad y tiempo de batido), maximizando,
minimizando o colocando en un rango especifico cada una de las variables respuesta
analizadas (actividad de agua, turbidez, firmeza, consistencia y componentes del color) por
medio de la metodologia de superficie de respuesta (RSM) en un disefio de Box-Behnken.
Para esto se procedié a evaluar cuél es el modelo matemético (lineal o cuadratico) que
mejor describia el comportamiento de cada variable de respuesta con los parametros del
proceso, para posteriormente verificar los objetivos de optimizacion de cada variable de
respuesta de acuerdo con su comportamiento, y finalmente, evaluar la deseabilidad del
proceso.

e Eleccion del modelo matemético
La Tabla 2-8 muestra para cada una de las variables de respuesta analizadas los niveles
de significancia de los coeficientes lineal y cuadraticos del modelo matematico general, asi
como el coeficiente de correlacién r> mdltiple. Como se observa, en nueve variables al
menos uno de los coeficientes tuvo diferencias significativas (valor p < 0,05). Esto significa
que las variables angulo de matiz (°h), componente de color amarillo-azul (a*), luminancia
(L*) e indice de blanqueamiento (WI) no estan suficientemente correlacionadas con los
parametros de proceso evaluados (semilla afiadida y agitacion). Lo anterior esta acorde a
lo expresado en la Figura 2-19, en la cual estas variables tenian una contribucién y un cos2
muy bajo. Ademas, esos mismos pardmetros fueron los que menos diferencias estadisticas

encontraron entre los tratamientos de cristalizacién inducida.
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Tabla 2-8. Valor de p para los coeficientes generalizados del modelo cuadrético y el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) para las ecuaciones de las superficies de
respuesta de cada variable en la optimizacion de parametros de proceso de cristalizacion
inducida en miel de Acacia del Vichada

Valor p
Variables r?
Lineal Cuadraticos

Firmeza a los 40 dias 1,14E-04 | *** | 1,98E-04 | *** | 0,0888 | ***
Turbidez a los 40 dias | 2,88E-04 | *** | 3 80E-03 | ** |0,9783 | ***
Consistencia a los 40 dias |2,97E-03 | ** |3,96E-03 | ** |0,9596 | ***
b* a los 40 dias 0,0133 | * 0,0948 |, 0,9111 | ***
Croma (C*) a los 40 dias 0,0208 | * 0,1203 0,8970 | ***
indice de amarillamiento | 0,0286 | * 0,0942 |, 0,8862 | **

Matiz (°h) a los 40 dias 0,0742 0,5341 0,8109

a* alos 40 dias 0,3199 0,4483 0,7280

L* a los 40 dias 0,5705 0,3900 0,6298

indice de Blanqueamiento | 0,8574 0,3638 0,5748

Cadigos de significancia: valor-p ‘simeolo: 9. 001***; 0,01**; 0,05*"; 0,1 ‘¢

De la Tabla 1-13 se observa que la absorbancia y las variables texturales medidas a los
40 dias de almacenamiento presentaron altamente diferencias significativas con un buen
ajuste en el modelo cuadratico. La componente del color b* y el indice de amarillamiento
presentaron diferencias significativas en el modelo cuadréatico y lineal, mientras que el

croma solo en el lineal.

El analisis de las curvas modeladas se encuentra en la Tabla 2-9, para la cual x; se refiere
al “tiempo de agitacion”, x. es la “velocidad de agitacion” y xs; es “porcentaje de semilla
afadida”. Al realizar las comparaciones se encontré que el parametro “porcentaje de
semilla anadida” fue el que mas influyé en la generacién de las curvas de optimizacién
pues presentaba diferencias altamente significativas en el coeficiente lineal y cuadratico
en las variables firmeza, turbidez y consistencia. Con esto en mente, se encontraron los
modelos para las variables de respuesta que resultaron viables después de realizar todo

el proceso de seleccion, como se muestra en la Tabla 2-9.
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Tabla 2-9. Estimado y nivel de significancia para los coeficientes de las ecuaciones de
optimizacion para los parametros de proceso de cristalizacion inducida

Variable Firmeza Turbidez Consistencia b* c* Yi °h
Intercepto | 29636,00" | 3,1043541™" | 85213,766"" | 16,41653""" | 17,7914™" | 66,3602"*" | 67,71033™""
X1 1865,03 -0,0083325 -2336,231 -3,11778 -3,18603 | -12,27991 -2,13389
X2 -241,28 0,3098125 -8045,119 -1,45778 -1,78752 | -0,99685 -0,42265
X3 13170,03"" | 1,4353885™" | 38332,298™ 3,92186) 3,31324 17,88710) | 12,10398"
X1:X2 -469,31 0,117638 8939,362 2,68896 2,7803 9,75124 0,4028
X1:X3 416,69 -0,1494376 -234,010 3,537880) 3,74644 14,75854 3,37934
X2:X3 -198,91 -0,11 -11,092 1,9425 2,45085 3,24352 -6,44786!)
X12 1712,92 0,1201389 5104,135 -0,40451 -0,59328 | -3,56543 -0,85009
X22 -104,82 0,0136111 8098,022 1,14792 1,17696 0,80548 2,3474
X3? -16983,25"*" | -1,1463889"*" | -53299,789"** | -5,15208" | -5,20811" |-23,22877" | -3,93339

Cadigos de significancia: valor-p ‘simbolo’: 9,001***; 0,01**; 0,05*"; 0,1 ‘(. En los parametros x: se refiere al

“tiempo de agitacion”, xz es la “velocidad de agitaciéon” y xs es “porcentaje de semilla afiadida”.

De la Tabla 1-14 se tienen, por ejemplo, la siguiente ecuacién como modelo predictivo para
la firmeza (ysimeza) €N funcién de los pardmetros del proceso de cristalizacién inducida que
estan siendo optimizados: tiempo de agitacion (xi), velocidad de agitacion (x2) y el

porcentaje de semilla afiadida (xs).

Yfirmeza = 29636 + 1865,03x; — 241,28x, + 13170,03x3 — 469,31x,x, + 416,69x;x3 —
198,91x,x5 + 1712,92x% — 104,82x% — 16983,25x3 + ¢ (2-2)
Teniendo en cuenta Unicamente los coeficientes que tienen diferencias significativas, el

modelo predictivo para los valores de firmeza queda expresado por:

Vfirmeza = 29636 + 13170,03x316983,25x2 + € (2-3)

e Generacion de las superficies de respuesta
Tomando las superficies de contorno y en 3D generadas por las ecuaciones precedentes,
a continuacién se presenta una breve discusion de las tendencias encontradas para las

variables de turbidez, firmeza y componente de color b*.

En la turbidez a los 40 dias se observa como con el aumento de la semilla hay un aumento
en la respuesta, en condiciones de tiempo y velocidad constantes. Por otro lado, al dejar
constante el porcentaje de semilla adicionada, las mayores respuestas en la absorbancia

se obtienen con los valores més altos de tiempo y de velocidad. Con esto, solo hay
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respuestas a altas velocidades y tiempos que se encuentran mas alla de la zona de estudio
Yy que no son tan significativas como con la semilla, pues con un aumento de 6 a 8% de
semilla se tienen absorbancias mayores a 4, mientras que solo a las velocidades y tiempos
mayores a 750 rpm y 10 min se tienen absorbancias cercanas a 3.9 (Figura 2-19).

Figura 2-19. Superficies de optimizacion de los parametros de proceso para la
absorbancia a 660 nm de miel con cristalizacion inducida a los 40 dias de
almacenamiento
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La firmeza tiene un comportamiento semejante al que exhibe la absorbancia (Figura 2-20).
En este caso, con el aumento de la semilla aumenta la firmeza hasta el punto maximo y
desde ahi disminuye, pero las menores velocidades producen las mayores respuestas.
Este comportamiento se puede asimilar al encontrado por Tappi et al., 2021, en el que la
dureza es inversamente proporcional a la adhesividad, es decir, que las fuerzas internas

superan a las externas en el maximo.
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Figura 2-20. Comportamiento de las superficies de optimizacion de la firmeza respecto a
los factores evaluados
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El esfuerzo de corte puede proporcionar energia que permite que los sistemas superen la
energia de activacion asociada con la nucleacion primaria y al romper los cristales
existentes y aumentar el numero de sitios para la cristalizacion, acelera la nucleacion
secundaria, incrementando .la velocidad de cristalizacion y reduciendo el tamafio medio
de los cristales. En este punto, la capacidad de la agitacion para afectar el tamafio del
cristal depende de la velocidad. A bajas velocidades, el esfuerzo de corte puede aumentar
la frecuencia de colisiones entre cristales, originando cristales mas grandes. A velocidades
mas altas, el tamafio del cristal se reduce a través de una mayor nucleacion y la ruptura
de cristales grandes (DeJong & Hartel, 2019). De esta forma, solo a velocidades mas altas
gue las reportadas en este trabajo se pueden obtener mejores resultados en términos de

textura.

En la Figura 2-21 se aprecia el proceso de optimizacion para el componente azul-amarillo.
Se tiene un comportamiento en el cual b* tiende a un valor maximo, con un punto

estacionario a 3,87 min y 388,79 rpm en agitacion y 7,04% de semilla afiadida.
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Figura 2-21. Superficies de respuesta para b* en relacion a los pardmetros de
cristalizacion inducida en miel de Acacia mangium del Vichada
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e Optimizacion
Con la informacién obtenida a partir de los ANOVAY el PCA realizado en la seccién anterior
para las variables respuesta se procedid a generar los objetivos de optimizacion,

mostrados en la Tabla 2-10

Tabla 2-10. Objetivos de optimizacion para la funcion de deseabilidad

Variable Ob_Jet_IVO -d,e Justificacion
optimizacion
Actividad de agua | Maximizacion Tendencia observada en el ANOVA
Turbidez Maximizacion Tendencia observada en el ANOVA
L* Valor objetivo Testigo comercial
a* Valor objetivo Testigo comercial
b* Maximizacion Tendencia observada de la RSM
°h Valor objetivo Testigo comercial
C* Valor objetivo Testigo comercial
Firmeza Minimizacion Valores muy altos comparados al testigo comercial
Consistencia Minimizacion Valores muy altos comparados al testigo comercial
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La maximizacion de la respuesta se realizd por medio de la funcién de deseabilidad de
Derringer y Suich, 1980. Como se puede observar en la Figura 2-22. Funcion de
deseabilidad, la funcion de deseabilidad es muy plana en la vecindad de la solucién 6ptima
(punto rojo), indicando que pequefias variaciones en la velocidad de agitacion o el tiempo
no cambian las condiciones de deseabilidad drasticamente. En cambio, al cambiar la

cantidad de miel cremada afiadida si se afecta la deseabilidad fuertemente.

De la Figura 2-22 se extrapola que el valor éptimo se encuentra en tiempos de 2,5 miny
velocidad de agitacién altas (el maximo en el ensayo es de 750 rpm, pero el 6ptimo se
encuentra en 850 rpm) y con 7,97% de semilla adicionada como nucleo de cristalizacion.
Estos valores son consecuentes debido a que se requieren altas velocidades para producir
una buena homogenizacién en poco tiempo. A pesar de esto, el tiempo puede ser mayor,
como se observa en la Tabla 2-11. Parametros de optimizacion. Otro aspecto a tener en
cuenta es que las velocidades altas son mejores por la posible inclusion de aire en la
mezcla, que también actian como nucleos y al esfuerzo cortante que se realiza sobre los

cristales haciendo que tengan un menor tamafio.

Tabla 2-11. Pardmetros de optimizacion

x1 -0,5123913 Tiempo 2,438
X2 1,4142 Velocidad 853,550
x3 0,5943739 Semilla 7,972
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X3 (Adicién de semilla)

X3 {Adicién de agente cristalizante)

Figura 2-22. Funcion de deseabilidad
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2.3 Conclusion parcial

Al evaluar la actividad de agua se registré un valor promedio para las muestras tratadas
de 0,573+0,007 en el dia inicial del ensayo, que aumenté a 0,602+0,007 en el dia 15y
0,607+0,008 a los 20 dias de almacenamiento. De lo anterior se puede concluir que la
actividad de agua de las muestras con tratamiento de cristalizacion inducida aumenta con
el tiempo de almacenamiento, presentando una estabilizacion de tasa de cambio de aw
desde el dia 15. Igualmente se presentaron diferencias significativas al comparar la miel
utilizada como semilla (0,566+0,004) con los tratamientos (con un promedio de promedios
de 0,597+0,006 para todos los tratamientos y todos los dias). En este caso, el tratamiento
con la actividad mas cercana al inoculante fue el que tenia 0% de adicién de semilla,
velocidad de 250 rpm y 5 min de homogenizacién (0,598+0,010 a los 30 dias). El
incremento en la actividad es consecuencia de la cristalizacion y la liberacién de moléculas

de agua.

Por otro lado, la turbidez promedio (medida como la absorbancia a 660 nm) de los
tratamientos fue de 2,72+0,028 para el dia 15 de evaluacion, aunque la miel sin tratar tuvo
un valor de 0,20+0,02 y la semilla utilizada estuvo en 4,31+0,02. Se observa que los
tratamientos con menores adiciones de semilla tienen absorbancias cercanas a la de la
miel de Acacia original. De igual forma se comportaron los componentes de color, en los
cuales los tratamientos en promedio tuvieron L* = 38,00+0,58, a* = 4,99+0,08 y b* =
13,44+0,21, valores muy cercanos a los reportados para la miel sin tratar (39,98+0,49,
4,47+0,06 y 10,11+0,10, respectivamente) y muy distintos a los del inoculante empleado
(54,95+1,33, -0,45+0,02 y 18,33+0,35, respectivamente). Tendencias idénticas se
encontraron con el angulo de matiz (tono) y la saturacion de color (croma) y se
comprobaron con las diferencias de color total respecto a la miel sin tratar y a la semilla.
De esta forma la incorporacion de la semilla indujo la formacion de cristales que producen

una superficie capaz de reflejar mas la luz, cambiando la percepcion visual.

Un comportamiento distinto se encontré con la textura, donde la firmeza de la miel de
Acacia sin tratar es de 29,07+1,27 g, mientras que el inoculante tenia un valor 10 veces
superior (296,23+38,07 g), pero el promedio de los tratamientos se encontraba en
17116,18+1224,97 g. En la consistencia los valores observados fueron 100,19+5,02 g-s,
556,98+140,36 g-s y 52418,36+5988,00 g-s. En este caso se observa que la adicién de
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semilla aumenta las fuerzas cohesivas internas y por ello la miel sin tratar y los tratamientos

sin adicion son semejantes a la semilla.

Se encontré correlacién significativa entre las variables de absorbancia entre el dia 1y el

*hk

40 de almacenamiento (r>=0,99™), la firmeza y consistencia (r?=0,94™), la absorbancia final

Kok

y el componente de color b* (r>=0,80"™) y las actividades de agua en distintos tiempos de
almacenamiento (r?=0,96™" para la actividad entre los dias 30 y 40). Las relaciones se
pueden explicar por la formacion de cristales y la formacidn de estructura interna en la miel
cremada. El andlisis de varianza multivariado encontré que es el factor semilla el que mas
peso tiene, seguido de la velocidad y su interaccion. Con lo anterior en mente, solo se
presentaron diferencias altamente significativas entre los tratamientos al medir la
absorbancia inicial, la absorbancia final, la relacion de las absorbancias, la firmeza y

consistencia iniciales y finales, el cromay el indice de amarillamiento

El PCA encontré que 3 componentes principales podrian explicar hasta el 84% de la
varianza. El primer componente (43,9%) esta conformado por las actividades de agua y
pardmetros de extrusién. El segundo componente (24,6%) abarca la mayoria de
pardmetros de color y la absorbancia. El tercer componente (15,6%) tiene a los restantes
componentes visuales. El andlisis de clister y el diagrama biplot muestran que los testigos
utilizados (la miel sin tratar y la semilla) se comportaron de manera distinta a los
tratamientos y que el tratamiento 11 (que no tenia semilla afiadida y con el tiempo de
homogenizacion méas bajo) fue el mas cercano, seguido del tratamiento 6 (sin semilla
afadida y velocidad de homogenizacion baja). Por otro lado, el testigo comercial fue
diferente al resto de tratamientos por lo que no puede usarse como comparativo para la
optimizacion. Asimismo, hay variables que tienen un comportamiento similar a otros, como
la actividad de agua en distintos tiempos, la firmeza y consistencia, la absorbancia inicial y
final, entre otras. Esto se puede explicar por la alta correlacién entre ellas y por lo cual

pueden ser reemplazados para disminuir la dimensionalidad del ensayo.

De acuerdo con los resultados de las superficies de optimizacién, las absorbancias,
firmezas, consistencias iniciales y finales presentaron coeficientes significativos y un buen
ajuste de modelo de tipo cuadratico. Con estos se generaron las curvas de optimizacion
encontrandose un maximo en los valores de 2,5 min de tiempo de homogenizacion, 850

rpm de velocidad de agitacion y 7,97% de semilla afiadida, con una deseabilidad de 0,87.



3.Cambios fisicoquimicos y sensoriales en el
proceso de cristalizacion inducida de miel
de plantaciones forestales de Acacia
mangium

La miel es un producto alimenticio natural dulce y viscoso compuesto en su gran parte por
glucosa y fructosa, en concentraciones aproximadamente iguales (Shinn & Wang, 1990;
Suriwong et al., 2020). Debido a la baja solubilidad de la glucosa en agua (909 g/L a 25°C),
esta tiende a precipitar por lo que se considera que la miel es una solucién supersaturada
de este monosacarido (Amariei et al., 2020). En cambio, la fructosa es altamente soluble
(4000 g/L a 25°C) en agua y permanece en la solucién por mayor tiempo, siendo
responsable de la higroscopicidad de la miel (Sereti et al., 2021). Por lo anterior, las mieles
con altas relaciones glucosa/fructosa, como la miel proveniente de plantaciones forestales

de Acacia mangium, tienden a cristalizar rapidamente,

Al encontrarse a una concentracion mas alta que la solubilidad critica, la miel se encuentra
en un estado de no equilibrio termodindmico (Zamora & Chirife, 2006) y cualquier
perturbacion puede causar su cristalizacion (Cavia et al., 2002; Hartel & Shastry, 1991).
Este es un fenédmeno de transferencia de masas que lleva a la creacién de una interfase
solido-liquido (Nurul Zaizuliana, Anis Mastura, Abd Jamil, Norshazila, & Zarinah, 2017) y
en el cual influyen tanto la solubilidad o potencial quimico (termodinamica) como la
difusividad, dependiente de la viscosidad de la solucién, de la glucosa (cinética). En un
inicio y tomando a la miel como una solucion de cristales, el potencial quimico de la glucosa
es mayor en la fase liquida que en el sélido puesto que su actividad (medida indirectamente
por la concentracion) es mayor (Bhandari & Bareyre, 2003). Asi, se genera una fuerza
impulsora (diferencial de potencial quimico por la sobresaturacion) que produce
transferencia de moléculas del soluto (glucosa) de un estado liquido (miel) al estado sélido

(cristal de glucosa) que favorece la transicion de fases y el exceso de soluto que se
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encuentra por encima de la concentracién de saturacién cristaliza (Bhandari & Bareyre,
2003). De la misma forma, con el paso del tiempo aumenta la actividad de agua (Laos et
al., 2011).

La cinética de la cristalizacion de la miel requiere dos procesos simultaneos: una difusion,
en la cual el soluto (glucosa) se transporta de la solucion a la interfase, y la deposicion
superficial, donde el carbohidrato es adsorbido e integrado a la red cristalina (Sopade et
al., 2004). De esta forma, la cristalizacion involucra tres pasos (Bund & Hartel, 2010;
Krishnan et al., 2021). En el primero ocurre la generacion de la fuerza impulsora debido a
la diferencia de concentraciones entre la miel, la interfase y la correspondiente al equilibrio
de saturacion desde un estado sobresaturado. Luego empieza la nucleacion, que es la
formacion de nucleos de la estructura de red cristalina. El nacleo y tamafio de los mismos
determina el tipo y facilidad de cristalizacion, siendo la composicién de los azlcares una
de las variables de mayor importancia en el proceso (Frigerio Tisi, 2010). El tercer paso es
el crecimiento que es el aumento del tamafio de los nlcleos hasta que se alcanza el

volumen de fase de equilibrio (Bund & Hartel, 2010; Krishnan et al., 2021)

Por tal motivo, se requiere profundizar mas en este tema, por lo cual es necesario evaluar
los cambios que ocurren en el proceso de cristalizacion inducida en miel de Acacia
magnium recolectada en el departamento del Vichada analizando el efecto que tienen la
temperatura y velocidad de agitacién y el porcentaje de adicion de inoculante en las
caracteristicas fisicas del producto cristalizado. Para ello se requiere verificar el cambio en
distintas propiedades de la miel cremada con un tratamiento especifico. Para ello, se
empled un andlisis multi-instrumental, haciendo mediciones fisicoquimicas (actividad de
agua), sensoriales (color, turbidez y textura), microscopicas (tamafio y forma del cristal),
termodinamicas (entalpia y temperatura de fusién) y reolégicas (mddulos de pérdida y
almacenamiento) de la miel con una combinacién Optima de velocidad y tiempo de

agitacion con una adicién de semilla en concentracion especifica.
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3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Preparacion de la muestra

La miel fue provista por apicultores y productores durante la cosecha abril de 2021 en
Puerto Carrefio (Vichada) y trasvasadas a vasos de precipitado estériles. Para la
cristalizacion la miel se calenté en un bafio termostatico a 63°C hasta que no se percibieron
cristales a simple vista. Entonces la miel se filtr6 a través de una malla de 140 mesh (106
pMm) de acero inoxidable. Como nucleo cristalino se us6 miel cremada comercial (Bi abejas,
2020), que se peso en beakers de vidrio y con una balanza analitica con dos decimales de
cifras significativas. Después se peso la miel a cristalizar de acuerdo con cada tratamiento.
La agitacion se realiz6 con un agitador de hélice con indicador digital Rw20 (IKA, China)

procurando no exceder en 5% la velocidad de agitacién elegida.

El tiempo de batido se contabiliz6 con cronémetro digital hasta milisegundos, procurando
estar en 5% de margen de error. Después de realizada la agitacion se dejoé en reposo
durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente se trasvasaron las muestras
en cada uno de los recipientes para cada determinacién. El almacenamiento se realiza a
temperatura de 14+1°C, en oscuridad y en recipientes separados para cada determinacion.
De acuerdo con los resultados del capitulo anterior en cuanto a las superficies de
optimizacion, se encontrd que para poder realizar una éptima induccion en la cristalizacion
el tratamiento a utilizar es de 2,5 min de tiempo de homogenizacion, 750 rpm de velocidad

de agitacién y 8% de semilla afiadida.

3.1.2 Analisis de parametros de cristalizacion

e Actividad de agua
La actividad de agua de cada una de las muestras se midi6é utilizando un medidor de
actividad de agua HydroLab C1 (Rotronic, EEUU) que funciona segun el principio de la
temperatura del punto de rocio. EI medidor de actividad de agua se calibré con frecuencia
con soluciones estandar con actividades de agua especificadas (0,43+0,05 y 0,80+0,05).
(Kuroishi et al., 2012; Subbiah et al., 2020; Tappi et al., 2019). Para esta determinacion se

realizaron tres réplicas (Zamora & Chirife, 2006).
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e Colorimetria
De las muestras, aun en estado liquido, se vertieron aproximadamente 5 mL en una caja
de Petri de vidrio de 3,5 cm de didmetro y 1 cm de altura en un fondo blanco (Escuredo et
al., 2019). El andlisis de color se llevo a cabo usando un colorimetro portatil digital Minolta
ChromaMeter CR-400 que utiliza luz difusa y que fue previamente calibrado con una
pantalla blanca (CR-A43) en iluminante D65. Esta determinacion se realiz6 por triplicado,
evaluando los tres componentes en la escala CIELAB (L*, a* y b*): L* es componente de
luminosidad o brillo que varia de 0 a 100; y a* y b* son los dos componentes de color, que
varian de -100 a 100 (a* es de verde a rojo y b* es de azul a amarillo). Adicionalmente, los

demas parametros de color se calcularon de acuerdo a la Tabla 2-3.

e Turbidez
Se colocaron 2 mL de la miel ya tratada en una cubeta plastica (12,5 mm x 12,5 mm x
45 mm) con una longitud de trayectoria de 1 cm. La absorbancia se midié6 a 660 nm con
un espectrofotometro UV-Visible Jasco V-730 (Conforti et al., 2006; Costa et al., 2015;
Lupano, 1997; Suriwong et al., 2020).

e Textura
Para las medidas de textura, la miel en estado liquido fue vertida en recipientes cilindricos
de plastico (volumen interno de 36 mL, llenado a la mitad). Se llevé a cabo un ensayo de
extrusion usando un texturometro TA.X Analyzer (Stable Micro Systems, Surrey, UK) con
una probeta cilindrica de 20 mm (P/5) de acrilico a una velocidad de 2,0mm/s en el ensayo,
y un tirador automatico de 5 g. En este caso se quiso medir la fuerza necesaria para llegar
a la distancia de 12 mm sobre la muestra. Cuando el tirador alcanz6 la superficie, la sonda
penetré la profundidad establecida. En este punto, la sonda vuelve a su posicién original a
velocidad constante y se logra la maxima fuerza positiva. De cada muestra se analizaron

tres réplicas y se reporté el promedio + deviacién estandar.

e Analisis micromorfolégico
Se siguid una técnica similar a la utilizada por Tappi et al., 2021. Se esparci6é una gota de
la muestra en un portaobjetos (Tosi et al., 2004; Venir et al., 2010) de 25,4 x 76,2 mm con
ayuda de una espétula hasta tener un espesor menor a 0,5 mm (Bonifacio Queiréz, 2010).
Las observaciones se realizan con imagenes de microscopia Optica con luz polarizada a
baja ampliacién (de acuerdo con Suriwong et al., 2020, a temperatura ambiente y a 10-

20X) para evitar la confusion con otros sélidos como granos de polen. Para la captura de
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las imagenes se utiliz6 una camara digital Axiocam 506 color, acoplada al microscopio
ZEISS Axioscope 5 (Zeiss, Alemania) con modulo para luz reflejada para campo claro

(Epi_BF), contraste de interferencia (DIC R) y luz polarizada (POL) (Figura 3-1).

Figura 3-1 Microscopio ZEISS Axioscope 5
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Las longitudes caracteristicas de un cristal se definen de acuerdo a la posicién de cada
particula. Asi, la longitud (l.) del cristal es la distancia entre dos planos paralelos,
perpendiculares a la base, tangentes al cristal por la cara, vértice o arista mas alejada. El
ancho (lp) es la distancia entre dos planos paralelos, perpendiculares a la base y también
a los planos que definen la longitud a, en contacto con el cristal en vértices, aristas o planos
opuestos. El andlisis de imagenes por microscopia da el tamafio de particula como el
diametro equivalente al del circulo que tiene la misma area que la proyectada por la
particula medida en su posicion de maxima estabilidad (Bonifacio Queirdz, 2010) y se

relaciona con las dimensiones de la particula por la Ecuacién 3-1:

Deg = ()™ (31

n
La distribucion relativa en el nimero de particulas esta dada por la distribucién de Ni/N a
lo largo de los diversos tamafios de particula, donde Ni representa el nimero de particulas
en el i-ésimo intervalo AL de tamano L. La densidad de distribucion (q;) resulta de la
relacion entre la distribucion relativa por el largo del intervalo (Costa & Giulietti, 2010) como

se encuentra en la Ecuacién 3-2

N; 1
qo(Ly) = SN AL, (3-2)
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e Calorimetria Diferencial de Barrido DSC

El proceso de cristalizacion es fundamentalmente una transiciéon de fases que produce
cambios en propiedades como el volumen especifico y la capacidad calorifica (Odian,
2004). La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es el método comuinmente usado para
investigar y analizar los fendmenos de transicion de fases que ocurren durante los

procesos térmicos (Tomaszewska-Gras, Bakier, Goderska, & Mansfeld, 2015).

Cordella et al., 2002, utilizaron esta técnica para detectar diferencias en diversos tipos de
miel en Francia, encontrando una transicion de -44 a -36°C. Esta es la transicion vitrea (de
segundo orden) y en ella los movimientos de rotaciéon de los enlaces moleculares se
detienen. En la temperatura de transicion vitrea (Tgy) los dominios amorfos de una muestra
toman caracteristicas propias como un cambio en el coeficiente de temperatura del
volumen especifico (Odian, 2004). Por esta razoén, la miel pasa de un estado gomoso a

otro estado vitreo con un cambio en la capacidad calorifica.

La segunda transicion (de primer orden) esta relacionada con el paso de sélido al liquido
(40 a 90°C) (Tomaszewska-Gras et al., 2015). En la temperatura de fusién cristalina (Tm)
los dominios cristalinos de una muestran se funden con un cambio discontinuo en el
volumen especifico (Odian, 2004). Esta transicidn se produce sélo en el caso de las mieles
gue se encuentran en un estado parcial o totalmente cristalizado, pero desaparece
después de un enfriamiento y calentamiento regulares (Tomaszewska-Gras et al., 2015).
(Venir et al., 2010) encontraron dos picos endotérmicos en muestras de miel en esta etapa,
el primero asociado a la liberacion de agua de cristalizacién (aprox. 50°C) y un segundo

con la fusion del cristal (a 80°C aprox).

La tercera transicibn mas intensa, tiene lugar en el rango de temperaturas de
aproximadamente 140 a 220°C y es causada por la caramelizacion de azucares (Cordella
et al., 2002; Tomaszewska-Gras et al., 2015).

Para la determinacion de la entalpia y temperaturas de transicion por calorimetria
diferencial de barrido se utiliz6 una temperatura inicial de 14 °C, una velocidad de
calentamiento de 10°C/min hasta una temperatura final de 80 °C, con atmédsfera de

99,999% de nitrdgeno a un flujo de gas de 50 mL/min (Figura 3-2). El tamafio de la muestra
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se encontraba entre 1 y 15 mg, en un crisol estandar de aluminio con tapa de geometria

circular de 6 mm de diametro y 1 mm de altura (Al-Habsi, Davis, & Niranjan, 2013).

Figura 3-2. Equipo DSC
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El equipo utilizado es DSC2-01450 (TA Instruments) y el procesamiento se realiz6 sobre
el software TRIOS version 4.5.0.42498. Estas caracteristicas fueron extraidas de los
trabajos de (Dettori et al., 2018; Tomaszewska-Gras et al., 2015; Venir et al., 2010) y
adaptadas a las condiciones locales. . El grado de cristalizacion se halla con la relacion
entre la entalpia de la fusion de los cristales formados (Ecuacion 3-3) calculado a partir del

pico endotérmico (Lupano, 1997) y la entalpia de fusion de la glucosa pura:

AH{J g1} =E x Ax 60 X Sx.S'yw_lﬁ_1 (3-3)

Donde E: constante (mw mV+); A: area bajo la curva (cmz); 60 (s min?); Sy: velocidad de
tarjeta de registro (°C cm?); S,: sensibilidad del eje y (mV cm™); w: peso de la muestra
(mg) y B: velocidad de calentamiento (°C min?). La entalpia de disolucién de glucosa

monohidratada en soluciones en equilibrio es de 105+1.9 J g (Al-Habsi et al., 2013).
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e Analisis Reoldgico

La reologia es clave para entender el flujo y deformacién de un material (Sopade, Halley,
D’Arcy, Bhandari, & Caffin, 2004). Ademas, juega un papel importante en la transferencia
de calor del fluido, en el disefio de equipos para el transporte, bombeo, procesamiento,
control de calidad, andlisis sensorial y el almacenamiento de miel. Las propiedades
reolégicas de este producto determinan la facilidad para su manejo, procesamiento, la
experiencia del consumidor y permiten el entendimiento de la organizacion estructural y la
transferencia de calor (Ahmed et al., 2007). Las principales propiedades reoldgicas son la
viscosidad aparente (relacion entre esfuerzo de corte y velocidad de corte), los coeficientes
de esfuerzos normales, la viscosidad compleja (respuesta ante esfuerzos de corte
oscilatorio), el modulo de almacenamiento y médulo de pérdidas (comportamiento
viscoelastico lineal) y las funciones complejas de viscoelasticidad no lineal (Dobre,
Georgescu, Alexe, Escuredo, & Seijo, 2012).

El barrido de frecuencia se realiz6 para determinar la region viscoelastica de la muestra:
Para esto se us6 un reémetro rotacional equipado con sistema Peltier con una geometria
de platos de acero paralelos de 40 mm, con una brecha (gap) de 1000,0 um, sobre el rango

de 0.63-63 rad/s en 3% de esfuerzo a 20°C (Figura 3-3).

Figura 3-3. Redmetro rotacional

El comportamiento reoldgico de la miel cremada se realizé con platos paralelos de acero
a 20°C, espacio entre los platos de 1 mm. Una vez confirmado el porcentaje de

deformacion se realizé el ensayo en el rango 0 a 100 rad/s (Nayik, Dar, & Nanda, 2019).
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Actividad de Agua

La actividad de agua de la miel de Acacia con cristalizacion inducida pasé de 0,546+0,001
en el dia inicial a 0,557+ 0,002 al dia 18 (Figura 3-4). Zamora et al., 2006, encontraron
valores de actividad de agua para distintas mieles de distintos origenes entre 0,550 y mas
de 0,700, por lo que lo encontrado en este trabajo se encuentra en el rango sefalado.
Gleiter et al.,, 2006, exponen un rango entre 0,50 y 0,65. En esta misma medida se
encuentra los resultados encontrados por Abramovi¢ et al., 2008; Conforti et al., 2006;
Kuroishi et al., 2012.

Figura 3-4. Comportamiento de la actividad de agua con el tiempo de almacenamiento
para miel de Acacia mangium
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En la granulacion dirigida de la miel de Acacia del Vichada, al igual que Laos et al., 2011,
en mieles de rdbano y en poliflorales, se encontrd un incremento en la actividad de agua
debida a la cristalizacion entre los dias 1 y 8. Este mismo comportamiento fue observado
por Gleiter et al., 2006; Zamora & Chirife, 2006. Ademas, Subbiah et al., 2020, explican
esta tendencia por cuanto se forman los cristales de monohidrato de glucosa se liberan
aguas de hidratacién y de esta forma se aumenta el promedio de nimero de hidratacion y

con ello la actividad de agua.
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Una tendencia importante encontrada en este estudio es que después del dia octavo no
hay cambios estadisticamente significativos en la actividad de agua. Dettori et al., 2018,
encontraron que la miel de cristalizacion rapida (F/G = 1,08) aumento la actividad de agua
en los primeros 10 dias, y se mantuvo mas o menos contante hasta el dia 42, donde vuelve
a subir hasta el dia 50. Para Laos et al., 2011, después de 56 dias de almacenamiento se
alcanza un valor constante en la actividad de agua e indicando que se alcanzo6 un equilibrio
entre las fases, es decir, una cristalizacion completa de la glucosa. Amariei et al., 2020, no
encuentra cambios en la actividad de agua de miel de Acacia en un periodo de un afio y
evaluando los meses 1, 3, 6, 9y 12. Esta tendencia a la estabilizacion en la actividad de
agua puede deberse a que la condicion de equilibrio termodinamico se alcanza solo
cuando la actividad de agua del sistema es reducida a un valor constante al valor de
saturacion (Bhandari & Bareyre, 2003).

3.2.2 Analisis colorimétrico

e Componentes de color CIELab
La Figura 3-5 presenta el espacio de color CIELab encontrado para la miel cremada de
Acacia bajo el tratamiento 6ptimo. Se observa que los puntos se hallan entre las
coordenadas L* = (28 — 33), a* = (3 — 6) y b* = (5 — 12), lo cual constituye un espacio de
color muy reducido y evidencia que visualmente no se encuentren diferencias perceptibles.
Ademas, los componentes a* son positivos, por lo cual el color tiende al rojo, al igual que
el b*, que tiende al amarillo. La relacion rojo-verde (*a) y azul-amarillo (b*) si tienen un valor
diferenciado en el dia octavo comparado con el primer dia (b* = 3,42+0,73 en el 8 y
4,82+0,79 en el primero), y en el caso de b* también en el dia 18. Los valores de a* pueden
llegar de -3.56 a 6.32 y para b*de 9.32-26.62, que se encuentran en los rangos medidos
para la miel de Acacia mangium. El indice de rojo-verde (a*) reportado por Tappi et al.,
2021, si presenté un comportamiento mas parecido al reportado en este trabajo, con
valores entre 0 y 4 para mieles de cristalizacién rapida. Tal como lo expone, el color esta
relacionado con el origen botanico y a algunos componentes menores (minerales, polen,
HMF y polifenoles). Szabd et al., 2016, encuentran que en mieles oscuras (como la miel
de Acacia mangium) un valor positivo de a* es indicativo de presencia de antocianinas y
flavonoides, mientras que valores positivos de b* son resultado de pigmentos tipo
carotenoide. Ademas, el contenido de aminoacidos tirosina y triptéfano es mayor en las

mieles oscuras que en las claras (Negueruela & Perez-Arquillue, 2000).
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Figura 3-5. Comportamiento de las coordenadas de color con la cristalizacion
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Como se ve en la Figura 3-6, no se encuentran diferencias entre la luminosidad en distintos
tiempos (L* = 30,2+1,19 en el dia 8) para la miel cristalizada. Como el rango de luminosidad
va de 0 (negro puro) a 100 (blanco puro), la miel se puede considerar como oscura al estar
mas cercana al limite bajo. Piotraszewska-Pajgk & Gliszczynska-Swigto, 2015, en mieles
polacas encontraron rangos de valores para L* de 51.28 a 70.56, por lo cual la miel
analizada aqui tiene menor luminosidad. Tappi et al., 2021, hallan que no habia cambios
en L* después del décimo dia en condiciones estéaticas. Amariei et al., 2020, concluyen
gue la cristalizacion de glucosa de la solucion de miel sobresaturada determina el cambio
en los parametros de color debido a la capacidad de reflexion de los cristales de glucosa
formados. De manera general, objetos mas blancos (mayores valores de L*) tienden a
reflejar mas luz, ademés que objetos cristalinos aumentan su capacidad de reflexién de

manera especular, mientras los objetos amorfos lo hacen de manera difusa.
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Figura 3-6. Comportamiento de los componentes de color CIELab (L*, a*, b*) en el
tiempo de almacenamiento
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e Cromaticidad
La Figura 3-7 representa el espacio de color con el croma y el tono en coordenadas
polares. La pureza (croma) para la miel granulada del Vichada con tratamiento éptimo va
de 10,3+2,10 en el dia 1 a 7,12+1,45 en el 8 dia y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la saturacion con el tiempo de almacenamiento. Esto es
consecuente con lo expresado por Piotraszewska-Pajgk & Gliszczynska-Swigto, 2015, que
encontraron que entre las distintas mieles analizadas los valores de croma estaban entre
9,71y 27,44 para mieles frescas, por lo que los resultados encontrados en este estudio se
encuentran en el minimo del rango. Las intensidades de color encontradas son bajas, por
lo cual se puede decir que la miel cremada es casi acromatica o desaturada (con valor

cercano al limite inferior que es 0).
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Figura 3-7. Representacion del espacio de color del tratamiento 6ptimo en el tiempo de
almacenamiento

0/360
1 5 i /)0 G
s Dia
. 0

O Matiz - °h . 1
x

1 4 4
®
o 10 1 R 3
] No hay diferencias significativas L}
g en los primeros 11 dias bO + 1 1
[=
£ @ 15
O
o ] * 18
©
—

3
o Diferencias significativas en tono

No hay diferencias
significativas en croma
‘0 90

El &ngulo de matiz de la miel de Acacia se encuentra entre 61,1°+1,39° en el dia 4 hasta
67,5°+0,82° en el 18, mientras que, analizando respecto al tiempo se encuentra un
aumento en el tono, encontrando diferencias significativas entre los primeros once dias y
el ultimo evaluado (Figura 3-8). Castro Mercado, 2018, expone que la miel es de color
ambar, correspondiente al tono localizado. Dettori et al., 2018, observaron un aumento de
la luminosidad y el matiz (tono) con el tiempo de almacenamiento hasta 15 dias, desde el

cual no hubo cambios.
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Figura 3-8. Comportamiento del &ngulo de matiz de miel de Acacia sometida a
cristalizacion inducida respecto al tempo de almacenamiento

o
o
L

/
- /
66 b /

ANgulo de Matiz - °h
Z
[g]

60

1' -1 8 ‘1‘1 1‘5 ‘I‘S
Tiempo de almacenamiento (dias)
e Indices de color
La diferencia de color total respecto a la miel de Acacia sin tratar no tiene cambios
significativos con el almacenamiento, como se observa en la Figura 3-9, con valores entre
7,73+1,32 en el dia 18 a 10,2+0,94 en el dia 8. Se observa una diferencia significativa entre
los dias 8, 11y 15 con el 18 y los cambios se pueden explicar debido a que la cristalizacion
rapida de la luz forma cristales que dispersan la luz. Negueruela & Perez-Arquillue, 2000;
y Piotraszewska-Pajgk & Gliszczynska-Swigto, 2015, concluyen que las diferencias de
color entre mieles de romero en estado solido sin fundir se deben a la dispersion de la luz
en el interior de la muestra, lo que genera cambios en los espectros de reflectancia y
principalmente, en los espectros de transmitancia interna. Como en esta miel cristalizada
no se encontraron cambios, no hay diferencia en la reflectancia en el tiempo. Esa ultima

cualidad es funcion de la cantidad de cristales.



Capitulo 3

93

Figura 3-9. Comportamiento de la diferencia de color total de la miel cremada de Acacia
de Vichada respecto a la miel sin tratar en el tiempo de almacenamiento
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Los valores de indice de blanqueamiento encontrados en este estudio concuerdan con los

presentados por Costa et al., 2015, que hallaron WI de 25 a 38 unidades, pero que a

diferencia de este trabajo, si se vieron diferencias en el tiempo (Figura 3-10). Suriwong et

al., 2020, encontraron que el indice de blanqueamiento aumenta rapidamente y luego se

estabiliza en valores cercanos a 40 en miel de girasol medida hasta 45 dias, valores

cercanos al encontrados en este estudio. En este ensayo, el indice de blanqueamiento no

varié en el tiempo, con lo cual la evolucion de este parametro se da desde el mismo

momento de la homogenizacion.
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Figura 3-10. Variacion de los indices de blanqueamiento en la cristalizacion inducida de
miel de Acacia mangium
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En el presente ensayo el indice de amarillamiento varié entre 44,4+12,6 en el dia 15 a
29,7+6,75 en el octavo, y en general no se encontraron diferencias significativas en el
tiempo (Figura 3-11). Amariei et al., 2020, reportan valores del indice de amarillamiento
de 7,99+0.24y 7,98+0,01 en el primer mes de miel de Acacia sin y con adicion de trehalosa

y este pardmetro no varié pasado un afio de almacenamiento.
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Figura 3-11. Variacion de los indices de amarillamiento en la cristalizacion inducida de
miel de Acacia mangium
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e Turbidez
Como se observa en la Figura 3-12, la mayor absorbancia se encontré en el dia 18 con
3,27+0,01. Conforti et al., 2006, en mediciones de la absorbancia a 660 nm para 140
muestras de miel argentinas, encontraron valores entre 2.5 y 3.0, rango en el cual se
encuentra este trabajo. Costa et al., 2015, encontraron que a una temperatura de
almacenamiento de 25°C se alcanzé una absorbancia maxima de 2,5 después de 34 dias.
Lupano, 1997, hallé una absorbancia maxima cercana a 3 en miel almacenada por 40 dias

a bajas temperaturas (10 y 4°C)

Ademas, se observa una tendencia en la que la absorbancia aumenta con el tiempo,
teniendo una mayor tasa de cambio en los primeros dias y esta velocidad va disminuyendo.
En miel de girasol (F/G = 1.03) la absorbancia aumenté rapidamente hasta llegar a un valor
de 3 en el dia 23. Suriwong et al., 2020, encuentran que la miel mas granulada tiene
mayores valores de turbidez, presentando un comportamiento asintético después de cierto

tiempo de almacenamiento.
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Figura 3-12. Comportamiento de la absorbancia a 660 nm de miel de Acacia mangium
sometida al tratamiento de cristalizacion inducida
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La relacion entre las absorbancias muestra que en el dia 15 se puede llegar a un 96,4%
de cristalizacion. Suriwong et al., 2020, encuentran un comportamiento idéntico al
encontrado en este trabajo, donde la tasa de cristalizacion fue méas alta al inicio y alcanza
un méaximo cuando la miel alcanzaba la cristalizacién completa y los nucleos ya formados

se encontraban en fase de crecimiento.
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3.2.3 Analisis textural

Durante los primeros instantes se encuentra que la firmeza tiene valores de 19,59+0.35 g,
valores coincidentes con Dettori et al., 2018, que encuentran que la firmeza inicial en
muestras de miel se encontraba en el rango de 0.02-0.03 N (Figura 3-13). Conforti et al.,
2006, encuentran que la firmeza de 111 muestras de miel de Argentina puede ser descrita
como una funciéon del contenido de agua en la solucion, siendo resultado de una alta
concentracion de aztcar en miel no cristalizada o de una estructura tridimensional formada

por los cristales.

Figura 3-13. Cambios en propiedades texturales como firmeza durante el tiempo de
almacenamiento
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Mientras va aumentando el tiempo de almacenamiento va aumentando el valor de la
firmeza. Durante los primeros cuatro dias no se ven diferencias en la tasa de cambio,
llegando a un valor de 1539,0+97,9. Pasado el dia 8 cuando llega a 6100,0+426,0 g,
aumentando en seis veces la velocidad. Ya entre el dia 11 y 15 pasa de 18000 a 31000,

disminuyendo la velocidad. Estos valores se encuentran en el mismo orden de magnitud
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gue las reportadas por Dettori et al., 2018, para mieles de cristalizacion rapida. Tappi et
al., 2021, mostraron que a medida que aumentaba la fase cristalina se formaba una
estructura soélida donde los cristales formaban una matriz caracterizada por una cohesion
gue aumentaba con el tiempo. Ademas, la tasa de cambio de la actividad de agua parece
tener relacién con la de la firmeza, ya que mientras en el dia octavo la absorbancia variaba

en cerca del 10%, la firmeza aumentaba en cerca de 3 veces.

Al igual que la firmeza, no existen diferencias significativas durante los primeros dias,
aunque entre el dia 11y 15 aumenta de 45.861,0+4277,0 a 86.411,0+9465,0 (Figura 3-14).
Entre mas pasa el tiempo se va formando una estructura mas intrincada y por ello la firmeza
va aumentando, aunque la firmeza y la cohesividad aumentan mas rapidamente entre el
dia 1y 8, posiblemente por la rapida formacién de cristales. En este caso aumenta la tasa
de cambio de manera mas fuerte que con la firmeza, esto se explica por Conforti et al.,
2006, para quienes no existe una relacién proporcional entre la firmeza y la adhesividad.
Como se vio en el capitulo 2, estos dos parametros si estdn correlacionados

significativamente.

Figura 3-14. Cambios en propiedades texturales como la consistencia durante el tiempo
de almacenamiento
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3.2.4 Analisis microgréfico

¢ Morfologia de los cristales

Durante la cristalizacién natural (miel fresca sin tratamiento) se encuentran pocos cristales
de gran tamafio, como los que aparecen en la Figura 3-15. Sin embargo, como se aprecia
en la Figura 3-15 se encuentran cristales de gran tamafio que llegan a presentar el
fendmeno de birrefrigerancia y los bordes se ven claramente definidos. Dettori et al., 2018,
exponen que en este tipo de granulacion las mieles presentan cristales grandes, con
bordes afilados y de mayor espesor. Estos cristales no tienen un tamafio completamente
regular, ya que estan presentes algunos pequenos (> 10 um) y otros mas grandes
(alrededor de 100 uym). Ademas se encuentran pocos cristales en forma de aguja como los
reportados por Lupano, 1997, que causan que el producto se vuelva turbio y menos
atractivo al consumidor (Bund & Hartel, 2010).

Figura 3-15. Tamafio relativo de cristales en miel sin tratar en micrografias a 20X
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De acuerdo con la etapa de crecimiento, los cristales pueden tener forma esférica, acicular,
de placa plana o estrellada. Al igual que lo anota Tappi et al., 2021, al inicio de la
cristalizacion los cristales visibles pertenecen al nucleo del cristal (Figura 3-16) y debido a
la agitacién se observa una distribucion homogénea de los cristales en la solucion.
Ademads, a diferencia de lo reportado por Conforti et al., 2006, donde la mayoria de las
muestras de miel argentina almacenadas presentaron cristales de aguja, los cristales

observados tienden a tener forma esférica (sin dimension sobresaliente).

Figura 3-16. Micrografia 20x de miel recién inoculada con semilla en el proceso de
cristalizacion inducida

Con el tiempo estos van eligiendo una direccion para el crecimiento, alargadndose sobre un
unico eje y mezclandose entre ellos, perdiendo su esfericidad. Este mismo comportamiento
fue encontrado por Laos et al., 2011, en mieles poliflorales eslovenas., dispuestos como
ramos o dispuestos aleatoriamente. Como se aprecia en las micrografias (Figura 3-17), la

forma es mas alargada, como la presentada por Suriwong et al., 2020.
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Figura 3-17. Micrografia 20X de muestra de miel de Acacia con cristalizacion inducida a
los 11 dias de almacenamiento

Por otro lado, a una tasa de cristalizaciébn muy lenta se forman grandes masas con forma
de estrella debido a que los cristales crecen desde su base. Esto es tipico en los frascos
de miel liquida comercial (Bhandari, D’Arcy, & Kelly, 1999). Como ya se ha discutido, la
tasa de cristalizacion de la miel de Acacia mangium en este estudio fue muy répida, por lo

gue se explica que no se encuentren aglomeraciones de cristales.

En las Figura 3-15 a Figura 3-18 se observa que en la miel sometida a la induccién los
bordes de los cristales son redondeados (difusos) mientras que en el crecimiento natural
los bordes son mas definidos (afilados). Para Dettori et al., 2018, la forma de los cristales
mas grandes parece no ser regular y en imagenes microscopicas se ven diferentes formas
y tamafios, aunque no encontr6 diferencias en la morfologia. Ma et al., 2017, observaron
la microestructura de los cristales de miel y de glucosa, encontrando que los primeros son

irregulares y con bordes suaves mientras que los de glucosa son de morfologia plana con
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bordes afilados. DeJdong & Hartel, 2019, exponen que los cristales con superficie
redondeada y suave, como los encontrados en este estudio, pueden fluir uno sobre otro
dando sensacién de cremosidad. En este sentido, los cristales en forma de placa plana,
caracteristicos de una granulacion fina, otorgan una sensacién sensorial agradable
(Bhandari, D’Arcy, & Kelly, 1999).

Figura 3-18. Micrografia de miel con cristalizacion inducida de Acacia mangium a los 15
dias de almacenamiento
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e Tamaiio de los cristales
Con el avance del tiempo va aumentando el nimero de cristales y su tamafio promedio,
cambiando el rango de 1-5 ym a 5-10um (Figura 3-19). En el dia 1 habia un porcentaje de
75,74%+6,73% y cayd a 64,06%+15,30% en el dia 15 para el tamafio de cristal de 1-5 pym.
Esto esta conforme a lo reportado por Costa et al., 2015, que encontraron que ninguna de
las muestras cristalizadas a 15°C mostré cristales mayores a 20 ym y que mayores
tamarnos se consiguieron a 25°C. Ademas, que con esta Ultima temperatura una agitacion
a una velocidad de 540 rpm también disminuy0 el diametro equivalente de la particula a
20 ym. Bakier, 2009, encontr6 que la fase pesada de la cristalizacion tenia cristales con

area superficial menor a 300um?.

Figura 3-19. Variacién de la Distribucién granulométrica con el tiempo de almacenamiento
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Al inicio del tratamiento la miel presenta pocos cristales de tamafio homogéneo (1000
particulas de diametro equivalente 3.46+3.64um) y con el avance del tiempo se va

aumentando la cantidad de cristales y su tamafio se va haciendo mas grande (Figura 3-
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15). Ya sobre el dia 15 el numero de cristales aumentd a 8954 con un diametro equivalente

de 7.74£12.09um incrementando la curtosis de la distribucion.

Los diametros equivalentes maximos encontrados fue de 99,47 um y el minimo 0,51 um.
En el dia octavo ocurre un aumento en el nUmero de cristales, coincidiendo con el momento
en el que la absorbancia se estabiliza. Por esta razon la absorbancia puede utilizarse como
indicador del proceso. Costa et al.,, 2015, encuentra que a temperaturas bajas de
almacenamiento (15°C) y a 540 rpm de agitacion se encuentra que hasta el 90% de los
cristales tienen un tamafio inferior a 10 um. Esto es coincidente con lo encontrado en este
estudio que se llevo a cabo a temperaturas de almacenamiento de 14°C y a 850 rpm, con

lo cual se esperan didametros equivalentes inferiores.

El comportamiento de la distribucion granulométrica con el tiempo de almacenamiento
presenta una tendencia clara en la que al principio los cristales en su mayoria tenian
tamafios entre 1-5 ym (Figura 3-19). Este parametro es importante porque DeJong &
Hartel, 2019, expone que el paladar puede detectar cristales de hielo de 50 um y que una
buena microestructura cristalina puede influir en caracteristicas como la apariencia,

untabilidad, dureza, suavidad y masticabilidad.

Por otro lado, Costa et al., 2015, encontraron que una alta velocidad de homogenizacion
disminuye el tamafio de los cristales, pero a una temperatura de almacenamiento de 15°C
se formaron mas rapidamente que a temperaturas superiores, por lo cual la agitacién
produjo rapidamente cristales de pequefio diametro equivalente. Entonces la tasa de

cristalizacion se ve poco afectada por la homogenizacion.

3.2.5 Analisis termodinamico

En este estudio solo se puede reconocer la transicidn de fusion (Figura 3-20), que coincide
con un pico endotérmico en los extremos reportados (60,735°C como pico maximo).
Tomaszewska-Gras et al., 2015, exponen los picos de temperatura alcanzados por
distintos tipos de mieles polacas durante corridas experimentales en DSC, encontrando
valores de picos entre 47,28+0,31°C para miel de lima (F/G = 1,04 y G/W = 1,73) y
65,76+0,18°C para girasol (F/G =0,79y G/W = 2,72). Estos valores se encuentran acordes
a los encontrados durante este ensayo, siendo el 58,201°C para el dia 1 de

almacenamiento y llegando a 60,735°C en el dia 15 de ensayo.
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Figura 3-20 Termogramas de DSC para miel cremada de Acacia mangium de acuerdo
con el tiempo de almacenamiento
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En este estudio se encuentra que a 15 dias de almacenamiento de miel cremada de Acacia
de Vichada la entalpia apenas llegé a 1,7409 J/g, que comparado con otros autores
indicarian que el proceso de cristalizacion aln no esta completo. Tappi et al., 2019,
encontraron valores de entalpia de 34,72 J/g después de 9 dias de almacenamiento en
mieles de cristalizacion rapida (F/G =1,08). Venir et al., 2010, hallaron que una entalpia de
108,39 J g* era la necesaria en la segunda transicién. Tappi et al., 2021, calcularon la
entalpia especifica para la fusion de cristales monohidratados de glucosa en un valor de
176,8+4,3 J/g, mostrando que la tasa de calentamiento durante el DSC es importante en

el calculo de la entalpia (Figura 3-21).
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Figura 3-21. Termograma de DSC mostrando la zona de interés con puntos de inflexion
y entalpias normalizadas por dia para la cristalizacion inducida de miel de Acacia
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En cuanto a la tasa de formacion de cristales de glucosa (Tabla 3-1), Tappi et al., 2021,
hallaron un contenido de cristales al final del proceso (noveno dia) de 21-22 g/100 g en
mieles de cristalizacion rapida, con una tasa de cristalizacién de 1,271 g de cristales/100
g de miel /dia. En este estudio, con miel de Acacia mangium del Vichada se encontré una
tasa de 0,097 hasta el dia 15. Comparando con lo encontrado en la actividad de agua (que
para el dia 15 ya estaba en valores estables) o con la turbidez (cuya tasa de cambio no

cambio6 entre el dia 15 y el 18).

Tabla 3-1. Valores de temperaturas y entalpias encontradas durante el proceso

. Grado de
Tiempo Temperatura de inflexién (°C) (nolf&tglligfda) cristalizacién
(dia) 1 (g de cristal / 100
Punto medio | Inicio Pico Jg g de miel)
58.201 0
42.765
4 58.648 0
42.403 52.020 58.416 0,28544 0,26
11 iggig 51.591 59.309 0.88471 0,82
15 42,668 54.814 60,735 1,7409 1,62
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De acuerdo con Dettori et al., 2018, |la tasa de cristalizacion es la suma de la velocidad de
nucleacién y de crecimiento de los cristales. Cuando la sobresaturacion es alta, la
formacion de nuevos cristales es mas rapida que su crecimiento. A medida que avanza la
cristalizacion, la velocidad de nucleacién decrece exponencialmente, de modo que, el
proceso predominante es el agrandamiento de los nucleos existentes (Tappi et al., 2019).
Por esta razon se encuentran dos zonas en la cinética de cristalizacion: una rapida y otra
casi constante (Tappi et al., 2021). Al analizar los cambios de entalpia de fusion de los
cristales de miel de Acacia del Vichada con el tiempo se encuentra que el tiempo de
almacenamiento fue muy poco y no se ha completado la primera fase.

3.2.6 Analisis reoldgico

e Regidn viscoelastica lineal
Dobre et al., 2012 determinan que con una deformacién mayor al 3% se pierde la red
estructural de la miel y su comportamiento se vuelve no lineal desde ese punto. Como
muestra la Figura 3-22, estos resultados estan acordes a los encontrados en este ensayo,
gue para 3% se encuentran valores constantes de los médulos de almacenamiento y
pérdida. Se puede observar, la miel de Acacia del Vichada presenta un comportamiento
newtoniano (Bhandari, D’Arcy, & Kelly, 1999). Ahmed et al., 2007; Cohen & Weihs, 2010,
analizaron el comportamiento del flujo de miel, demostrando que la miel liquida es un fluido
newtoniano en las escalas macro y microscopica y que la viscosidad fue consistente con
el clasico modelo estacionario a todas las temperaturas (Cohen & Weihs, 2010). El
comportamiento newtoniano es caracteristico de soluciones concentradas con
componentes de bajo peso molecular (Costa et al., 2013). Conforti et al., 2006, encontraron
gue muestras con pocos cristales presentaban un comportamiento newtoniano con alta

densidad.
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Figura 3-22. Region viscoelastica lineal para miel cristalizada de Acacia mangium
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La Figura 3-23 muestra los resultados del mdédulo de almacenamiento en la frecuencia

angular de oscilaciébn como funcion del tiempo de almacenamiento. En los primeros dias

se da una tendencia lineal (r?> cercano a 1), y ya en el Ultimo dia se da un efecto viscoso

gue altera el modulo de almacenamiento debido a un cambio en el comportamiento de flujo

(Oroian, 2015). Se puede observar que el comportamiento elastico aumenta mientras

mayor cantidad de dias dure la miel en el proceso de cremado, y con ello se vuelve mas

sélida. Ahmed et al., 2007, encontraron que la glucosa cristalizada en la miel lleva a un

bajo esfuerzo de deformacion debido a su destruida red molecular cuando se aplica el

esfuerzo. Asi, consideran que la concentracion de glucosa y fructosa y su relacién, son los

pardmetros mas importantes para entender el mecanismo de flujo en un nivel estructural y

molecular.

L1071 ¢



Capitulo 3 109

Figura 3-23. Variacion del modulo de almacenamiento G’ con la frecuencia angular (w) y
con el tiempo de almacenamiento de miel de Acacia con cristalizacion inducida
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Como observan Nayik et al., 2019, al ser mayor el médulo de pérdida que el del
almacenamiento, la miel observa un comportamiento mas viscoso que elastico. En la
Figura 3-24 se observa este fenébmeno, y ademas se ve que puede llegar a ser 10 veces
mayor el modulo de pérdida que el de almacenamiento. Ademas, la miel cremada tiene un
comportamiento mas viscoso (liquido) que elastico (sélido) debido a que no hay

solapamientos en las funciones de G’y G” con T y w en todo el rango (Ahmed et al., 2007).



110 Evaluacion del proceso de cristalizacion inducida en miel de plantaciones...

Figura 3-24. Evolucion del médulo de pérdida en el proceso de cristalizacion inducida a
1, 4, 8, 11 y 15 dias de almacenamiento

14000
G"(15) = 123,06w + 954,36
2 _
12000 R? =0,9999
©
[a W
= 10000
) G"(11)= 77,349w + 113,61
© R? = 0,9999
T 8000
°
& G"(8) = 62,665w+ 35,023
g 6000 R?=0,9999
o
S 4000
3 G"(4) = 38,34w + 19,672
= R? = 0,9999
2000
G"(1) = 19,733w + 5,2696
2 _
0 R?=0,9999
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Frecuencia angular - w (rad s-1)
Tiempo de almacenamiento (d): —e—1 —e—14 8 —@—11 —@—15

En la Figura 3-25 se observa que a mayor tiempo de almacenamiento, mayor angulo de
fase, mostrando un comportamiento casi intermedio entre solido y liquido. Pero en
frecuencias mas altas el angulo se hace constante. Y finalmente, con mas dias de
almacenamiento el &ngulo va disminuyendo rapidamente a bajas frecuencias. Para Dobre
et al., 2012, el comportamiento reoldgico se vuelve no lineal después de una cierta
frecuencia angular, como se observa en el caso de la miel almacenada después de 15
dias. Nayik et al., 2019, investiga el comportamiento reoldgico para cuatro tipos de miel
con la temperatura, encontrando un coeficiente de correlacibn mayor a 0.97 para los
graficos entre el mddulo de pérdida y el mddulo de almacenamiento respecto a la
frecuencia angular. Ademas, encuentra valores entre 10° y 102 Pa para todas las mieles a
una temperatura de 20°C, con un comportamiento lineal. Tappi et al., 2019, encuentran
gue el aumento en las fuerzas viscosas con el tiempo de almacenamiento esta relacionado
con el crecimiento de cristales debido a que la miel cristalizada es un semisélido en la que
el comportamiento reoldgico esta determinado por la fraccién mésica de la fraccion sélida

y la morfologia cristalina.
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Figura 3-25. Variacion del &ngulo de fase en el tiempo de almacenamiento y
comparacion con mieles liquidas
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El fendmeno de tixotropia puede ser el causante del comportamiento anémalo a los 15
dias de almacenamiento. Para Conforti et al., 2006, las mieles con cristales grandes y
dispuestos en ramos presentaban comportamientos pseudoplasticos a bajos esfuerzos y
newtonianos a altos esfuerzos, por lo que presentaba histéresis. La miel presenta tixotropia
(histéresis) debido a su comportamiento adelgazante con el esfuerzo, sugiriendo que el
cizallamiento causé una mayor tasa de desentrelazado que reenlazamiento de
macromoléculas (azucares, proteinas, etc.) (Sopade et al., 2004). A mayor temperatura,
menor &rea de histéresis (energia esencial para romper la estructura), lo que indica que el
calentamiento dafia la estructura (Karasu, Toker, Yilmaz, Karaman, & Dertli, 2015). La
ausencia de fenédmenos tixotropicos o dilatantes en algunas mieles puede ser explicado

por la ausencia de macromoléculas o particulas en suspension (Costa et al., 2013).
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En el caso de la viscosidad compleja (Figura 3-26) y su cambio respecto a la frecuencia,
se encuentra una tendencia igual a la reportada por Nayik et al., 2019, en la cual durante
los primeros instantes la viscosidad es altisima, pero una vez se rompe la inercia, se
comporta como un fluido hasta un valor asintético que depende del tiempo de
almacenamiento. La viscosidad de la miel cremada a 50 s disminuye con el incremento
de temperatura debido a la expansion térmica: se requiere menos energia para romper la
estructura a temperaturas mas altas debido a la reduccion de fuerzas intermoleculares,
aumentando la distancia intermolecular (Karasu et al., 2015).

Figura 3-26. Cambios en la viscosidad compleja con el tiempo de almacenamiento
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Una vez cristalizada, la fase sélida, con presencia de cristales y moléculas de alto peso
molecular (proteinas y dextranos), presenta un comportamiento pseudoplastico cuando es
comprimida mecénicamente con una alta viscosidad (>100 Pa s) (Bakier, 2009). La
resistencia de la miel cremada a la deformacion disminuye con la cristalizacion (Karasu et

al., 2015), lo cual puede explicar que la viscosidad llegue a un valor fijo con el aumento de
la frecuencia angular.
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3.3 Conclusién parcial

En el presente estudio se pudo evaluar el efecto de la cristalizacion inducida en
propiedades térmicas y reolégicas, y analizar la cinética de la granulacién. Durante los
primeros dias, tanto la actividad de agua y en la turbidez aumentaron rapidamente (cerca
de 2,5 unidades de absorbancia para el dia cuatro y la actividad de agua paso de 0,546 a
0,557 al dia octavo), coincidiendo con una fase de rapida formacion de ndcleos (como se
evidencia en las micrografias, cerca del 70% de los cristales tuvieron tamafios inferiores a
5 um). En este caso, al examinar la micromorfologia, se encuentra que al avanzar en la
cristalizacion aumenta la tasa de nucleacién. Después de esta etapa (dia ocho) los valores
tanto de la actividad de agua como de la turbidez permanecen casi constantes. Esta
tendencia coincide con el crecimiento de los cristales en el que los tamafios de 1-5 pm
eran del 74% en el primer dia y bajaron a 54% en el dia 11, mientras que los cristales de
tamafio entre 5-10 um aumentaron de 7,56% el primer dia a 25% en el dia 11. Por otro
lado, los termogramas muestran hasta ahora la fase de crecimiento en la tasa de
cristalizacion, por lo que en esta miel de Acacia puede no ser un buen parametro para
evaluar la cristalizacién. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los
pardmetros de color, solo en el tono, indicando que la miel tiende a aumentar en el angulo

de matiz y se presentan ligeras variaciones que no son perceptibles.

La firmeza y la consistencia presentan una tendencia en la que conforme va pasando el
tiempo van aumentando en magnitud (31000 g y 86000 g s en el dia 18, respectivamente),
lo que implica que se hace un mayor esfuerzo en el tiempo para presionar la miel de Acacia
con el paladar. Esto puede correlacionarse con el comportamiento viscoelastico. Como el
modulo de pérdida es superior al de almacenamiento (pendiente de 123,06 y 4,24 en el
dia 15) se muestra un comportamiento mas de sélido, con lo cual aumentan las fuerzas
internas debidas a la cohesién entre particulas de la misma miel (firmeza) y la friccion

interna entre ellas (consistencia).






4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La cristalizaciéon inducida en miel proveniente de plantaciones de Acacia mangium en
Vichada produjo un cambio en las propiedades fisicoquimicas y sensoriales del producto
respecto a la cristalizacion natural. Esta conclusién parte de la correlacion
estadisticamente significativa hallada entre los pardmetros evaluados de tiempo vy
velocidad de agitacion y cantidad de semilla afladida con las variables respuesta. De
manera general, las muestras con mayores porcentajes de inoculante tuvieron los cambios
mas importantes en propiedades sensoriales. Tanto en consistencia (9000 a 14000 g s)
como en firmeza (2500 a 3500 g), los tratamientos sin adicion de semilla fueron
estadisticamente similares al testigo control y muy superior al testigo comercial. En el caso
del color no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
tratamientos con valores que oscilan de L* de 39.57+6.06, a*=4.739+2.14, b*=14.59+5.83,
°h=70,40 + 8,99y croma de 15,48 + 5,84. La turbidez si present6 diferencias significativas,
donde el tratamiento 8 tuvo (con mayores velocidades de homogenizacion y semilla,
tiempo medio) los mayores valores (4.23 unidades de absorbancia), en comparaciéon con
el testigo control (miel fresca) de 0.20. En el PCA se encontraron dos componentes que
explican hasta el 84% de la varianza. El primer componente esta conformado por
absorbancia final, el indice de amarillamiento, el croma, la componente b* del color,
consistencia y firmeza finales. De acuerdo a lo anterior, la interaccion de los parametros e
indica que la optimizacion del proceso de cristalizacién inducida en miel de Acacia
mangium es posible. Finalmente se encontr6 que solo 8 variables presentaban una buena
correlacion con un modelo cuadréatico. Segun los resultados encontrados, la granulacién
en miel de plantaciones forestales de Acacia mangium tiene mejores caracteristicas
cuando se le aflade mayores cantidades de inoculante (mayor a 5%) y es sometida a una
rapidez de homogenizacion de 700 rpm. Los valores 6ptimos encontrados fueron 7,92%

de semillay 853,55 rpm.
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Al evaluar el efecto de la cristalizacion inducida en la miel de Acacia mangium del Vichada
con las condiciones 6ptimas se encuentra que las caracteristicas organolépticas (visuales
y texturales) si dependen en gran medida de la estructura (medida por la reologia) y la
morfologia (analizada en la entalpia y micrografias) cristalina formada. Todos estos
cambios son explicables desde el andlisis micromorfolégico donde al inicio se encontraban
pocos cristales de pequefio tamafio y con el almacenamiento va aumentando tanto en
ndmero como en diametro equivalente. Asi se puede correlacionar la velocidad de
nucleacién debido a que la actividad de agua y la turbidez aumentan en el tiempo de
almacenamiento en el que se incrementan el niUmero de cristales, Ademas, estas variables
alcanzan un valor casi constante después de 8 dias de almacenamiento, cuando no existen
diferencias significativas en el nUmero de cristales formados de tamafio superior a 50 pm.
Por otro lado, la velocidad de crecimiento de cristales se correlaciona con el aumento del
comportamiento sélido (médulos de almacenamiento y pérdida) y por lo tanto con la
firmeza y la consistencia. La viscosidad compleja aumenta con el tiempo, pero es estable
con la variacion de la frecuencia angular debido a que es un fluido newtoniano. La entalpia
de fusién de los cristales aumentd en el tiempo y las temperaturas pico fueron
relativamente constantes. De acuerdo a los resultados, la miel de Acacia inductivamente
cristalizada con el tratamiento 6ptimo presentd condiciones sensoriales comparables a la

miel usada como semilla y que le permitirian ser usadas en un canal de comercializacion.

4.2 Recomendaciones

e Con base en los resultados anteriores se sugiere hacer estudios de aceptabilidad
por parte de los consumidores, y realizar mas estudios de evaluacién de

cristalizacion para mieles de otros origenes geograficos y botanicos.

e Ampliar el aspecto del trabajo para evaluar la estructura interna del cristal
(resonancia magnética nuclear, difraccion de rayos X, entre otras), la estructura de
la solucion (estudios reoldgicos de tixotropia) e incluso aumentar el tiempo de
almacenamiento para poder observar mejor en técnicas como el DSC la cinética

completa.
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