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RESUMEN

La miel se ha convertido en un producto muy preciado, no solo por sus multiples
usos y su agradable sabor, sino por su alto valor nutricional y las actividades
biolégicas. Estas razones han ocasionado que el consumo de miel haya
incrementado en el tiempo. Las propiedades, composicion, aroma y sabor de la miel
varian segun su origen, las condiciones climaticas de las flores donde las abejas

recolectan el néctar, las condiciones de embalaje, transporte y almacenamiento.

En el presente trabajo se muestra un estudio sobre mieles mexicanas donde se
evalud su actividad antioxidante, el contenido fendlico, contenido de flavonoides y
composicién principal, en un tiempo inicial a una temperatura de 4 °C y a
temperaturas mayores (20 °C y 40 °C) en diferentes periodos de tiempo de
almacenamiento; con el fin de monitorear cambios en la composicién y actividades
bioldgicas, para asi encontrar las mejores condiciones de embalaje, transporte y

almacenamiento de las mieles mexicanas.

Mediante resonancia magnética nuclear de protén, se logré identificar las azucares
principales en las mieles (fructosa y glucosa), junto con otros compuestos organicos
(acido lactico y aminoacidos, entre otros) y cdémo la exposicién de un tratamiento
térmico incide generando cambios en las concentraciones de estos constituyentes.
Por medio de ensayos espectroscopicos se evaluaron los cambios en la actividad
antioxidante, el contenido de fenoles y flavonoides sobre las muestras en el
transcurso del tiempo y con incidencia térmica. Se determind que el
almacenamiento de la miel por mas de 15 dias y a temperaturas superiores a los 20
°C disminuye su capacidad antioxidante, asi como la concentraciéon de los fenoles
y flavonoides; ocasionando una disminucion en su valor nutricional. También se
evidencié que a los dos meses de almacenamiento y a 40 °C, disminuye las
intensidades de los picos de las azucares. Ya que a la miel se le atribuyen
propiedades antibacterianas, también se realizd esta determinacién para las
muestras aqui estudiadas, donde se encontré que el valor promedio de las

concentraciones minimas inhibitorias fue del 25 %.



INTRODUCCION

Se considera a la miel como un endulzante natural, compuesta principalmente por
azucares, y otros componentes menores como enzimas, aminoacidos, acidos
organicos y vitaminas.! También contiene flavonoides y acidos fendlicos que
generan en ella actividades biologicas y actuan como antioxidantes. La
composicion, el color, el aroma y el sabor de la miel dependen principalmente de
las flores que proveen el néctar, las regiones geograficas donde se recolecté y las
especies de abejas involucradas en su produccion; dicha composicion también se
ve afectada por las condiciones climaticas presentes en la produccion,

procesamiento, transporte, envasado y almacenamiento de la misma.’

El consumo de la miel tiene una historia muy amplia, ya que se ha utilizado en
alimentos y bebidas como edulcorante y saborizante. Desde la antigledad, a la miel
se le han atribuido valores nutritivos y terapéuticos. Ha sido ampliamente usada
como tratamiento calmante para la tos, ya que algunos farmacos generan efectos
secundarios como somnolencia y presentan precios elevados que los hacen
inaccesibles para cierta poblacion.? Otra de las aplicaciones que ha tenido la miel
en la medicina tradicional, es como un cicatrizante en heridas cutaneas. Se
considera que mejora la circulacion, minimiza el riesgo de infeccion en heridas
abiertas y, por su actividad antibacteriana, evita la proliferacion de
microorganismos.? En México, hay dos tipos de abejas productoras de miel: la Apis
mellifera (introducida por los europeos) y las del género Melipona (sin aguijon),
originarias de la peninsula de Yucatan.® Ademas, el pais es uno de los principales
productores de miel, en el afio de 2017 ocupd el noveno puesto en el mundo* y su

produccion anual corresponde a mas de 70 mil toneladas.?

La miel es un alimento que muestra cambios durante el almacenamiento. Estos
cambios generalmente ocurren debido a reacciones quimicas como la oxidacién, y
procesos de fermentacién, modificandose la composicion y apariencia." Por
ejemplo, el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), es un aldehido volatil y téxico que se
forma por la deshidratacion de azucares en medio acido, aunque también se

produce cuando la miel se somete a tratamientos térmicos o durante un largo tiempo



de almacenamiento.! Debido a los multiples usos que se le atribuyen a la miel, su
consumo ha incrementado en todo el mundo; también en la cultura popular le han
atribuido el titulo de “ser el alimento que nunca se dafia a pesar del paso del tiempo”,
y aunque la miel ha mostrado actividad antioxidante, antibacteriana vy
antiinflamatoria,? no son justificaciones para asegurar que la miel es un producto
que no presenta deterioro. Por lo tanto, surge la necesidad de estudiar los cambios
en la composicion y las actividades bioldgicas de la miel en ciertas condiciones de
almacenamiento con el transcurso del tiempo, para que los consumidores puedan

adquirirla de manera segura.

En el trabajo aqui realizado, se muestra el contenido de flavonoides, de fenoles y
capacidad antioxidante de 43 mieles mexicanas, conservadas a una temperatura de
4 °C y recientemente recolectadas (con una semana de almacenamiento). De este
lote, 10 mieles fueron seleccionadas para un estudio de estabilidad, midiendo las
variables anteriormente mencionadas, con la diferencia de que las muestras
estuvieron a dos temperaturas de almacenamiento (20 °C y 40 °C) y monitoreando
en un periodo de tiempo (15, 30 y 45 dias). También se estudidé el perfil

espectroscopico de la composicion principal de las mieles mediante RMN-TH.



1. ANTECEDENTES
1.1 MIEL

La miel es un fluido viscoso producido principalmente por abejas a partir del néctar
de plantas (Figura 1). Las abejas realizan una transformacion del néctar por medio
de sustancias excretoras y lo depositan en los panales para su posterior
maduracion.® ¢ La Comision del Codex Alimentarius, 2001, define a la miel como
una “sustancia dulce natural producida por abejas a partir del néctar de las plantas
o0 de secreciones de partes vivas de éstas o de excreciones de insectos
succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y que las
abejas recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias,
depositan, deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que madure”.” El
consumo de miel se ha incrementado en los ultimos afios debido a que es faciimente
asequible, es una fuente energética alimenticia y, también, por sus actividades
antibacteriana y antioxidante.? La miel esta constituida principalmente por azicares
y entre sus componentes minoritarios se encuentran proteinas, aminoacidos,

pigmentos, vitaminas y volatiles.

Figura 1. Muestra de miel.



1.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA MIEL

La miel se compone principalmente de azucares, alrededor del 60% se encuentra
constituida por la glucosa y la fructosa.® Los azlcares pueden ser monosacaridos
(glucosa, fructosa, manosa y ramnosa), disacaridos (sacarosa, trehalosa, turanosa,
maltosa, entre otras) y trisacaridos (maltotriosa).'® También, contiene compuestos
de origen fendlico, como la pinobanksina (flavonol), pinocembrina (flavanona),
luteolina (flavona), crisina (flavona), acido cafeico (acido hidroxicinamico),
kaempferol (flavonol), entre otros.' En cuanto a las vitaminas, contiene riboflavina
(B2), niacina (B3), piridoxina (B6), vitamina C y es una fuente de calcio, hierro,
magnesio, fosforo, potasio, sodio y zinc.'> También es comun encontrar
aminoacidos tales como la prolina, la alanina, la treonina, la tirosina, la isoleucina y
la fenilalanina.’™ En el Cuadro 1 se incluye la relacion de los compuestos mas

representativos presentes en las mieles.

Cuadro 1. Composicion quimica de la miel.”

Componentes mayoritarios, 99% g/100g
Fructosa 21.7-53.9
Glucosa 20.4-44.4
Sacarosa 0.0-7.6
Otros azucares 0.1-16.0
Componentes minoritarios, 1% g/100g
Minerales 0.02-1.03
Nitrégeno 0.00-0.13
Enzimas >0.1%
Aromas >0.1%
Otros >0.1%




1.3 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son moléculas con uno o mas anillos aromaticos, y con
uno o0 mas grupos hidroxilo y pueden presentar sustituyentes diferentes a los grupos
hidroxilo, por ejemplo, un oxigeno heterociclico. En la naturaleza se encuentran mas
de 8000 compuestos fendlicos, los cuales se pueden clasificar segun el numero de
posiciones oxigenadas y su posicion en el nucleo de carbono, por ejemplo, las

cumarinas, lignanos y flavonoides.™

Los fenoles y los polifenoles desempefian importantes funciones en el metabolismo
secundario de las plantas, como la regulacién de las hormonas de crecimiento, la
proteccion contra la radiacion ultravioleta (UV, por sus siglas en inglés), la coloracién
para fomentar la atraccion de polinizadores, la prevencién de infecciones

microbianas, entre otras funciones.’®

Los compuestos fendlicos se encuentran de forma libre o como glucésidos en todas
las partes de la planta.’® Algunos flavonoides poseen una alta actividad antioxidante
que les confiere numerosas actividades de interés terapéutico como las
propiedades antimicrobiana, antifungica, anticoagulante, antibacteriana,
antitumoral, antialérgica, antiinflamatoria o de inhibidoras de virus. Por esta razon,

se recomienda ampliamente su ingesta en la dieta.'”

Los compuestos fendlicos pueden usarse como marcadores de origen geografico
ya que los perfiles fendlicos cualitativos y cuantitativos de la miel dependen mucho
de la fuente floral, es decir, las plantas de donde las abejas recolectan el néctar.'®
Teniendo esto en cuenta, existe un interés en el desarrollo de métodos para
determinar compuestos fendlicos como posibles marcadores del origen geografico
de la miel. Ciric y colaboradores™ identificaron y cuantificaron hesperetina,
quercetina, hesperidina y kaempferol en mieles comerciales mediante
cromatografia liquida acoplada a detectores de masas cuadrupolares (LC-MS/MS,
por sus siglas en inglés) en modo negativo. En mieles monoflorales italianas
(Robinia, Castanea, Eucalyptus, Helianthus y Erica arborea), los autores Pulcini y
colaboradores?® extrajeron e identificaron &acidos fendlicos como los acidos

cumarico, elagico, galico, ferulico, homogentisico y mandélico, junto con los
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flavonoides pinocembrina, crisina, quercetina, apigenina, hesperetina, kaempferol,
miricetina y naringenina por medio de cromatografia liquida con un sistema de

deteccion de arreglo de diodos (HPLC-DAD, por sus siglas en inglés).
1.4 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA MIEL

Una de las principales diferencias de las mieles es su sabor y fragancia. Aunque la
base de la composicion quimica de éstas siempre son las azucares, los
componentes menores marcan en ellas contrastes en su color, textura, sabor y
olor.2" Esto se debe a los volatiles y a la composicion de los néctares absorbidos
por las abejas, asi que tanto el sabor como el aroma de la miel van a estar asociados
a los néctares florales. El color de la miel también se asocia con su sabor. La miel
de color claro es suave, mientras que las mas oscuras tienen sabores mas fuertes.
Las mieles de color oscuro tienen una mayor cantidad de derivados de acidos
fendlicos, pero menos flavonoides que las de color claro.?’ Por ejemplo, la alfalfa
produce una miel blanca, el brezo produce una miel color marrdn rojizo, la acacia y
los citricos producen mieles de color pajizo.?! El color de la miel se puede determinar
usando la escala Pfund midiendo el nivel de absorcion (en milimetros) de la luz
usando un espectrofotdmetro visible.?? La unidad de referencia de la escala va de 0

a 140 mm, la escala va del color mas claro y aumenta hasta el color de la miel mas
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En un estudio realizado por Silvano y colaboradores,?® los parametros
fisicoquimicos (humedad, color, acidez libre, entre otros) y las propiedades
sensoriales se analizaron para mieles de diferentes areas geograficas de una region
de Buenos Aires (Argentina). Se realizaron analisis de agrupamiento y
discriminantes lineales. Las muestras se agruparon en funcién de las regiones de
muestreo y se ilustraron mediante el analisis del componente principal (PCA, por
sus siglas en inglés); este estudio demostrd que la categorizacidon geografica de las
mieles con base a los parametros fisicoquimicos es posible. Otra de las propiedades
que se considera en los analisis de mieles es el pH. Normalmente, el pH de la miel
esta entre 2.9 y 5.5 debido a la presencia de acidos organicos que dan sabor a la
miel y proteccion contra el daio microbiano. Ademas, los valores de pH también

ayudan en la identificacién de los origenes botanicos de la miel.?’

1.5 DIFERENTES CLASIFICACIONES DE LA MIEL

Las mieles pueden tener diferentes clasificaciones de acuerdo con las normativas
de cada pais. El Codex Alimentarius, 20017 establece como las clasificaciones mas

importantes para las mieles las siguientes:

a) Origen floral o vegetal u origen botanico, si proviene principalmente de una
fuente particular.?*
b) Origen geografico o topografico, cuando la miel se produce exclusivamente

dentro de un area especifica.’
1.5.1 Origen botanico

De acuerdo con el origen botanico se tienen dos tipos de miel: de flores y de

mielada.

Miel de flores o blossom: Es aquella que proviene principalmente de los néctares
de las flores y se tienen dos tipos de mieles en este grupo, monoflorales y
poliflorales. Se le llaman mieles monoflorales a aquellas donde el néctar absorbido

por las abejas prevalece de una sola especie de flor, por ejemplo, la lavanda y el



eucalipto. Las mieles multiflorales son aquellas que proceden del néctar de varias

especies vegetales diferentes.?*

Miel de mielada: Es la miel que se origina de las exudaciones de las partes vivas
de las plantas junto con los néctares.?* Debido a las diferentes proporciones de las
fuentes para la miel, el néctar de las flores y/o las exudaciones de la planta, ninguna

miel es completamente igual a otra.
1.5.2 El origen geografico

El origen geografico se puede determinar si la miel se origina total o principalmente
a partir de una fuente especifica (miel monofloral) y, por lo tanto, adquiere las
caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas de la fuente. Sin embargo, como las
abejas se alimentan de diversas plantas, las mieles monoflorales son muy escasas.
Varias mieles monoflorales exhiben propiedades sensoriales, fisicoquimicas,
biolégicas y melisopalinoldgicas similares.?’ Los métodos implementados para
determinar el origen geografico de las mieles son las mediciones de propiedades
fisicoquimicas, el analisis melisopalinolégico y el analisis de la composicién por
técnicas espectroscopicas, junto con analisis quimiométricos que permiten la

clasificacion y selecciéon de las diferentes mieles.

1.6 MIELES MEXICANAS

En México, existen diversos tipos de miel a causa de las variaciones en la flora que

se producen en las diferentes estaciones del afio. Estas mieles son:

a) Mezquite: Esta miel proviene de la flor del mezquite, es una miel de color
ambar claro y, en estado sodlido, casi blanca. Posee un sabor suave. Es
originaria de Guanajuato y, por lo general, las mieles de la zona centro del
pais son multiflorales y ricas en antioxidantes y con un sabor muy delicado.?®

b) Tajonal: Las flores del tajonal (Viguiera dentata) proliferan en Tabasco, la

miel posee un color ambar y cristaliza de manera cremosa.?®



c) Mantequilla o multifloral: Es una miel de color ambar claro que se produce en

Milpa Alta. Su sabor es mas intenso, pues en ésta se mezclan diversos
aromas florales con algunas notas citricas.?®

d) Naranjo: Las flores del naranjo son la materia prima de este tipo de miel. Su
sabor es suave, es un tipo de miel que casi no cristaliza.?®

e) Aguacate: Es una miel de Michoacan donde la producciéon de aguacate es
mayor. Es de color oscuro, y sabor fuerte. Este tipo de miel sélo se encuentra

en la temporada de marzo a junio.?

1.7 TECNICAS DE EXTRACCION PARA EL ESTUDIO DE LA MIEL

Las técnicas de extraccion son de gran importancia en la identificacion de una
muestra. Para conocer cuantos componentes hay en una muestra depende de
varios factores, como la preparacion de ésta, que va desde la técnica de extraccion,
la limpieza del extracto, la separacion de interferencias, asi como el grado de
concentracion de los analitos en el extracto, la solubilidad de los analitos de interés
en los disolventes empleados y muchos factores mas.?62” Es importante conocer
qué tipos de compuestos se desean caracterizar para realizar un correcto
aislamiento de los analitos de interés. Para escoger correctamente la técnica de
extraccion hay que tener en cuenta el origen de la muestra y del analito a identificar,
la estabilidad, concentracién y caracteristicas del analito, la intencién del estudio
¢.cualitativo o cuantitativo?, el tiempo que requiere la extraccion, entre otros factores

mas.26.27

Las técnicas de extraccion se pueden clasificar de diferentes formas, por ejemplo
las técnicas de destilacion, que estan basadas en las diferencias de las propiedades
fisicoquimicas y la termoestabilidad de los analitos, entre estas tenemos a la
hidrodestilaciéon (HD, por sus siglas en inglés), la destilacion-extraccién simultanea
con disolvente (SDE, por sus siglas en inglés) y la hidrodestilacion asistida por
microondas (MWHD, por sus siglas en inglés).?® También, se tienen las extracciones
con disolventes como la extraccién liquido-liquido (LLE, por sus siglas en inglés), la

extraccion Soxhlet, ambas muy usadas en la extraccion de grasas, pesticidas,
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colorantes, dependiendo de la naturaleza del solvente. Otro grupo de los métodos
de extraccidn son aquellos donde la separacion de los analitos de interés estan
basados en diferencias de solubilidades, capacidad de absorcion y/o adsorcion
sobre un adsorbente o polimero, por ejemplo, la extraccidén en fase solida (SPE, por
sus siglas en inglés) que combina la extraccion, limpieza y concentracion en un sélo
paso, donde se pueden encontrar diferentes adsorbentes de diferentes tipos como
la gel de silice, la alumina, las resinas sintéticas (PDMS, Tenax, Porapak, entre
otras), %6 27 o algun polimero poroso. Estas extracciones se emplean para la
limpieza de muestras complejas e identificacion de pesticidas, compuestos
fendlicos, farmacos, entre otros.?® Cuando se desea obtener compuestos volatiles
se puede usar alguna de las técnicas de destilacion, las de espacio de cabeza (HS,
por sus siglas en inglés) o la microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas
en inglés). Para la determinacién de drogas, colorantes, alcaloides, azucares,
compuestos fendlicos, puede emplearse alguna técnica de extraccion con un
adsorbente, como SPE o la dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD, por sus

siglas en inglés).?6:27

La miel es una mezcla con un gran contenido en azucares, lo cual dificulta la
extraccion de compuestos fendlicos, tanto por su baja concentracién como por la
degradacion de éstos ante el aumento de temperatura, exposicion a radiacion
ultravioleta, entre otros. Por ello, se han implementado métodos para lograr un
porcentaje de recuperacién alto durante la extraccion de polifenoles en la miel y asi
lograr una identificacion de la muestra. Entre las técnicas mas usadas para el
analisis de polifenoles en miel, se tienen las resinas polares que retienen los analitos
y permiten su aislamiento de las azucares, por ejemplo, la amberlita XAD-2 ha sido
uno de los medios adsorbentes mas populares para la extraccion de compuestos
fendlicos de la miel;?® esta extraccion muestra una alta sensibilidad con porcentajes
de recuperacion aproximadamente de 95%.2° Chan y colaboradores’! determinaron
el contenido de flavonoides y caracterizacién de éstos en muestras de mieles
Manuka usando SPE para el aislamiento de los compuestos fendlicos, empleando
cartuchos de XAD-2 y Sephadex-LH20, los cuales tienen como fase estacionaria

una resina adsorbente poliaromatica hidréfoba que retiene los compuestos de
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naturaleza fendlica para su posterior analisis. ldentificaron acido cafeico, acido
cumarico, pinobanksina, quercetina, luteolina, pinocembrina, kaempferol, crisina y
galangina. Una desventaja de los métodos con resinas es que se requiere de una
gran cantidad de muestra, entre 50 g a 100 g de miel y, ademas, se requiere de

volumenes grandes de disolventes.?°

Otra técnica usada recientemente para el aislamiento de polifenoles es la SPE,
analoga a los métodos con resinas, pero a diferencia de éstos, la SPE no requiere
grandes volumenes de disolventes y con cantidades de muestras pequenas es
posible la extraccion de los analitos.’® En este caso, los compuestos fenolicos
interactuan con el adsorbente y se retienen mediante interacciones hidréfobas, por
ello, se han utilizado una gran variedad de adsorbentes, como el octadecil (C1s),
Oasis HLB y Strata-X.3° La SPE combina la selectividad por los compuestos
fendlicos, la poca cantidad de muestra y reactivos con la gran variedad de
adsorbentes, haciendo una de las técnicas de extraccion mas favorable para el
analisis de polifenoles. Michalkiewicz y colaboradores®® compararon la SPE con
cuatro adsorbentes diferentes: C1s, Oasis HLB, Strata-X y Amberlita XAD-2 para la
obtencién de acidos fendlicos y flavonoles en mieles de linden y brezo. En este
estudio se identificaron a los acidos, galico, p-hidroxibenzoico, vanilico, cafeico y
siringico, ademas de los flavonoides rutina, quercetina y kaempferol, encontrando
que el soporte Oasis HLB les proporciona mayores recuperaciones, permitiendo la

confirmacién de la identidad de los compuestos y su cuantificacion.
1.8 ANALISIS PARA LA CARACTERIZACION Y CLASIFICACION DE MIELES
1.8.1 Analisis melisopalinolégico

La fuente botanica de la miel también se evalua mediante analisis microscopico de
polen, el analisis melisopalinolégico. Este método fue propuesto por Louveaux en
1978,3' y es la técnica de referencia reconocida por las autoridades para abordar el
origen botanico y geografico de la miel. Sin embargo, para una correcta evaluacion
del origen botanico, se requieren parametros organolépticos y fisicoquimicos, como
color, sabor, pH, conductividad eléctrica, actividad optica, humedad, perfil de

azUcar, cantidad de prolina y actividad de diastasa.®
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La determinacion del origen geografico por el método melisopalinolégico se basa en
la identificacion y el recuento de los granos de polen y otras particulas en la miel; la
caracterizacion se hace por comparacion con la literatura.3' En ocasiones, el origen
geografico se puede establecer por la presencia de pdlenes caracteristicos que se
limitan a una determinada region. Sin embargo, la region en la que se produjo la
miel se puede determinar a partir de la presencia de ciertas combinaciones de polen.
El espectro de polen de una miel depende de las condiciones florales, agricolas y
forestales donde se produce.3! La medida en que una determinada muestra de miel
se deriva de diferentes fuentes de plantas se puede deducir de las frecuencias de
los polenes y los elementos de la miel en ella. En general, si la miel se ha producido
principalmente a partir de una sola planta (miel monofloral), el polen de esa planta

es predominante.?’

En un estudio de miel de café, se encontré una correlacién entre marcadores de
cafeina, teobromina y trigonelina y las cantidades de polen en las muestras. Sin
embargo, debido a la diferencia significativa del contenido de polen, ahora se
considera como un método menor. También, se puede utilizar el analisis
quimiométrico de los componentes volatiles, para evaluar el origen botanico de la
miel; empleando un analisis de los compuestos volatiles. Los métodos actuales que
utilizan extraccién con solventes que analizan el espacio de cabeza (estatico y
dinamico) y/o la micro extraccién en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés)

han mostrado una buena aproximacion para determinar el origen geografico.?’

1.8.2 Cromatografia liquida de alta resolucion, acoplada a espectrometria de

masas

La mayoria de las muestras bioldgicas que se encuentran en la naturaleza son
mezclas, como el petrdleo, los aceites esenciales, los extractos vegetales, entre
otras; para la identificacidon de la composicién quimica de una mezcla, es necesaria
la separacion.®? La cromatografia es una técnica Util para separar compuestos, que
tiene ciertos alcances, respecto a algunas propiedades fisicoquimicas de las
sustancias, como son la polaridad, la termoestabilidad y el peso molecular. La

cromatografia liquida es apta para sustancias de alto peso molecular (> 450 Da),
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termolabiles y polares; la cromatografia gaseosa analiza sustancias de mediana o

alta volatilidad, bajo peso molecular y termoestables.3?

Para la separacién de compuestos fendlicos, la técnica mas utilizada es la
cromatografia liquida de fase reversa, generalmente RP-HPLC. En la separacion de
los analitos se usa comunmente una columna de octadecilsilano enlazado en
microesferas de silice (RP-C1s). La fase movil que se emplea para el estudio de
estos compuestos es principalmente un gradiente de concentracion de dos
disolventes (A y B) para obtener un cambio de polaridad. El disolvente A es una
solucion acuosa acidificada y el B corresponde a un disolvente polar, casi siempre
acetonitrilo o metanol.'® Respecto a la deteccion, los analizadores de masas mas
utilizados comunmente para caracterizar compuestos de origen fendlico son: trampa
ionica, triple cuadrupolo, inclusive hasta los mas recientes como el analizador de
masas Orbitrap.’® La fuente de ionizacién por electronebulizacién (ESI, por sus
siglas en inglés), que se usa con mayor frecuencia en este tipo de analisis,
generalmente se opera en el modo de ionizacién positivo y/o negativo, para obtener
mas informacién sobre la fragmentacion de los compuestos fendlicos, lo que ayuda
aun mas en la identificacion de posibles estructuras de compuestos desconocidos.'®
Ademas, el uso de la espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) de
alta resolucién es muy util para el analisis, porque proporciona informacién de la
férmula molecular exacta de un compuesto desconocido. Con estas técnicas de alta
resolucién en masas se ha encontrado una aplicacion en la identificacion de perfiles
polifendlicos de miel, con el objetivo de determinar su origen botanico. Truchado y
colaboradores?? identificaron ocho glucosidos flavonoides en muestras de miel de

acacia, caracterizadas como glucidos del kaempferol.
1.8.3 Resonancia Magnética Nuclear

En los ultimos afios se ha utilizado la resonancia magnética nuclear (RMN, por sus
siglas en inglés) para determinar el origen floral de las mieles. La espectroscopia de
RMN es una técnica util para el analisis de mezclas. En un estudio realizado por
Oddo y colaboradores34, 23 muestras de miel polifloral y 18 de acacia de diferentes

paises se analizaron mediante RMN, con el objetivo de identificar azucares. Los
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autores emplearon la RMN junto con analisis estadisticos para determinar la
clasificacion geografica de las mieles poliflorales y de acacia de las diferentes
regiones geograficas estudiadas.3* Otro analisis empleando la espectroscopia de
RMN-'H fue realizado por Consonni y colaboradores®, donde se mostré que la
técnica espectroscépica desempena un papel util en el analisis de sacaridos,
permitiendo la determinacion del origen geografico. Estudiaron 57 muestras de
mieles de, Italia, Hungria, América del Sur y China, las cuales se diferenciaron
mediante métodos multivariados y RMN. El modelo construido sobre 22 muestras
resultd eficiente en el agrupamiento de las muestras bajo varios contenidos de
sacaridos. Simova y colaboradores®® usaron la RMN para diferenciar la miel de
roble, entre otras; estudiaron 24 mieles de diferentes regiones, tanto monoflorales
como poliflorales, monitoreando el quercitol (5-deoxyinositol) como marcador de la

miel de roble, ya que es un ciclitol presente en las diferentes partes del roble.
1.8.4 Otras técnicas analiticas implementadas para la clasificacion de mieles

Entre los métodos espectroscopicos, la espectroscopia Raman se utiliza
ampliamente. Aunque en esta técnica, la definicion de los picos de las muestras de
miel en ocasiones se ve comprometida por la presencia de un fondo de
fluorescencia que se superpone a la senal de Raman, se han propuesto varios
métodos instrumentales y matematicos para reducir dicho fondo con el fin de poder
analizar los espectros Raman, como el uso de longitudes de onda de excitacion en
la regién NIR.3¢ Frausto y colaboradores®® realizaron un analisis espectroscopico de
la miel de la abeja Apis mellifera de diferentes regiones de México. La
caracterizacion se realiz6 mediante espectroscopia Raman acoplada a infrarrojo
cercano (NIR-Raman, por sus siglas en inglés) y ultravioleta visible acoplada
espectroscopia infrarrojo cercano (UV-VIS-NIR, por sus siglas en inglés) junto con
un analisis de componentes principales y colorimetria. En este estudio, se demostrd
que un calentamiento ligero reduce el fondo de fluorescencia que se presenta en
Raman, y usando una longitud de onda de 830 nm, también redujo los efectos de la
fluorescencia. Los autores estudiaron 11 muestras de mieles monoflorales y

poliflorales de diferentes regiones de México, y demostraron experimentalmente
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que el calentamiento de las muestras de miel ayudé a reducir el fondo de
fluorescencia, generando un pico Raman mejor definido en comparacion con las
muestras no calentadas. El uso de las técnicas Raman y UV-VIS-NIR permite el
estudio de una variedad de muestras de mieles mexicanas mediante el registro de
datos espectroscépicos con caracteristicas especificas para cada muestra

individual segun su origen botanico.

1.9 METODOS QUIMIOMETRICOS

Los métodos espectroscopicos se combinan con un analisis quimiométrico, con el
objetivo de encontrar huellas digitales especificas o revelar marcadores especificos
para tipos particulares de mieles monoflorales.®®> Aunque esta combinacion de
técnicas ha resultado util en la clasificacion de miles ya sean monoflorales o
poliflorales y en la determinacion de su origen geografico, y es por medio del
conjunto de evidencias de tipo espectroscopicas (RMN, UV-VIS-NIR, Raman),
espectrométricas (masas), y quimiométricas (PCA, OPLS, OPLS-DA, entre otras)
que se pueden diferenciar y clasificar las mieles respecto a su origen. El analisis por
componentes principales es un método de clasificacion y es empleado con
diferentes fines; por ejemplo, la disminucion en la dimensionalidad o numero de
variables de un conjunto de datos, el ordenamiento y el agrupamiento de un
conjunto de muestras respecto a una propiedad en comun.?' La regresiéon de
minimos cuadrados parciales encuentra una regresion lineal mediante la proyeccién
de las variables de prediccion (dependientes) y las variables observables
(independientes) a un nuevo espacio, se usa para encontrar las relaciones
fundamentales entre las dos matrices y/o variables (X e Y), es decir, un modelo de
regresion de minimos cuadrados parciales (PLS, por sus siglas en inglés) trata de
encontrar el sentido multidimensional en el espacio de X que explica la orientacion
de la maxima varianza multidimensional en el espacio Y. La regresién de minimos
cuadrados parciales es adecuada cuando la matriz de variables predictoras son mas
que las variables de observaciones.??3" Por esta razén el método PLS en

combinacion con datos espectroscopicos es util en la clasificacion del origen de las
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mieles, ya que se tienen n variables a partir de los espectros y el observable sera el
agrupamiento de las muestras por una caracteristica en comun: su composicion, la

cual dependera de su origen.
1.10 AUTENTICIDAD Y ADULTERACION

La modificacion de un producto ya sea mediante la adicion, intercambio de la
materia prima o exclusion de varios componentes principales, se denomina
adulteracion. También, los productos se declaran adulterados si se le adicionan
sustancias mas baratas que ocasionan dafios perjudiciales para la salud.?! El
aumento del consumo y la disponibilidad limitada del suministro de la miel de alta
calidad ha dado lugar a un aumento en el precio y, también, la ha hecho mas
propensa a la adulteracion. Por lo tanto, las técnicas para el control de calidad y la
deteccion de la adulteracion son de gran importancia para garantizar la calidad de
la miel.

El método mas frecuente de adulteracion de la miel es la adicion de sacarosa,
también se tiene la alimentacién de las abejas con sacarosa como uno de los
métodos mas frecuentes de adulteracion. Otros métodos de adulteracion incluyen
la adicion de fructosa o glucosa que alteran la relacion F/G (fructosa/glucosa), la
adicion de edulcorantes como el jarabe de maiz, el jarabe de azucar invertido, el
jarabe de maiz con alto contenido en fructosa y el jarabe de arroz, son de los

adulterantes principales.?’

Otra de las formas de adulteracion es el ultrafiltrado de la miel, el cual consiste en
eliminar el polen para imposibilitar la identificacion del origen botanico y geografico.
Esta practica dificulta corroborar la declaracion del pais de origen y/o la variedad
botanica indicadas en las etiquetas. Este procedimiento implica tiempo y tecnologia,
ya que la miel se calienta gradualmente con agua, y se pasa a alta presion a través
de unos filtros finos y, posteriormente, se elimina el exceso de agua. Como esta
técnica impide la clasificacion de la miel, entonces, las mieles que sufren este

proceso son consideradas como adulteradas.3®

El analisis de la relacién de isétopos de carbono estables (SCIRA, por sus siglas en

inglés) es una técnica analitica estandar para detectar adulteracion en miel. Esta
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técnica se basa en la determinacion de la relacion de isétopos de carbono:'3C/'2C.
Segun el metabolismo del carbono, las plantas que producen sustancias utilizadas
para adulterar las mieles se clasifican como plantas C3 o C4. Las plantas C3 fijan
el COz2 por el ciclo de Calvin, mientras que las plantas C4 lo hacen utilizando el ciclo
Hatch-Slack. La mayoria de las plantas que contribuyen a la adulteracion de la miel
(como el trigo, arroz y remolacha, entre otras) son plantas C3. Las C4 mas utilizadas
para adulterar las mieles son el jarabe de maiz y el azucar de caia. La técnica
SCIRA es costosa, requiere mucho tiempo y también una habilidad técnica
considerable.®® Las abejas recolectan el néctar principalmente de las flores de
plantas C3 y, en menor medida, de las flores de plantas C4. Los jarabes de azucar
derivados por la ruta metabdlica C4 exhiben una relacion '3C/'?C (5'3C) diferente de
los azucares derivados de la ruta C3. Esta relacion es cercana al -10% para los
jarabes C4, mientras que el valor medio para la miel es del -25.4%. Sin embargo,
estos valores no son un criterio creible para la deteccion del azucar de la planta C4
en la miel. Es probable que una muestra de miel pura se crea adulterada si las
abejas usan plantas C4 junto con otras plantas, y el valor de §'3C excede el limite.
De manera similar, incluso si se agrega azucar a la miel, el valor de §'*C aun puede
ser mas negativo que -23.5%, dependiendo de la proporcion de la adicion y la
muestra de miel puede declararse como no adulterada. Por lo tanto, es necesario
tener en cuenta las relaciones de isotopos de carbono de la miel cruda y las
fracciones de proteinas (5'3Chon y §'3Cpro, respectivamente) para detectar la adicion
de azucar. Se espera que la diferencia minima entre estos dos valores (8'3Chon-
8'3Cpro) €n una miel no adulterada sea de -1.0%, y de aztcar C4 es de 7%.%°
Padovan y colaboradores* llevaron a cabo una adulteracion controlada con jarabe
de maiz alto en fructosa (HFCS, por sus siglas en inglés) en miel de pino, para
estimar el contenido de HFCS en la mezcla por medio de este analisis. Para este
proposito, se analizaron las muestras que contenian diferentes cantidades de HFCS
y se calcul6 el % de azucar C4, por medio de la ecuacion 1:

(a 13 Cpro - 913 Chon)
(313Cpm — 913 Csug)

Azacar C4 (%) = * 100% Ecuacion 1
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Donde §'3Cpro es '3C/12C, la relacion de la fraccion proteinica, 8'3Chon €s la relacion
13C/'2C de la miel cruda, 8'3Csug es 3C/'?C de azucar C4 (-9.7 para el azucar de
maiz). Los resultados mostraron que a medida que la concentracion de HFCS
aumentd en la muestra, también aumento el valor del azucar C4. En otras palabras,
el valor de azucar C4, calculado a partir de §'3Cpro- 8'3Chon, €S una indicacion
confiable de la adicién de HFCS en la miel de pino. EI método de la relacién de
isétopos de carbono para la deteccién de la adulteraciéon de la miel no funciona
correctamente cuando la miel esta adulterada con jarabes de plantas C3, porque
los néctares de las plantas son mas o menos de origen de las plantas C3. La
remolacha también es una planta C3 vy, por lo tanto, no es facil de identificar por el
meétodo de los isétopos de carbono. Sin embargo, la proporcion de deuterio e
hidrogeno de las azucares varia en las plantas C3. Por lo tanto, la proporcion de
isotopos de hidrogeno se puede usar para la deteccion de la adulteracion de la miel

de una planta de azucar C3.%

Paradkar y colaboradores*' utilizaron FT-Raman para anticipar el grado y el tipo de
adulteracion en la miel. Adicionaron varias cantidades de jarabes de remolacha a
las muestras de miel de trébol, naranja y trigo sarraceno. El espectro FT-Raman de
las muestras adulteradas se utilizoé para la generaciéon del modelo. PLS y PCA se
aplicaron para la cuantificacién, mientras que PLS-DA vy los analisis de variables
candnicas se aplicaron para el analisis discriminante. Los autores concluyeron que
el analisis por espectroscopia FT-Raman pueden predecir la adulteracion con

remolacha y cafa en las mieles.

Oliveira y colaboradores*? evaluaron el grado de adulteracion de mieles de flores
puras brasilefas, adicionando jarabe de maiz con alto contenido en fructosa, para
estudiar los cambios en las mieles dependiendo del porcentaje de adulteracion. Los
autores emplearon la RMN-"H y realizaron mediciones de parametros fisicoquimicos
como el pH, humedad, el color y la actividad del agua para monitorear como estas
medidas cambiaban respecto al porcentaje de adulteracion. Los autores mostraron

que las muestras de mieles adulteradas pueden ser discriminadas de las
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provenientes de mieles florales puras utilizando RMN-'H. Los tiempos de relajacién
disminuyeron significativamente por la concentracién del jarabe de fructosa en la

miel pura.
1.11 CALIDAD DE LA MIEL

La calidad incluye todas las caracteristicas y parametros necesarios para garantizar
el valor de un producto para el consumidor y la seguridad de su consumo. Abarca
atributos negativos tales como deterioro, contaminacion, decoloracion, malos olores
y atributos positivos como el origen, color, sabor o textura. En el caso de la miel, la
Directiva del Consejo, 110/2001/EC*? rige todos los criterios de calidad de la miel.
Segun la legislacion, los parametros que deben analizarse para garantizar la calidad
de la miel son el contenido de azucares, el contenido de humedad, el contenido de
agua insoluble, la conductividad eléctrica, la acidez libre, la concentracion del 5-
HMF y la actividad diastasica. Los valores aceptados de cada parametro estan

definidos y, si una miel no los cumple, no puede comercializarse (Cuadro 2).4344

Cuadro 2. Parametros de calidad de la miel.*3

Contenido de fructosay glucosa

Miel de flores 60 g/100 g
Miel de mielada 45 g/100 g
Contenido de agua

Mieles 20 %
Miel de brezo 23 %
Conductividad eléctrica

Miel de flores 0.8 mS/cm
Miel de mielada 0.8 mS/cm

indice diastéasico

Mieles en general
Mieles de citricos

no menos de 8 DN
no menos de 3 DN

HMF
Mieles en general
Mieles en mezclas

40 mg/kg
80 mg/kg
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1.11.1 5-HMF

El 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) es un aldehido ciclico producto de la deshidratacion
de las azucares (glucosa y fructosa) en un medio acido y en presencia de
temperatura (Figura 3). La miel recientemente extraida presenta bajos porcentajes
de este compuesto (0-7 mg/kg), pero este valor aumenta con el calentamiento, mal
almacenamiento y envejecimiento de la miel. Los estandares de calidad establecen
que el valor del 5-HMF para la miel pura no debe ser superior a 40 mg/kg y para

mieles de origen tropical y mezclas maximo puede llegar a 80 mg/kg.4°

H H,0
O o HO o
Mo -HO_%—/?j\O
OH 4

Figura 3. Formacion del 5-HMF en la miel.4°

1.11.2 Contenido de azUcar

El almacenamiento produce una disminucién aproximadamente del 15% en la
cantidad de fructosa y glucosa, debido a la formacion de maltosa y otros disacaridos
reductores catalizados por el medio acido. De esta manera, la norma de calidad
pacta que la fructosa y la sacarosa deben superar los 60 g y los 45 g por 100 g de
miel, respectivamente. Ya que la composicion de los azucares se ve afectada por el
origen botanico y geografico, si se detecta una cantidad diferente de azucares, se

debe considerar una posible practica fraudulenta.*® La proporcion de las dos
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azucares principales, fructosa y glucosa (F/G) condiciona la velocidad de
cristalizacion de la miel, una miel con una relacion F/G > 1.33 tardara en cristalizar,
y cuando sea F/G < 1.11 acelerara el proceso.*” Un inconveniente presentado en la
cristalizacion es la fermentacion, algunas mieles cristalizan formando 2 fases. La
superior es la fase mas liquida y rica en agua, lo cual favorece la proliferacién de
bacterias (Bacillus, principalmente) generandose la transformacion de los azucares

en alcohol y dioxido de carbono.*®
1.11.3 Humedad y actividad del agua

La importancia del contenido de humedad de la miel debe subrayarse, ya que afecta
en gran medida a la calidad del producto. El agua se encuentra entre los principales
compuestos de la miel y representa en promedio alrededor del 17%. De acuerdo
con normativa el contenido de humedad de la miel no debe exceder el 20% del
producto total. Sin embargo, el contenido de humedad no es estable, ya que la miel
muestra una alta propiedad higroscépica, en otras palabras, puede absorber agua
facilmente bajo ciertas condiciones. Por lo tanto, el contenido de humedad cambia
a lo largo del ambiente que rodea a la miel. En condiciones de alta humedad relativa,
se demuestra que hay un aumento en el contenido de humedad.*® De hecho, el
almacenamiento de miel debe realizarse en un ambiente seco para asegurar que
no haya ningun deterioro por una fermentacion emergente. Sin embargo, no es el
contenido de humedad lo que gobierna y controla el crecimiento microbiano, sino la
actividad del agua. La actividad del agua representa el contenido de agua que esta
"disponible" para el crecimiento microbiano. Las moléculas de agua estan
principalmente unidas por solidos solubles. En consecuencia, los microorganismos
no tienen suficiente humedad para crecer. La miel contiene levaduras osmofilicas y
osmotolerantes que pueden producir alcohol etilico que afecta la calidad de la miel.%°
En el caso de la cristalizacion, los solidos solubles se reducen y la actividad del agua
aumenta, por lo que hay una mayor posibilidad de degradacién de la calidad. La
miel suele tener una actividad de agua entre 0.50 y 0.65. Los valores de actividad
del agua por debajo de 0.60 presentan un ambiente estable donde los

microorganismos no pueden sobrevivir. Ademas, el contenido de humedad depende
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del nivel de madurez alcanzado en la colmena, la region, el clima y la temporada de
produccion, mientras que las propiedades fisicoquimicas como la viscosidad y la
cristalizacion también se ven afectadas por estos factores. La determinacion de la
humedad, utilizando un refractdmetro, es un procedimiento de rutina en el analisis
de la miel. Debe tenerse en cuenta que este tipo de medicion no es precisa y para
poder acceder con precision al contenido de humedad, se debe realizar una

titulaciéon Karl-Fischer.5?
1.11.4 Actividad diastasica

Las diastasas incluyen a y B-amilasa que son un grupo de enzimas que digieren
almidon. La a-amilasa degrada el almidén a una mezcla de la maltosa disacarida,
la maltotriosa trisacarida y oligosacaridos conocidos como dextrinas. La actividad
diastasica comprende otra opcion para la evaluacion de la calidad de la miel. Junto
con el contenido de 5-HMF, una disminucion de la actividad de la diastasa puede
indicar un envejecimiento excesivo o0 un proceso térmico en una temperatura
superior a 60 °C. La normativa plantea como un minimo de actividad diastasica igual
a 8 DN, en unidades Schade para la mayoria de las mieles. La actividad de la
diastasa se expresa en unidades de Schade, como DN. En particular, una unidad
de diastasa esta relacionada con la actividad enzimatica que puede hidrolizar 0.01
g de almidén en 1 hora a 40 °C para 1 g de miel. Sin embargo, hay una excepcion
para las mieles con baja actividad enzimatica y el valor permisible de las unidades
de DN es superior a 3. La miel producida a partir de néctares jévenes a principios

de primavera es la razén de una menor actividad enzimatica.%?
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1.12 DETERMINACION DEL CONTENIDO FENOLICO

Los compuestos fendlicos estan constituidos por uno o mas anillos aromaticos y por
varios grupos hidroxilo; tienen diferentes estructuras y propiedades bioldgicas, entre
ellas, la capacidad antioxidante contra el dafio oxidativo causado por radicales
libres.®® Entre los métodos mas usados para determinar el contenido de fenoles es
el ensayo de Folin-Ciocalteu. Este consiste en medir los fenoles que reaccionan con
agentes oxidantes; en este procedimiento, se usa el reactivo Folin-Ciocalteu, que
esta formado por una mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfowolframico, que
reaccionan con algun fenol para dar productos cromoforos.>* El método de Folin-
Ciocalteu es una técnica colorimétrica, basada en una reaccion de 6xido-reduccion,
donde el reactivo de Folin-Ciocalteu se reduce y los compuestos fendlicos se oxidan
en un medio basico. En esta reaccidon se presenta un cambio de color, de amarillo
a azul. Por medio de ese cambio de color es posible monitorear la reaccion en un
espectrofotometro, en el modo de absorbancia a una longitud de onda de 750 nm,
y la absorcion es proporcional a la concentracion de los compuestos fendlicos.>® En

la Figura 4, se muestra la reaccion entre el reactivo Folin-Ciocalteu y fenoles.%®

0]
+ Reactivo de Folin-Ciocalteu —_— @

Compuesto fendlico Compuesto fendlico oxidado

OH

Figura 4. Reaccion de los fenoles con el reactivo Folin-Ciocalteu.>?

1.13 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL
ENSAYO DE DECOLORACION DEL RADICAL DPPH

El método antioxidante del radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es un ensayo
colorimétrico donde se mide la decoloracion de la solucién del radical al reaccionar
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con el antioxidante (extracto, compuesto o muestra problema). Se trata de una
reaccion via radical libre, que mide la capacidad del antioxidante de transferir un
radical hidrogeno al DPPH y estabilizarlo (Figura 5).57 Al trascurrir el tiempo de
reaccion y alcanzarse el equilibrio, se mide el cambio de color (de morado a amarillo
o trasparente) por medio de espectroscopia en el modo de absorbancia, a una
longitud de onda de 515 nm. Entre mayor es la decoloracion de la mezcla mayor es

la concentracién de los compuestos antioxidantes.%’

DPPH*

DPPH,

DPPH

DPPH,

Figura 5. Reaccién de un flavonoide con el radical DPPH.%3
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1.14 MEDICION DEL CONTENIDO DE FLAVONOIDES POR MEDIO DEL
ENSAYO DE CLORURO DE ALUMINIO

Uno de los métodos para la determinacion de flavonoides es por medio del ensayo
con cloruro de aluminio.%® Las flavonas y flavonoles forman complejos de aluminio
estables de coloracién amairilla, lo cual permite la cuantificacién de estos por medio
de espectroscopia ultravioleta-visible.®® En principio, el ion aluminio forma el
complejo con el carbonilo del anillo B y un grupo hidroxilo, o con los hidroxilos del
grupo catecol del flavonoide (Figura 6). El ensayo se determina a 420 nm, que es la

longitud de onda maxima de absorcidon que presentan los complejos.

OH o

Figura 6. Reaccidn del cloruro de aluminio con un flavonoide.%*
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2. HIPOTESIS

Las mieles tienen un alto contenido en fenoles y flavonoides, los cuales le
proporcionan a ésta diferentes actividades bioldgicas, entre ellas, capacidad
antioxidante y antibacteriana; aunque en malas condiciones de conservacion el
contenido de estos compuestos y la actividad antioxidante se ve afectado. Las
mieles mexicanas presentan una capacidad antioxidante, contenido fendlico y
flavonoide que disminuye en el paso del tiempo por malas condiciones de

almacenamiento y generando productos de degradacion.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del calentamiento y del tiempo de almacenamiento sobre la
actividad antioxidante, contenido de fenoles, de flavonoides, y la composicion
principal de mieles mexicanas, por técnicas espectroscopicas, con el propdsito de

establecer las mejores condiciones de conservacion.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar la actividad antioxidante de mieles mexicanas producidas por
abejas de los géneros Apis, Scaptotrigona, Melipona, Plebeia y Nannotrigona

utilizando el ensayo de blanqueamiento de DPPH.
3.2.2 Cuantificar el contenido total de fenoles y flavonoides en las muestras de miel.

3.2.3 Estudiar la correlacion entre el contenido total de fenoles y flavonoides en las

mieles mexicanas con su actividad antioxidante.

3.2.4 Identificar los compuestos mayoritarios y los productos de degradacion
producidos en las mieles, relacionados a variaciones de temperatura y tiempo por

medio de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-"H).

3.2.5 Medir los cambios en la actividad antioxidante, contenido de fenoles y
flavonoides de las mieles conservadas a diferentes temperaturas en diferentes

tiempos.

3.2.6 Determinar la actividad antibacteriana de las mieles mexicanas frente a

Staphylococcus aureus.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 RECOLECCION DEL MATERIAL DE ESTUDIO

Las muestras de mieles de los géneros Apis, Scaptotrigona, Nannotrigona,
Melipona y Plebeia fueron obtenidas de apiarios de diferentes zonas de México y
algunas son muestras comerciales (Figura 7). En el Anexo | se incluye el listado
completo de mieles, donde se indica el nombre comun y la especie productora.
Todas las muestras fueron rotuladas, selladas, conservadas a 4 °C y aisladas de la
luz (en una nevera con control de temperatura y sin incidencia luminosa) para su
posterior analisis. Respecto a las muestras que fueron seleccionadas para el ensayo
de estabilidad, fueron conservadas de igual manera, excepto por la variable de
temperatura (20 y 40 °C), la cual fue monitoreada por la estufa con control térmico

donde se conservaron las muestras.

Figura 7. Mieles empleadas en el estudio.

4.2 REACTIVOS

Acido galico, 99 %; acido trimetilsiliipropanoico, 98%, DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, 99.9 %; trolox®: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico, 97%; de Sigma-Aldrich, EE.UU. Quercetina, 95 %; de Sigma-Aldrich,
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Toluca, México. Reactivo de Folin-Ciocalteu, 2N de Sigma-Aldrich, Suiza. Etanol,
96 %; de Meyer, México. Caldo de infusion de cerebro-corazén BHI; de Merck,
Alemania. Metanol, 99.8 %; de Merck, EE.UU. Cloruro de aluminio, 97.8%; de J. T.
BAKER, Xalostoc, México. Carbonato de sodio, grado técnico; de LAITZ, México,
D.F. Agua deuterada, 99.8 %; Cambridge Isotopes, EE.UU.

4.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL ENSAYO DE
DECOLORACION DEL RADICAL DPPH

La evaluacion de la capacidad antioxidante de las mieles se determiné por el método
de blanqueamiento del radical DPPH bajo la metodologia descrita por Prieto, J.5°
con algunas modificaciones. Los resultados se expresan en ymol ETrolox®/g de
miel; para ello se elaboré una curva de calibracion con Trolox® a partir de una
solucion madre de 500 pM, y concentraciones en un rango de 2 yM a 125 yM (Figura
8). También, se prepard una solucion del radical DPPH (0.2 mM) en metanol, la cual
se preservo de la luz para evitar su degradacion. Por otra parte, las muestras de
miel se diluyeron para tener una concentracion de 1 g/mL. Las lecturas de
absorbancia se realizaron en un lector de placas de 96 pozos (Epoch, BioTek) a una
longitud de onda de 517 nm. La determinacién de la capacidad antioxidante de cada
sustancia de prueba se realizo utilizando placas con pozos de 200 yL. Brevemente,
a cada pozo se le adicionaron 100 pL de la solucién del estandar o de las muestras
y, posteriormente, 100 uL de la solucion de DPPH. Por ultimo, la placa se mantuvo
en oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos y se realizé la lectura de la
absorbancia. Para el analisis de los resultados se calculo el porcentaje de inhibicion

segun la ecuacién 2. El ensayo se realizé con 5 réplicas por muestra.

Absorbancia —Absorbancia ‘s
blanco muestra * 100% EcuaC|on 2

% Inhibicion =
Y0 Absorbanciapignco
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Figura 8. Curva de calibraciéon para el ensayo de actividad
antioxidante DPPH.

4.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO FENOLICO POR EL METODO FOLIN-
CIOCALTEU

Para determinar el contenido total de fenoles se empled la metodologia descrita por
Magalhaes y colaboradores,’® con algunas modificaciones. En este ensayo se
empled un lector de placas (Epoch, BioTek) con placas de 96 pozos. Como primer
paso, se realizo la dilucidn del reactivo Folin-Ciocalteu (2.0 N) con agua desionizada
para tener una concentracion final de 1.0 N, por aparte, se prepararon las soluciones
acuosas de carbonato de sodio (8 % m/v) y de acido galico a 200 ppm. Las muestras
de miel se diluyeron en agua, para tener concentraciones finales de 1 g/mL. El acido
galico se utilizé como sustancia de referencia para construir la curva de calibracién
en un rango de concentracion de 0.5 a 200 ppm (Figura 9) y expresar el contenido
fendlico en mg EAG/g de miel. Para realizar la determinacion se tomaron alicuotas
de 50 pL de las sustancias de prueba, posteriormente, se adicionaron 50 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteu, se esperd 1 minuto para homogenizar y, por ultimo, 100
ML de carbonato de sodio al 8% a cada pozo. Las placas se mantuvieron aisladas
de la luz durante 60 minutos a una temperatura de 25 °C y lecturas de la absorbancia

se realizaron a una longitud de onda de 760 nm. Para la correccion de la
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absorbancia de las muestras, se usé la Ecuacién 3. Se realizaron 5 réplicas por

muestra.
Ar = Absorbancityesirq — Absorbanciaygnco Ecuacion 3
1.600
1400 |y =0.0073x +0.0071 e
< 2 =
g 1200 Rz =0.9993
|_
@ 1.000
O
= 0.800 -
'8 0.600
o .
3 0.400
. ..'
<
0.200 e
o
0.000 @
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00
Concentracion pg/mL

Figura 9. Curva de calibracién para el ensayo de fenoles totales.

4.5 DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES CON AICl3

El contenido de flavonoides totales se determind en las muestras de miel siguiendo
la metodologia descrita por Kumazawa y colaboradores.®' Para la cuantificacion de
los flavonoides, se construyd una curva de calibracién con quercetina en un rango
de 0.4 a 25 ppm, partiendo de una solucion madre etandlica de 200 ppm (Figura
10). Las muestras de mieles se diluyeron en agua para tener concentraciones de 1
g/mL. Para cuantificar los flavonoides a cada pozo de la placa se le adicionaron 100
ML de la sustancia de prueba y 100 uL de solucion etandlica de cloruro de aluminio
(AICl3, 2%). Las placas se mantuvieron en la oscuridad por un periodo de 15 minutos
y posteriormente, las placas se leyeron a 420 nm en el modo de absorbancia. Para
el calculo de correccion de la absorbancia total se usé la Ecuacion 4. Los resultados
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de este ensayo se expresaron en pg EQ/g de miel. El ensayo se realizé con 5

réplicas por muestra.

Ar = Absorbanciamyesirq — Absorbanciaygnco Ecuacion 4
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Figura 10. Curva de calibracion para la determinacion de flavonoides
totales.

4.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LAS
MIELES SOBRE Staphylococcus aureus

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada una de las mieles se determiné
utilizando la metodologia reportada por Rosas y colaboradores®? y como organismo
de prueba el Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Las bacterias se activaron
realizando una solucién de la suspension de bacterias con caldo de infusién de
cerebro y corazén (BHI, por sus siglas en inglés) y se incubaron por un periodo de
24 horas a 37 °C, adicionalmente, la bacteria utilizada se ajustd a 0.5 unidades de
McFarland (1 x 106 UFC/mL). Posteriormente, la CMI se determiné utilizando el
método de microdilucion en placas estériles de 96 pozos. Se usé como control
positivo el farmaco antimicrobiano digluconato de clorhexidina y como control

negativo (control de crecimiento) el medio de cultivo con la suspension microbiana.
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También se midié la actividad antibacteriana de una soluciéon de peréxido de

hidrogeno, con el fin de comparar la efectividad de las mieles.

4.7 REGISTRO DE LOS ESPECTROS POR RMN-tH

Para el analisis de las muestras por RMN-'H se pesaron 50 mg de miel y se
disolvieron en 600 yL de agua deuterada con TSP (5 mM) como sustancia de
referencia, preparada siguiendo el protocolo descrito por Chenomx.%3 Los espectros
se registraron en un espectrometro Bruker Avance Ill de 700 MHz equipado con una
criosonda y un muestreador automatico Sample Jet a 25°C. El procesamiento de
los espectros se realizd con el programa MestReNova (version 12.0.1, Mestrelab
Research, 2018) y Chenomx (version 8.5), donde se realizo el ajuste de fase, linea
base, y se referencid respecto a la sefial del TSP-ds4 [sal sbédica del acido 3-

(trimetilsilil) propidnico 2,2,3,3-d4].

4.8 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

El contenido de agua se determin6 midiendo el indice de refraccion a 20 °C con un
refractometro (Atago, NAR 1T Liquid) provisto de un controlador de temperatura.
Los valores del indice de refraccion se convirtieron a contenidos de humedad de
acuerdo con el método oficial de la AOAC 969.38.54 El refractémetro se calibré con
agua ultrapura a 20 ° C antes de los analisis. Las muestras se llevaron a 20 °C para
realizar las mediciones. Luego se anadieron aproximadamente 0,5 mL de muestra
a la celda de medicion del prisma para realizar la lectura. Le medicion por cada

muestra se realizé 3 veces.
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4.9 ANALISIS QUIMIOMETRICO

Para el reporte de los resultados de los ensayos de actividad antioxidante, contenido
fendlico y flavonoide, se expresé el promedio mas o menos la desviaciéon estandar
(con 5 réplicas), y se realizé una prueba de contraste de Tukey, de diferencias
honestamente significativas (HSD, por sus siglas en inglés) al 95 % de confianza
para evidenciar que muestras de mieles presentaban diferencias significativas, por
medio del software Statgraphics (version 15.2.05). Se determinaron las
correlaciones posibles entre los ensayos evaluados por medio de la prueba de P de
Person. Posteriormente se realizd6 un diagrama de analisis de componentes
principales (PCA, por sus siglas en inglés) respecto a las muestras de mieles y a su

género por medio del programa Statistica (Version 8).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 MUESTRAS

En el Cuadro 3 se presentan las muestras de mieles mexicanas que se estudiaron

y su origen respecto a la abeja productora.

Cuadro 3. Listado de las mieles bajo estudio y su clase.

Muestra Tipo de miel Muestra Tipo de miel

S1 Apis mellifera S23 Scaptotrigona mexicana
S2 Apis mellifera S24 Scaptotrigona mexicana
S3 Apis mellifera S25 Scaptotrigona mexicana
S4 Apis mellifera S26 Scaptotrigona mexicana
S5 Melipona spp. S27 Scaptotrigona mexicana
S6 Apis mellifera S28 Scaptotrigona mexicana
S7 Plebeia spp. S29 Scaptotrigona mexicana
S8 Apis mellifera S30 Scaptotrigona mexicana
S9 Apis mellifera S31 Scaptotrigona mexicana
S10 Apis mellifera S32 Scaptotrigona mexicana
S11 Apis mellifera S33 Scaptotrigona mexicana
S12 Apis mellifera S34 Scaptotrigona mexicana
S13 Apis mellifera S35 Scaptotrigona mexicana
S14 Apis mellifera S36 Plebeia spp.

S15 Apis mellifera S37 Scaptotrigona pectoralis
S16 Apis mellifera S38 Nannotrigona spp.

S17 Scaptotrigona mexicana |S39 Melipona beecheii

S18 Scaptotrigona mexicana |S40 Apis mellifera

S19 Scaptotrigona mexicana |S41 Apis mellifera

S20 Scaptotrigona mexicana |S42 Apis mellifera

S21 Scaptotrigona mexicana |S43 Apis mellifera

S22 Scaptotrigona mexicana -

Las muestras fueron recolectadas en diferentes zonas del pais (Anexo 1) por
apicultores artesanales y comerciales, en los primeros meses del afio 2019. Todas
las muestras son mieles multiflorales, excepto la muestra S41, que es una miel

monofloral de aguacate.
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5.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, CONTENIDO
FLAVONOIDES Y FENOLES EN LAS MIELES

Para determinar el contenido de fenoles, flavonoides y la capacidad antioxidante de
las mieles, se usaron las ecuaciones de las curvas de calibracion con los estandares
de referencia utilizados en las normas Mexicana y extranjeras.” En el Cuadro 4, se
muestran los resultados de los ensayos mencionados anteriormente aplicados a las

muestras de mieles mexicanas, con un n de 5 réplicas.

Cuadro 4. Valores del contenido fendlico, flavonoides y capacidad antioxidante de
mieles mexicanas.

Flavonoides Folin-Ciocalteu DPPH
Muestra - - -
ug EQ/g miel ug EAG/g miel pmol ETrolox®/g miel

S1 6.7"* + 0.5 110'm + 3.6 0.11fehiik 4+ 0.028

S2 27.5" + 0.6 130 + 25 0.10efeN + 0.003

S3 23.1°P9 = 0.2  60°°F + 17 0.10efehii 4+ 0.012

S4 5.3v* + 03 100™" + 2.1 0.04b¢ + 0.005

S5 4324+ 0.5 90" + 1.5 0.15uktmr 4 0.01

S6 21.2P" + 0.5 70° + 20 0.08vcdef + 0.003

S7 35.8Mk + 05 210°f + 7.6 0.14tklm + 0.01

S8 18.6"° + 03 140" + 3.5 0.26" + 0.015

S9 10.7%Y + 0.5 409 + 1.5 0.08vcdef + 0.001

S10 24 1°0Pp + 0.7 907 + 3.5 0.09¢d-efg + 0.002

S11 9.3uvw + 0.5 110'm + 31 0.15ktmn + 0.015

S12 41.9¢%  + 1.2 130k + 25 0.209" + 0.05

S13 7.3"% + 0.5 409 + 21 0.08bcd.ef + 0.009

S14 41.0%9 + 0.8 130k + 1.5 0.17'mnA + 0.01

S15 4.1y + 0.2 110! + 1.0 0.04° + 0.003

S16 25.3M° + 0.6 50rd + 1.0 0.17'mn.A + 0.009

S17 36.3<m  + 17 150! + 25 0.07bcde + 0.001

S18 38.8N + 1.1 140" + 20 0.09defh + 0.005

S19 49.1° + 15 1909 + 25 0.20%0Pa + 0.023

S20 32.6¢!mn + 0.9 170" + 1.5 0.04° + 0.004

S21 54.82 + 1.3 2009 + 3.2 0.2397 + 0.035

S22 15.0! + 0.5 90" + 20 0.08bcdef + 0.003
EQ: Equivalentes de quercetina. aMuestra significativamente diferente.
EAG: Equivalentes de &cido gélico. pedefaniikimniopar Grupo de muestras que no presentaron
ETrolox: Equivalentes de Trolox®. diferencias entre las muestras del mismo grupo.
n=5
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Cuadro 4. Valores del contenido fendlico, flavonoides y capacidad antioxidante de
mieles mexicanas (continuacion).

Flavonoides Folin-Ciocalteu DPPH
Muestra , , -
Mg EQ/g miel ng EAG/g miel umol ETrolox®/g miel

S23 30.8mn" + 11 170" + 15 0.23par + 0.005
S24 38.9"9 + 1.0 110t + 15 0.09¢efh +  0.002
S25 22.6°P9  + 0.8 700 + 0.5 0.12fghiik 4+ 0.01
S26 18.9° + 0.8 700 + 0.8 0.04° + 0.003
S27 37.7M + 14 2204 + 57 0.17'mnf +  0.006
S28 76.22 + 1.0 360° + 9.0 0.1QMklm 40,032
S29 47.3b¢ + 0.6 2209 + 3.1 0.19™eP  +  0.003
S30 46.0°¢%¢ + 1.0 120k + 25 0.139hiikl 4+ 0.01

S31 32.14'mn + 0.5 250¢ + 6.0 0.22°Pe"  +  0.01
S32 46.8>¢4  + 1.1 1300k + 20 0.04° + 0.003
S33 19.2"s + 06 1300k + 15 0.09¢efeh  +  0.003
S34 30.7" + 07 70° + 15 0.118fghiik + 0,006
S35 12.8% + 06 5Qra + 09 0.05P¢d + 0.01
S36 34.9/k! + 06 250¢ + 7.0 0.18mnfe  +  0.005
S37 14.2! + 1.3 110t + 26 0.05b¢d + 0.003
S38 22.00P9  + 1.3 2702 + 7.2 0.15Hktmn -+ 0.005
S39 18.3"° + 0.9 9o + 22 0.14Hklm 4+ 0.006
S40 7.7V + 0.6 5Qra + 05 0.04° + 0.003
S41 46.2¢%¢  + 1.6 370° + 59 0.672 + 0.01

S42 20.8%s  + 0.8 150 + 14 0.17'mni +  0.004
S43 22.3%s  + 1.2 2108 + 15 0.17'mnf +  0.002

EQ: Equivalentes de quercetina. aMuestra significativamente diferente.

bedefghijklmniopar Grupo de muestras que no presentaron

EAG: Equivalentes de acido galico. . . .
diferencias entre las muestras del mismo grupo.

ETrolox: Equivalentes de Trolox®.
n=5

Las muestras que tienen la letra “a” como super indice son aquellas que presentaron
una diferencia estadisticamente significativa con un nivel del 95 % de confianza.
Para el ensayo de actividad antioxidante se han identificado 18 grupos homogéneos
(b,c,d, e f, g, h,ij Kk I,mn,A,o,p,q,r)donde las muestras de estos grupos no
tienen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras del mismo
grupo. Esta prueba de contraste de las medias de los ensayos se realizdé con el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD, por sus siglas en
inglés) de Tukey. Para el ensayo de contenido de fenoles se encontraron 18 grupos
de muestras diferentes, y respecto al ensayo del contenido de flavonoides se

hallaron 27 grupos diferentes.
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Los valores de la actividad antioxidante de las mieles estudiadas estuvieron en el
rango de 0.04 a 0.67 pmol ETrolox®/g miel, donde S41, S8, S21 y S23 son las
muestras que presentaron mayor capacidad antioxidante. Las muestras
corresponden a las especies de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana,
respectivamente. Estos datos concuerdan con Jiménez y colaboradores®® donde
discutieron que las mieles de Scaptotrigona mexicana presentan actividad

antioxidante, aunque las mieles de Apis mellifera tienen valores mayores.

La muestra S41 fue la que presentd la mayor actividad antioxidante y es una
muestra de miel monofloral de aguacate; en comparacién a las otras muestras que
son multiflorales. Este resultado coincide con lo encontrado por Alves y
colaboradores,®® quienes estudiaron mieles monoflorales y hallaron actividades
antioxidantes superiores en comparacion con algunas mieles multiflorales.
Paralelamente, esta miel presenté el mayor contenido de fenoles respecto a todas
las muestras; esto indica una posible correlacion entre el contenido fendlico y la
capacidad antioxidante de la muestra. Jiménez y colaboradores® encontraron una
correlacion lineal y fuerte entre estas variables para las mieles monoflorales. Por
otra parte, las muestras S28, S21, S19, S29 y S30 pertenecientes al grupo de las
Scaptotrigona mexicana, y la S41 (Apis mellifera, aguacate), fueron las que
presentaron el mayor contenido de flavonoides. En este caso, las mieles de
Scaptotrigona obtuvieron mayores valores en comparacion con las de Apis. En un
estudio previo, Rodriguez, A.6” comparo el contenido de flavonoides entre mieles
de la tribu Meliponini (Scaptotrigonas, Meliponas, entre otras) y de Apis mellifera, y

concluyo que las primeras poseian una mayor concentracion de flavonoides.

Con la finalidad de determinar la existencia de una correlacién entre los ensayos
evaluados, se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson por medio del
software Statgraphics (version 15.2.05) para cada una de las combinaciones
posibles entre ellos. En el Cuadro 5 se presentan las correlaciones de Pearson,
entre cada par de variables. El rango de estos coeficientes de correlacion va de -1

a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal entre las variables. El tercer numero en
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cada columna del cuadro es el valor-P que prueba la significancia estadistica de las
correlaciones estimadas. Valores-P abajo de 0.05 indican correlaciones

significativamente diferentes de cero, con un nivel de confianza del 95.0 %.

Cuadro 5. Correlacion entre el contenido flavonoide y fendlico.

Contenido flavonoide|Contenido fendlico
Contenido flavonoide - 0.63
N° de muestras - (43)
P - 0.0
Contenido fendlico 0.63 -
N° de muestras (43) -
P 0.0 -

Para los contenidos de flavonoides y fenoles se obtuvo un factor de correlacién de
0.63, el cual indica una relacién fuerte entre las variables, que junto con el valor
positivo muestra una proporcionalidad directa entre ellas. Como se describe en la
literatura,®8 un valor P de 0.8-1.0 indica una correlacion muy fuerte, 0.6-0.8 fuerte,

0.4-0.6 moderada, 0.2-0.4 débil y 0.0-0.2 indica ausencia de correlacion.

Para el contenido de flavonoides y ensayo de la capacidad antioxidante (Cuadro 6)
se encontrd una correlacion de 0.36, que indica que no hay una fuerte relacién entre

los observables, puede decirse que una variable no influye en la otra.

Cuadro 6. Correlacion entre flavonoides totales y la capacidad antioxidante.

Contenido flavonoide|Capacidad antioxidante
Contenido flavonoide - 0.36
N° de muestras - (43)
P - 0.02
Capacidad antioxidante 0.36 -
N° de muestras (43) -
P 0.02 -

Respecto a la correlaciéon entre el contenido fendlico y la capacidad antioxidante
(Cuadro 7) que fue de 0.61, puede indicarse que estas variables también tienen una

fuerte relacién entre ellas y presentan una proporcionalidad directa.
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Cuadro 7. Correlacion del contenido fendlico y la capacidad antioxidante.

Contenido fendlico|Capacidad antioxidante
Contenido fenolico - 0.61
N° de muestras - (43)
P - 0.0
Capacidad antioxidante 0.61 -
N° de muestras (43) -
P 0.0 -

Estos resultados concuerdan con los descritos por Jamréz y colaboradores,%®
quienes estudiaron 25 mieles de Apis mellifera y encontraron una correlacién de
0.65 para el contenido fendlico y la actividad antioxidante por el ensayo DPPH. En
concordancia con Bertocelj y colaboradores,”® que evaluaron la capacidad
antioxidante y el contenido fendlico de 7 grupos de mieles tipicas de Eslovenia y
encontraron una correlacion entre estas variables del 0.93. Puede sefalarse que el
contenido de fenoles aporta en la actividad antioxidante de las mieles. En la Figura
11 se presenta un diagrama PCA construido por medio del software Statistica
(Version 8), a partir del contenido fendlico, flavonoide y actividad antioxidante que
Projection of the cases on the factor-p

Cases with sum of cosine square
Labelling variable: Var1

Miel Scaptotrigona mexicana
S28
0

Factor 2: 21.44%

Miel Apis mellifera
S41
e}

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
Factor 1: 68.96%

Figura 11. Diagrama PCA, a partir del contenido fendlico,

flavonoide y actividad antioxidante en las mieles estudiadas.
PCA: Analisis de componentes principales.
Las etiquetas usadas en el diagrama estan descritas en el Cuadro 3.
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presentaron las mieles bajo estudio. Por medio de la grafica, se puede apreciar que
las mieles presentaron valores similares entre ellas respecto a los ensayos
evaluados, excepto las muestras S41 y S28. Esto se debié a que la muestra S41,
fue la que presentd la mayor actividad antioxidante superando las restantes en
varias unidades, y también tuvo de los valores mas altos de contenido de fenoles,
lo que la hace no pertenecer a la tendencia. La miel S41 es una miel monofloral de
aguacate, su composicion difiere de las otras, ya que son multiflorales, lo cual la

hace diferente también en los ensayos medidos.

La muestra S28 correspondiente al género Scaptotrigona, tampoco pertenecio a la
tendencia que presentaron las otras mieles, ya que presentd un alto contenido de

flavonoides, y entre las mejores también respecto al contenido fendlico.

En la Figura 12 se puede apreciar que no hay un agrupamiento respecto al género
de las abejas, tanto las mieles de Scaptotrigona como las de Apis tienen valores de
actividad antioxidante, contenido fendlico y flavonoide similares. No puede
asegurarse que un género es mejor que el otro de acuerdo con los ensayos
evaluados, bajo estas muestras.

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
Cases with sum of cosine square >= 0.00
Labelling variable: NewVar

owm

Factor 2: 21.44%
o
ow, 2%
10!
O!
53
02
373
3}O>
3
©
|
|
|

O Active
Factor 1: 68.96%

Figura 12. Diagrama PCA, a partir del contenido fendlico,
flavonoide y actividad antioxidante, respecto a la especie

PCA: Analisis de componentes principales
*S, Scaptotrigona mexicana

*Am, Apis mellifera

*P, Scaptotrigona pectoralis

*Pb. Plebeia
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5.3 VARIACION DEL CONTENIDO DE FENOLES, FLAVONOIDES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEBIDO AL CAMBIO DE TEMPERATURA,
RESPECTO AL TIEMPO

Para monitorear la estabilidad de la miel respecto al tiempo y temperatura, se
seleccionaron 10 mieles (Apis mellifera, Scaptotrigonas, Plebeia y Nannotrigona) de
las 43 bajo estudio, y se dispusieron a temperaturas de 20 °C y 40 °C, con el fin de
evaluar el cambio en el contenido fendlico, flavonoide y su capacidad antioxidante

al trascurrir 15, 30 y 45 dias.

Se tom6 como control o blanco los valores de los ensayos aplicados a las mieles en
el dia cero y sin ser expuestas a cambios de temperaturas (Cuadro 8), con el

proposito de comparar el cambio de las mieles en el transcurso del tiempo.

Cuadro 8. Valores del contenido fendlico, flavonoide y capacidad antioxidante de
mieles sin ningun tratamiento térmico en un tiempo cero.

TIEMPO CERO, para un n=5
Muestra Flavonoides DPPH Folin-Ciocalteu
Mg EQ/g miel pmol ETrolox®/g miel pg EAG/g miel
S1 6.7%w + 0.5 0.11fgniik + 0.028 110'™ + 3.6
S35 12.841 + 0.6 0.05b¢4 4 0.01 50r4 * 0.9
S36 34,90k + 0.6 0.18mnfo 4 0.005 250° + 7.0
S37 14.2 + 1.3 0.05¢d 4 0.003 110"™ + 2.6
S38 22.0°pa + 1.3 0.15kktmn 4 0.005 2702 + 7.2
S39 18.3"° + 0.9 0.14iktm 4 0.006 90" + 2.2
S40 7.7vv + 0.6 0.04° + 0.003 50r« * 0.5
S41 46.2¢9¢ + 1.6 0.672 + 0.01 370° + 5.9
S42 20.89rs + 0.8 0.17'mnf 4 0.004 150 + 1.4
S43 22.34rs + 1.2 0.17'mni 4 0.002 210%" + 1.5
EQ: Equivalentes de quercetina. - ] aMuestra significativamente diferente.
EAG: Equivalentes de acido galico. bedefghijklmniopar Grypo de muestras que no presentaron

ETrolox: Equivalentes de Trolox®. diferencias entre las muestras del mismo grupo.

n=5
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En el Cuadro 9, se presentan los contenidos de fenoles, flavonoides y antioxidantes
de las mieles que se acondicionaron a 20 °C a 15, 30 y 45 dias. Las mieles de Apis
mellifera S1, S40, S41, S42 y S43 fueron las que tuvieron mayores cambios. La miel
S40 tuvo una variacion en el contenido de flavonoides: de 5.0 yg EQ/g miel a los 15
dias, a 1.5 yg EQ/g miel a los 30 dias y finalmente, a los 45 dias no fue posible
detectar flavonoides. Esta tendencia fue similar para el contenido de fenoles vy
actividad antioxidante para esta muestra. Estos cambios pueden explicarse por la
inestabilidad que presentan los flavonoides por exposicion al calor,”" pH, la luz y
presencia de oxigeno. En estudios previos se describe que los flavonoides pueden
oxidarse y generar compuestos de degradacion como las quinonas.’? 73 Las
muestras S1, S40, S41, S42 y S43 producidas por Apis mellifera presentaron
comportamientos variados, por ejemplo, la miel S1 aunque también tuvo una
disminucién en el contenido de flavonoides como la S40, no llegé a ser cero, para
20 °C. Esto indica que, aun cuando las mieles fueron producidas por la misma
especie, su composicion es diferente, ya que las abejas recolectan el néctar de
multiples especies vegetales que aportan a la miel diferentes componentes. Otro
comportamiento que se puede apreciar en este grupo de mieles es el incremento
en el contenido de flavonoides, fenoles y antioxidantes en las mieles S41, S42 y
S43 al transcurrir el tiempo, tanto para las muestras a 20 °C como las de 40 °C
(Cuadro 10). Este cambio se puede explicar por las variaciones en el contenido de
humedad de las muestras al ser expuestas a temperaturas mayores a la ambiental
(Cuadro 11).

Las mieles de abejas de abejas sin aguijon S36 y S38 también presentaron cambios
similares a los observados en las mieles de A. mellifera, con un incremento en los
fenoles, flavonoides y antioxidantes debido a la deshidratacion que presentaron las
muestras (Cuadro 11). La muestra S35 de Scaptotrigona mexicana fue estable a las
diferentes temperaturas los primeros 15 dias y, posteriormente, se observé una
notable disminucién en el contenido de fenoles, flavonoides y antioxidantes
(Cuadros 9 y 10). Por otra parte, la muestra mas inestable fue la S37 con una

reduccion en su contenido de fenoles, de flavonoides y actividad antioxidante en el
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paso del tiempo a los 20 y 40 °C. Por ultimo, la muestra S39 presenté menores

variaciones en el contenido de los compuestos de interés.

En el Cuadro 11, se presentan los resultados de humedad de las mieles, al tiempo
inicial y al paso de los 45 dias. Las muestras que presentaron los mayores
incrementos en el contenido de los fenoles, flavonoides y antioxidantes en todos los
casos presentaron deshidratacion. Esto indica que, los compuestos se concentraron
en las muestras al paso del tiempo y en exposicion de la temperatura. La respuesta
a estos ensayos es directamente proporcional a la concentracién vy, por lo tanto, al

aumentar la concentracion se presenté un aumento en los resultados.
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Cuadro 9. Valores del contenido fendlico, flavonoides y capacidad antioxidante en las mieles del ensayo de estabilidad a

20 °C
20 °C, con n=5
Muestra 15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS
EFT* EDPPH** EFC*** EFT* EDPPH** EFC*** EFT* EDPPH** EFC***

S1 6.9° + 0.6 0.04° + 0.007 110 + 25|58 + 0.3 0.04° + 0.003 100® + 6.2 |4.3%7 + 0.5 0.03° + 0.002 100® + 5.3
S35 12.5° + 0.6 0.04% =+ 0.005 40 + 2.0 [0.0 + 0.0 0.00 + 0.000 20® +* 15|00 + 00000 + 00 O + 0.0
S36 35.82 + 0.5 0.20° + 0.032 2502 + 3.0 |38.72 + 0.9 0.33% + 0.031 290% + 6.6 |41.8° + 1.1 0.40% + 0.035 300° + 11.0
S37 0.0 + 0.0 0.05%¢ + 0.004 60° =+ 1.5 |0.0 + 00 000 = 00 50 = 25|00 <+ 0.0 000 + 00 300 £ 25
S38 22.3% + 0.8 0.152 + 0.003 2702 + 7.8 |25.9°¢ + 0.7 0.17° + 0.012 270® + 7.1 |29.4°> + 0.9 0.172 + 0.010 300° + 7.5
S39 13.7° + 0.7 0.08° + 0.004 90° + 2.2 (9.7 + 0.6 0.05° + 0.006 702 + 25 (7.5 + 0.7 0.05° + 0.004 502 + 25
S40 5.0° + 0.7 0.04° + 0.002 50° + 1.7 |1.5° + 0.2 0.03° + 0.004 40° + 3.0/00 + 00000 = 0.0 O + 0.0
S41 47.82 = 2.6 0.75° £ 0.007 400° + 18.2149.4* + 1.9 0.85% = 0.017 400 £+ 18.2|51.6® + 3.6 0.90® £ 0.023 510° + 15.5
S42 2249 + 2.2 0.19° + 0.004 150° + 6.1 |{24.8° + 1.2 0.20° + 0.015 1802 + 6.1 |27.7° + 2.0 0.23% + 0.010 190% + 9.5
S43 24.9° + 0.6 0.20° + 0.015 210 + 4.0 |28.1° + 0.8 0.26% + 0.009 220 + 14.7|31.5° + 1.2 0.28% + 0.010 230° + 7.6

. . aMuestra significativamente diferente.
* Ensayo de flavonoides (EFT); resultados expresados en ug EQ/g miel. bed Grupo de muestras que no presentaron diferencias entre las
muestras del mismo grupo.

** Ensayo de AA por DPPH (EDPPH); resultados expresados en ymol ETrolox®/g miel.
*** Ensayo de Folin-Ciocalteu (EFC); resultados expresados en mg EAG/g miel.
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Cuadro 10. Valores del contenido fendlico, flavonoides y capacidad antioxidante en las mieles del ensayo de estabilidad

a40°C
40 °C, con n=5
Muestra 15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS
EFT* EDPPH** EFC*** EFT* EDPPH** EFC*** EFT* EDPPH** EFC***

S1 53 + 0.7 0.05% + 0.002 100® + 5.0 | 4.5° * 0.5 0.04° + 0.002 90 + 53| 35° + 05 000 + 0.0 80 + 3.5
S35 11.7 + 0.8 0.02° + 0.007 40° + 15| 0.0 + 0.0 0.00 + 00 20 *+ 25| 0.0 + 0.0 000 + 0.0 0 = 0.0
S36 38.97 + 1.5 0.39% + 0.012 250°¢ + 1534252 + 1.6 0.39% + 0.015 270° + 6.3 |46.3%7 + 1.7 0.42° + 0.020 300 + 8.5
S37 0.0 + 0.0 0.05% + 0.004 50° = 25| 0.0 + 0.0 0.00 + 00 40 = 41| 0.0 = 0.0 000 = 0.0 0 = 0.0
S38 25.3° + 1.4 0.19° + 0.010 290° + 22.0|29.1° + 0.6 0.20°> + 0.011 310 + 9.5 |33.2° + 1.0 0.23° + 0.026 350° + 12.6
S39 88 + 0.7 0.08° = 0.003 70 + 36 |44° + 0.2 0.05° £ 0.003 50* + 44 | 3.0° = 0.5 0.03%2 £ 0.005 40° + 6.6
S40 50° + 0.4 0.03° + 0.002 40¢ + 3.0|14* = 01 000 + 0.0 30° £+ 20| 00 + 00 0.00 £+ 0.L000 0O =+ 0.0
S41 50.52 £+ 1.7 0.07° £ 0.005 400* % 23.6|53.72 =+ 2.6 0.852 = 0.034 490* + 144|553 + 2.0 0.85% £+ 0.050 500% = 25.2
S42 23.4° + 0.8 0.20° + 0.013 170° + 9.5 |27.5° + 1.0 0.22° + 0.015 170 + 7.1 |[29.6% + 1.0 0.23° + 0.025 190 + 3.5
S43 2852 + 1.1 0.312 + 0.008 220° + 17.6/30.9* + 1.7 0.35% + 0.012 220° + 6.4 |33.4°> + 1.0 0.39° + 0.040 230° + 6.1

aMuestra significativamente diferente.
b.cd Grupo de muestras que no presentaron diferencias entre las

** Ensayo de AA por DPPH (EDPPH); resultados expresados en pmol ETrolox®/g miel. muestras del mismo grupo.

*** Ensayo de Folin-Ciocalteu (EFC); resultados expresados en mg EAG/g miel.

* Ensayo de flavonoides totales (EFT); resultados expresados en ug EQ/g miel.
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Cuadro 11. Porcentajes de humedad en las mieles, en el tiempo inicial y al
transcurso de 45 dias.

% Humedad

Muestra Tiempo inicial 45 dias

4°C 20 °C 40 °C
S1 17.3 + 0.5 172 = 0.5 170 £+ 0.5
S35 248 += 0.5 246 + 0.5 246 + 0.5
S36 295 + 0.5 280 + 0.5 270 £ 0.5
S37 255 = 0.5 254 = 05 253 = 05
S38 28.0 + 0.5 274 + 05 258 + 0.5
S39 25.0 + 05 250 + 0.5 248 + 0.5
S40 16.0 + 05 158 + 0.5 158 + 0.5
S41 16.7 + 05 154 £+ 0.5 146 + 0.5
S42 18.2 + 0.5 178 = 0.5 16.2 + 05
S43 19.0 + 0.5 186 * 0.5 178 + 0.5
Con un n=3

Por lo descrito anteriormente, se puede expresar que la estabilidad (respecto a las
pruebas aqui evaluadas) en las mieles en funcion del tiempo no depende del género
de la abeja que la produce sino del tipo de compuestos que estén presentes en la

miel.

Las variaciones en los valores de los ensayos aqui estudiados concuerdan con los
resultados reportados por Diaz y colaboradores’ donde concluyeron que los
tratamientos térmicos aplicados a la miel ocasionan cambios significativos en la
actividad enzimatica, fenoles totales, flavonoides totales, actividad antioxidante y
viscosidad. Cuando las mieles son expuestas a tratamientos térmicos generan una
descomposicidén de peroxido de hidrogeno, reactividad de iones de los metales de
transicion y se pueden inducir reacciones redox que influyen en la estabilidad de los

antioxidantes.”®

En el desarrollo del estudio aqui realizado, se presencidé un fendmeno de
oscurecimiento en las muestras de mieles al paso del tiempo y expuestas a
temperaturas. En la Figura 13, se muestra una fotografia donde se compara la miel
del género Nannotrigona, sin ser expuesta a tratamiento térmico (clara) y la otra

muestra cuando fue expuesta a 40 °C durante 2 meses (oscura). Una explicacion
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para este cambio, es que las mieles como otros alimentos, se vieron expuestas a

un pardeamiento,’® lo cual les generé el cambio de coloracion.

Figura 13. Muestra de miel S38, Nannotrigona, que presenté un
proceso de pardeamiento.

El pardeamiento es el proceso de oscurecimiento que presentan algunos alimentos
a causa de ciertas reacciones.”® El pardeamiento puede ser enzimatico o no
enzimatico. El pardeamiento enzimatico se lleva a cabo por reacciones quimicas en
donde intervienen enzimas como la polifenol oxidasa, catecol oxidasa y otras que
pueden promover la obtencion de melaninas y quinonas a partir de polifenoles en
presencia de oxigeno.”” Por otra parte, el pardeamiento no enzimatico, como su
nombre lo indica, es aquel donde el exceso de pigmentacién se produce en
ausencia de enzimas. Los tipos de pardeamiento no enzimatico son resultado de la

caramelizacién y la reaccion de Maillard,”” pardeamientos presentes en la miel.’

El pardeamiento enzimatico presente en la miel es causado por la oxidacion de los
compuestos fendlicos iniciada por la enzima polifenol oxidasa. Los factores mas

importantes que afectan la velocidad del pardeamiento son las concentraciones
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tanto de la polifenol oxidasa, como de los compuestos fendlicos, el pH, la
temperatura y la disponibilidad de oxigeno en la matriz.! Esta enzima en presencia
de oxigeno reacciona con los compuestos fendlicos, formando quinonas. Estos
compuestos reaccionan entre si 0 con otros compuestos (aminoacidos, péptidos y
azucares reductores) formando melaninas, compuestos de color rojo, café o
negro.”? El oscurecimiento enzimatico ocurre cuando los compuestos fendlicos, la
enzima polifenol oxidasa y el oxigeno molecular interaccionan bajo condiciones
especificas de pH, temperatura y actividad de agua.”? El pardeamiento no
enzimatico se presenta por medio de la reaccion de Maillard, aquella donde se
producen melanoidinas (responsables de la coloracién oscura) a partir de un grupo
amino y un azucar reductor.” En la miel puede presentarse este tipo de reacciones,
ya que la glucosa es un excelente azucar reductora y los aminoacidos aportan el
grupo amino. Por otra parte, la caramelizacion es otro tipo de pardeamiento no
enzimatico, que difiere de las reacciones de Maillard porque es un proceso de
pirdlisis del azlcar, que también genera un oscurecimiento de la muestra.’
Igualmente, en otros estudios se ha concluido que el calentamiento inicial de la miel
de abejas ejerce un efecto considerable sobre el color pues este cataliza la reaccién
de Maillard.”®

En las mieles se han descrito dos clases de pigmentos responsables del color, los
hidrosolubles y los liposolubles. Los liposolubles estan presentes en mieles de color
claro y los del tipo hidrosoluble en las oscuras. En la fraccién liposoluble se han
identificado carotenoides y en la fraccion hidrosoluble se presentan compuestos
polifendlicos que al oxidarse dan lugar a compuestos de tonos oscuros.”® El
oscurecimiento que presentan las mieles que son almacenadas durante cierto
tiempo puede atribuirse a algunos factores, por ejemplo, la presencia de tanatos, la
reaccion de azucares con sustancias que contienen nitrégeno (aminoacidos,
proteinas), y los procesos de caramelizacion. 7° Con base en lo anteriormente
descrito, puede explicarse el cambio de apariencia que experimentaron las mieles
S36, S38, S41, S42 y S43.
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Estos resultados también indican que el fendmeno del pardeamiento no es exclusivo
de un tipo de miel, ya que tanto las muestras de Apis mellifera (S41, S42 y S43)
como las de los géneros Plebeia (S36) y Nannotrigona (S38) sufrieron un

oscurecimiento con el paso del tiempo.

Entre el tipo de pardeamiento no enzimatico como la reaccién de Maillard, se
presentan productos e intermediarios de esta reaccion, conocidos como productos
de reaccién de Maillard (MRP, por sus siglas en inglés).8° Estos, se producen
durante el procesamiento térmico y el almacenamiento de alimentos y han
presentado actividad antioxidante, los cuales pueden ser usados como
antioxidantes naturales y endégenos para retrasar o inhibir la reaccion de oxidacion
de algunos lipidos en los alimentos. La reaccion de Maillard produce algunos
productos, como las melanoidinas y los productos de reordenamiento de Amadori,
con potencial para quelar metales y estabilizar radicales. Las altas temperaturas y
los periodos largos de tiempo de almacenamiento generalmente dan como
resultado un mayor grado de glicacion con mayores concentraciones de los MRP.&
En este sentido, se forman mas donantes de electrones e hidrégeno, en presencia
de melanoidinas con efecto secuestrante de metales, fortaleciendo asi el potencial
antioxidante de los MRP; aunque las temperaturas intensas también pueden
conducir a la degradacion de los MRP y limitan su capacidad antioxidante. También
se ha reportado una mayor actividad antioxidante de los MRP a partir de la union
entre la fructosa y lisina en funcién del tiempo y temperatura. Las melanoidinas, las
reductonas y también algunos heterociclicos formados a partir de la presencia de
temperatura, son responsables del aumento de la actividad antioxidante de los MRP
obtenidos a partir de los grupos amino-azucar.8° Con base en lo anteriormente
descrito, puede decirse, que otra posible explicacion para el aumento de la actividad
antioxidante en las mieles que presentaron el fendmeno del pardeamiento, es a

causa de la formacion de MRP en las muestras de mieles.
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5.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

En el Cuadro 12, se muestran los valores de actividad antibacteriana que
presentaron las mieles bajo estudio respecto al microorganismo Staphylococcus

aureus.

Cuadro 12. Valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) determinados en
las muestras de mieles mexicanas.

Muestra CMI (% p/v) Muestra CMI (% p/v)
S1 25 S24 37.5
S2 25 S25 25.0
S3 25 S26 np*
S4 25 S27 12.5
S5 25 S28 12.5
S6 25 S29 18.8
S7 25 S30 12.5
S8 25 S31 12.5
S9 25 S32 np*
S10 25 S33 50.0
S11 25 S34 25.0
S12 25 S35 25
S13 25 S36 6.25
S14 12.5 S37 25
S15 25 S38 6.25
S16 25 S39 12.5
S17 np* S40 np*
S18 12.5 S41 25.0
S19 31.3 S42 25
S20 12.5 S43 25
S21 25.0 C- np*
S22 np* C+(Digluconato de clorhexidina)  0.065
S23 25.5 H202 0.39

*np: no presento actividad inhibitoria

Se observa en el Cuadro 12, que la mayoria de las muestras tuvieron efecto sobre
el crecimiento de la bacteria S. aureus a CMI en un rango de 6.25 a 50 %. Las
muestras S17, S22, S26, S32 y S40 no presentaron efecto sobre el crecimiento de
la bacteria. Por otra parte, las mieles S36 y S38 fueron las que presentaron el mejor

efecto sobre el crecimiento de microorganismo a concentraciones de 6.25 %. Estos
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resultados son similares con los reportados por Mandal y colaboradores,®! quienes
determinaron CMIs de mieles Nilgiri, Tualang, Bluegum, Manuka, Scabiosa y
Fynbos en un rango de 8.75-25 % para Staphylococcus aureus. Estos autores
describen que los posibles mecanismos de inhibicidn del crecimiento de la bacteria
pueden estar relacionados con los bajos pH de las mieles y sus altos contenidos de

azucares, los cuales dificultan el crecimiento de microorganismos.
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5.5 IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS MAYORITARIOS EN LAS MIELES
POR RMN-!H

Los espectros fueron obtenidos a partir de las muestras de mieles mexicanas, bajo
el tratamiento y metodologia descrita en la seccion 3.7. En la Figura 14, se muestra
el espectro RMN-'H caracteristico de una muestra de miel. En este caso,
corresponde a una miel de aguacate de Apis mellifera, donde se puede apreciar que
las sefales mas intensas se encuentran en el rango de 3.0 a 5.0 ppm, que es la

region correspondiente a los protones de las azlcares.??

INE' N

e

Figura 14. Espectro caracteristico de miel, por RMN-'H. Apis mellifera, de aguacate.

En el Cuadro 13 se presenta la identificacion de los compuestos principales de 7
muestras de miel. Se evidencia que la composicién principal de las mieles son las
azucares, fructosa y glucosa. También, se identificaron acidos organicos como el
lactico y férmico, aminoacidos como la prolina, alanina y fenilalanina y otros

compuestos de interés como el etanol.
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Cuadro 13. Identificacion de los compuestos principales en mieles mexicanas, por RMN-"H.

Cantidad, mM
Compuesto Color meAIIFi)flzra, I\t/)lellpon_a mgﬁ:‘zra Nannotrigona Scaptotrlg_ona Plebeia spp Scapto_trlgona
aguacate eecheii acahual pectoralis mexicana

Fructosa X X X X X X X
Glucosa X X X X X X X
Maltosa X X X X X X X
Sacarosa X X X X X X X
Arabinosa X nd’ nd* nd* nd* nd* nd*
Alanina X X X X X X X
Acido lactico X X X X X X X
Acido formico X X X X nd* nd* nd*
Etanol X X X X X X X
Fenilalanina X nd* X X X X X
Prolina | Y X X X X X X

*nd: compuesto no detectado.
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En la Figura 15, se muestra el espectro de RMN-'H, de la miel de la especie
Melipona beecheii, donde se puede apreciar que su perfil de azucares es muy
similar al de la Apis mellifera. Aunque se presentaron diferencias en su perfil de
composicidn, la miel de agucate presento arabinosa y fenilalanina, mientras que en
la miel de Melipona beecheii, estos compuestos no fueron detectados, pero si se

identifico en esta miel la prolina.

[T P WP ! AL, | L.

Figura 15. Espectro de RMN-"H, de miel de Melipona beecheii.

Otra diferencia por destacar entre las mieles estudiadas es la concentracion de los
diferentes metabolitos identificados (Cuadro 13), y la ausencia de algunos
compuestos menores, como por ejemplo el acido formico que no estuvo presente
en las mieles de Scaptotrigona y Plebeia. En la Figura 16 se muestra la region de
3.0 a 4.8 ppm del espectro de RMN-'H de la miel monofloral de aguacate. En esta
muestra se logré la identificacion de la fructosa, glucosa, arabinosa, sacarosa y

maltosa, aunque estas dos ultimas estan en concentraciones menores.

95




Fructosa
Glucosa

Arabinosa

Figura 16. Regién del espectro de miel (3.0 a 4.8 ppm), donde se identifican las
azUcares principales, por RMN-"H.

También es importante mencionar, en las mieles estudiadas se logré la
identificacion por RMN-"H de aminoacidos como la prolina, alanina y fenilalanina.
Como se menciondé en la secciéon 1.2, los aminoacidos hacen parte de los
compuestos principales en la miel. En la Figura 17, se muestra las senales
caracteristicas para la identificacion de la prolina en la muestra de Acahual (Apis

mellifera).

Prolina

s //\ / \/\\v//A"/\ /W/\« VAU Ry

Iz

2.40 2.35 2.30

Figura 17. Region del espectro RMN-'H de 2.2 a 2.45 ppm, donde
se identifica la prolina, la miel de acahual (Apis mellifera).

56



Como se menciond en la seccion 4.2, cuando las mieles estan expuestas a cambios
térmicos, se producen algunos compuestos debidos a la fermentaciéon. En las
Figuras 18 y 19 se muestran las regiones del espectro de 0.5 a 2.5 ppm y de 6.0 a
9.5 ppm, respectivamente, donde se identificaron el etanol, el acido lactico y el 5-
hidroximetilfurfural en una muestra de miel a la cual se indujo al envejecimiento al

exponerla a temperaturas elevadas durante su almacenamiento.

El 5-hidroximetilfurfural es un compuesto producto de la deshidratacién de los
azucares en medio acido y en presencia de temperatura, presente en las mieles en
altas concentraciones cuando estas han sido expuestas a malas condiciones de
almacenamiento; este aldehido es controlado para la comercializacién de la miel,
ya que se le atribuyen propiedades toxicas y cancerigenas.! En la Figura 19 se
muestra la regién del espectro de RMN-'H y la asignacion de las sefales
caracteristicas de este compuesto, en una muestra de miel que se almacen¢ a 40
°C durante 60 dias.

H o Alanina

H

H OH
NH,

Acido lactico OH

Etanol

| ”

V\/‘JMUM NIMJM«W b AN .’LJILA,M \onan, L LM I fL)'MJWNL'Mg A

T
2‘0 1.5 1.0

Figura 18. Regién del espectro de una miel envejecida (0 a 2.1 ppm), mostrando
algunos compuestos de fermentacion.
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Por otra parte, en la Figura 20, se presenta la superposicion de los espectros de dos
muestras de miel de acahual, producida por Apis mellifera, que fueron expuestas a

dos tratamientos térmicos diferentes (4 °C y 40 °C) y variacion de tiempo.

Hidroximetilfurfural

I 5
HO \

Acido formico

l Fenilalanina

Figura 19. Region del espectro de la miel (6.0 a 9.5 ppm) por RMN-"H, de una miel
envejecida.

. Miel a tiempo cero

. Miel a los 60 dias y 40 °C.

==

A |

Figura 20. Espectros por RMN-'H (700 MHz, D20), de mieles de Apis mellifera, en un
tiempo inicial y al cabo de 60 dias de almacenamiento y a 40 °C.
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Otro cambio importante que se observd como resultado de la exposicién a una
temperatura de 40 °C durante almacenamiento por un periodo de dos meses fue la
disminucién de en el perfil de los azucares. En la Figura 20, se puede ver como la
muestra en su tiempo inicial y sin ningun tratamiento térmico (linea roja) presenta
mayores intensidades en los picos de las azucares, respecto a la miel expuesta a

60 dias de almacenamiento y a 40 °C (linea azul).
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6. CONCLUSIONES

6.1 La miel monofloral de aguacate de Apis mellifera (S41) presentd la mayor
actividad antioxidante con 0.67 = 0.01 umol ETrolox®/g miel entre todas las
muestras estudiadas, también mostré entre los mejores resultados de flavonoides
(46.2 £ 1.6 ug EQ/g miel) y contenido fendlico (370 + 5.9 yg EAG/g miel), junto con
la muestra S28 de la especie Scaptotrigona mexicana, con el valor mas alto para el
contenido de flavonoides, 76.2 uyg EQ/g miel, 360 + 9 ug EAG/g miel en su contenido

de fenoles y una capacidad antioxidante de 0.10 + 0.032 umol ETrolox®/g miel.

6.2 Las mieles estudiadas almacenadas a una temperatura de 20 °C fueron estables
hasta los 15 dias y, posteriormente, la cantidad de fenoles, flavonoides y

antioxidantes mostro una notable disminucion.

6.3 El analisis de los espectros de RMN-'H permitié la deteccion de los
componentes mayoritarios en las mieles. Por otra parte, se logré detectar cambios
en la composicién de las mieles expuestas a una temperatura de 40° C. Las
principales variaciones observadas fueron la disminucion en el contenido de los
azucares. Por ultimo, en los espectros de las mieles que sufrieron procesos de

fermentacién se detectd la presencia de 5-HMF, acido lactico y etanol.

6.4 Las mieles conservadas a una temperatura de 40 °C presentaron una
disminucién en el contenido de fenoles, flavonoides y antioxidantes. Esta variacion
puede explicarse por los procesos de fermentacion, degradacion, caramelizacion

y/o pardeamiento que sufrieron.

6.5 Las mieles ensayadas demostraron una buena actividad antibacteriana con
concentraciones minimas inhibitorias en un rango de 6.25 a 50 % (p/v). Estos
resultados son similares a los reportados en la literatura para mieles utilizadas en el

tratamiento de enfermedades infecciosas, como el pie diabético.

6.6 Con base en los resultados obtenidos para los ensayos de composicion de las
mieles se propone que las mieles se conserven a una temperatura de 4 °C para

evitar cambios en su composicion y pérdidas de la actividad bioldgica.
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7. PERSPECTIVAS

7.1 Ampliar el numero de muestras bajo estudio, garantizando una densidad
poblacional respecto a cada especie y tipo de miel (monofloral y multifloral) para

poder establecer resultados segun las especies productoras y las clases de mieles.

7.2 Realizar una cuantificacion individual de los compuestos fendlicos y flavonoides,

utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.

7.3 Exponer las mieles a condiciones extremas de temperatura, luz UV y oxidantes
con la finalidad de estudiar su estabilidad, monitoreando compuestos de

degradacion.

7.4 Estudiar el efecto de las mieles sobre el crecimiento de bacterias patdogenas de

interés clinico involucradas en las infecciones cutaneas.
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