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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la miel

La miel es un alimento de origen natural conocido desde la antigiedad.
Histéricamente, se sabe del uso tradicional de la miel como edulcorante natural y/o
condimento en algunos alimentos, como medicamento para tratar diversas
afecciones (principalmente como ingrediente de unglentos) o como elixir
tonificante. Incluso, en algunas culturas se menciona el uso de la miel como
componente de “farmacos para alcanzar la inmortalidad” (Siedentopp, 2010). De
esta forma, el alto consumo de este producto se ha atribuido esencialmente a sus
propiedades nutricionales, medicinales y cosméticas que han sido ampliamente
estudiadas y descritas en la literatura.

1.1.1. Definicion y descripcion

De acuerdo con el Codex Alimentarius (2001), la miel se define como una
sustancia dulce producida por las abejas obreras a partir del néctar de las plantas
o de secreciones de partes vivas de éstas o, de excreciones de insectos
succionadores de plantas que quedan sobre las partes vivas y que las abejas
recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias, y que
depositan, deshidratan y almacenan en el panal para su maduracion.

La miel se compone esencialmente de diferentes azucares, predominantemente
glucosa y fructuosa. En general, el color de la miel varia desde casi incoloro a
pardo oscuro. Su consistencia puede ser fluida, viscosa, total o parcialmente
cristalizada. Estos factores, asi como su aroma y sabor, dependen principalmente
de las flores de procedencia, las regiones geograficas y las especies de abejas
que participan en su produccién, asi como de las condiciones climaticas, el
procesamiento, la manipulacién, el envasado y el tiempo de almacenamiento
(Missio da Silva et al., 2016).



1.1.2. Composicion quimica

La composicion de los diferentes tipos de miel depende principalmente de las

fuentes naturales que utilizan las abejas para su elaboracion; sin embargo, poseen
algunas similitudes a nivel mundial. De acuerdo con numerosas referencias, la
miel se describe como una mezcla de aproximadamente 200 componentes, que
incluyen:

a)

Azlcares. Los azucares simples representan aproximadamente el 85% de
los sdélidos que constituyen la miel: esencialmente es una solucién
altamente concentrada de azucares en agua (Ulloa et al., 2010). La glucosa
y la fructosa son considerados los principales carbohidratos presentes en la
miel, sin embargo, existen informes de la existencia de alrededor de 25
compuestos adicionales en cantidades minoritarias, incluyendo maltosa,
sacarosa, maltulosa, turanosa e isomaltosa, entre otras.

Enzimas. La mayoria de las enzimas son afadidas a la miel por las abejas;
aunque algunas de ellas también proceden directamente de las plantas y
son las responsables del proceso de maduracién de la miel. La mas
importante de ellas es la alfa-glucosidasa o invertasa; otras enzimas de
importancia son la oxidasa, la catalasa, la fosfatasa acida y la diastasa
(Ulloa et al., 2010).

Proteinas y aminoacidos. El contenido proteico de la miel es de
aproximadamente 0.5% incluyendo enzimas y aminoacidos. La presencia
de las proteinas confiere a la miel una baja tension superficial, que resulta
en la formacion de finas burbujas de aire que llegan a formar ligeras
espumas. Por otro lado, los aminoacidos libres no representan una gran
proporcion en la composicion de la miel; se han encontrado entre 11 y 21
de ellos, siendo la prolina el aminoacido mayoritario (casi la mitad del total).
Otros aminoacidos presentes en la miel son el acido glutamico, la alanina,
la fenilalanina, la tirosina, la leucina y la isoleucina (Ulloa et al., 2010).
Compuestos fitoquimicos. Entre los fitoquimicos presentes en la miel,
destacan los compuestos fendlicos que pertenecen a las categorias de
fenoles libres, acidos fendlicos, polifenoles (generalmente flavonoides),
antocianinas, procianidinas y pigmentos (Oroian, 2017).

Adicionalmente, se ha encontrado la presencia de otros componentes como
vitaminas (vitamina B6, tiamina, niacina y riboflavina), minerales (calcio, cobre,
hierro, magnesio, manganeso, sodio y zinc) y algunos compuestos volatiles
(terpenos, cetonas y aldehidos) [Cuadro 1].



Del mismo modo, se ha identificado la presencia de componentes naturales
téxicos en las mieles, transferidos por las abejas al recolectar el polen de las
plantas, tales como los alcaloides pirrolizidinicos (AP) y los diterpenoides
conocidos como grayanotoxinas (Machado de-Melo et al., 2018).

Cuadro 1. Composicion quimica promedio de la miel (Ball, 2007)

Contenido

Componente promedio (%) Rango (%)
Agua 17.2 12.2-22.9
Fructosa 38.4 30.9-44.3
Glucosa 30.3 22.9-40.7

Sucrosa 1.3 0.2-76
Oftros disacaridos 7.3 2.7-16.0
Azucares mayores 14 0.1-3.8
Acido glucénico 0.57 017 -1.17
Otros acidos (sin incluir glucénico) 0.43 0.13-0.92
Lactonas 0.14 0.0-0.37
Minerales 0.17 0.02 -1.03
Nitrogeno 0.04 0.0-0.13

1.1.3. Propiedades fisicoquimicas

Similar a lo que ocurre con la composicién quimica, las propiedades
fisicoquimicas de la miel difieren o son semejantes entre los diferentes tipos de
miel; también, suelen relacionarse con las propiedades organolépticas de este
producto. En la industria, el estudio de estas propiedades fisicoquimicas es la
piedra angular de muchos procesos de la tecnologia de la miel, tales como la
cosecha, el procesamiento y el almacenamiento (Bogdanov, 2011). Estos
aspectos incluyen:

Humedad. Esta caracteristica determina la estabilidad de la miel y su resistencia a
la fermentacién por las levaduras durante el almacenamiento y se determina como
la cantidad de agua presente en 100 g de miel.

Fluidez y viscosidad. La miel es un liquido cuya viscosidad generalmente depende
de factores como el contenido de agua y la temperatura ambiental. Sin embargo,
existen mieles descritas como toxotréficas, es decir, son similares en viscosidad a
un gel mientras se encuentran en reposo, pero se vuelven liquidas con la
agitacion. Esta caracteristica es fundamental para la cosecha y su manejo.



Densidad. La densidad de la miel, dependiente de la cantidad de agua, es mayor
que la densidad del agua. Generalmente, las mieles con mayor contenido de agua
adquieren una menor densidad.

Higroscopicidad. Se ha determinado que la miel posee una alta capacidad de
absorber agua del ambiente, por lo que es un producto muy propenso a
incrementar su humedad rapidamente.

Conductividad eléctrica. Los minerales y acidos en la miel fungen como electrolitos
capaces de conducir la corriente eléctrica. Ademas, se ha determinado una
relacion entre el contenido de cenizas y la conductividad eléctrica.

Color. Existe una amplia gama de colores para la miel, que puede variar desde
incolora hasta practicamente negro o marrén oscuro, cubriendo todos los matices
del color ambar, es decir, color naranja amarronado. El color es un aspecto
importante para la comercializacion y destino final del producto. Para medir el
color de la miel destaca la escala Pfund; dicha escala se basa en un método de
comparacion optica con unidades desde 0 hasta 140 mm, de modo que el
aumento de unidades se refleja en un color mas oscuro de la miel (Figura 1).

Rotacion éptica. Esta propiedad de la miel se debe principalmente a la presencia
de los azucares, los cuales son sustancias que presentan actividad optica y son
capaces de desviar el plano de la luz polarizada de manera positiva 0 negativa; la
direccion (+ o —) y el angulo de giro especifico (a), dependen de las caracteristicas
quirales de cada uno. En general, el valor de la rotaciéon Optica depende de la
concentracion de azucares.

P AIBREE © pinbar g | Aimbar
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Figura 1. Escala Pfund para la determinacion del color de las mieles.



1.2. Mieles mexicanas

La produccién de miel en México constituye una tradicibn que se ha
conservado hasta la actualidad. Asi, después de China, Argentina, Estados Unidos
y Turquia, nuestro pais es considerado el quinto productor de miel a nivel mundial,
con una produccion anual de 55,500 toneladas, de las cuales se exportan
alrededor del 44% (Viuda-Martos et al., 2010).

México cuenta con cinco regiones productoras de miel con diferente grado de
desarrollo (Figura 2):

I.  Regidn Norte. Integrada por los estados de Baja California Norte, Baja
California Sur, Sonora, Chihuahua, Durango, Zacatecas, Coahuila, Nuevo
Ledn, parte norte de Tamaulipas y altiplano de San Luis Potosi.

Il.  Regién de la Costa del Pacifico. Integrada por los estados de Sinaloa,
Nayarit, poniente de Jalisco y Michoacan, Colima, parte de Guerrero,
Oaxaca y Chiapas.

lll. Regién del Golfo. Integrada por el estado de Veracruz y parte de los
estados de Tabasco y Tamaulipas, la regién Huasteca de San Luis Potosi,
Hidalgo y Querétaro.

IV. Region del Altiplano. Integrada por los estados de Tlaxcala, Puebla, México,
Morelos, Ciudad de México, Guanajuato, Aguascalientes; la parte oriente de
los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas y la parte
poniente de Hidalgo y Querétaro, asi como la region media de San Luis
Potosi.

V. Region Sureste o Peninsula de Yucatan. Integrada por los estados de
Campeche, Yucatan y Quintana Roo y parte de los estados de Chiapas
(noreste) y Tabasco (oriente).

De acuerdo con cifras oficiales del periodo de 2000 a 2010 presentadas por
SAGARPA en el afo 2013, el 33% de la produccién nacional de miel se concentra
en la Region Sureste, siendo los estados de Yucatan, Campeche y Quintana Roo
los que presentan una mayor aportacion. Por otro lado, en la region de la Costa
del Pacifico, el estado de Jalisco aporta el 10% y en la region del Golfo, el estado
de Veracruz aporta el 9% (Martinez y Pérez, 2013) (Figura 3).

La amplia diversidad tanto climatica como botanica del pais resulta en la
existencia de diferentes tipos de mieles con una gran variedad de sabores, aromas
y colores que son bien cotizadas en los mercados internacionales. Las clases de
miel que mas destacan popularmente en el territorio mexicano se resumen en el
Cuadro 2.



Cabe destacar que las caracteristicas conferidas a cada uno de los tipos de miel
pueden variar también dependiendo del tipo de abeja que las produce,
considerando que actualmente se conocen dos especies de abejas productoras de
miel: las abejas europeas (Apis mellifera) y las abejas sin aguijon o meliponas.

Altiplano

I Costa del Pacifico

I Golfo

Norte

Peninsula de
Yucatan

Figura 2. Distribuciéon geografica de las regiones productoras de miel en México
(Martinez y Pérez, 2013).

Yucatan
20%

Michoacan
4%
Quintana Roo
6%
Oaxaca
6%
Puebla
7% Chiapas Guerrero
8% 9%
Figura 3. Aportacion de los principales estados en la produccion nacional de miel
(Martinez y Pérez, 2013).



Cuadro 2. Tipos de mieles mexicanas y sus caracteristicas.
(tomado de http://www.apiariossanmartin.com/tipos-miel.html)

1pe e e Regién EMDOTEE A 6 Caracteristicas
miel botanico 9 cosecha
Conocida como “el
oro negro” de las
Miel de Cultivos de : . . mieles mexicanas por
Michoacan Marzo — Junio e
aguacate aguacate sus caracteristicas
particulares de color
(dmbar oscuro).
. Arboles ,
Miel de e Tamaulipas, .
citricos ; Color anaranjado
azahar o . Nuevo Leodn, Marzo — Mayo L
. (naranjo, caracteristico.
naranjo . Veracruz
limonero)
Coloracion
. caracteristica muy
Guanajuato, clara, la cual puede
Miel de Arboles de Puebla, . . L X
, . . Abril — Junio variar dependiendo de
mezquite mezquite Coahuila, San . )
) . su origen multifloral
Luis Potosi .
(2dmbar claro) o
monofloral (blanco).
Es una clase de miel
con identidad
prehispanica,
Flores de Peninsula de producida por una
Miel de tajonal Yucatan .| especie de abeja sin
. 3jor ’ Febrero — Abril pec J
tajonal (Viguiera suroeste aguijon. Se
dentata) mexicano caracteriza por su
color dorado y su
aroma fuertemente
floral.
También conocida
como “miel de
mantequilla” debido a
Puebla, quita’ ¢
X que, al cristalizar,
Guanajuato,
suele tomar una
Zacatecas, textura espesa
Miel Diversas Aguascalientes, , espesa y
. Variable coloracion similar a la
multifloral | flores/plantas Durango, San

Luis Potosi,
Ciudad de
México

de dicho producto.
Sus caracteristicas de
color y aroma son
variables
dependiendo del
origen botanico.



http://www.apiariossanmartin.com/tipos-miel.html

1.3. Abejas sin aguijon o meliponas

Se sabe que a nivel mundial existen aproximadamente 400 especies de
abejas sin aguijon, distribuidas en las areas Tropical y Subtropical del planeta (en
la regiéon comprendida de los 30° latitud norte hasta los 30° latitud sur). Algunas de
estas especies han sido utilizadas tradicionalmente para obtener mieles con
propiedades medicinales (Ayala, 1999).

Las abejas sin aguijon desempefian un papel importante en los ecosistemas
debido a que, mediante la polinizacién (transferencia de polen en una misma flor o
de una a otra), se lleva a cabo la fertilizacion que da lugar al desarrollo de frutos y
semillas. Asi, se asegura la cadena alimentaria y se preserva la vida en las selvas.
De forma general, las abejas contribuyen con mas del 90% de la polinizacion y
favorecen un mayor desarrollo de frutos en plantas autopolinizables (Cahuich-
Mufioz, 2018).

En este sentido, las meliponas representan una alternativa para utilizarse como
polinizadoras comerciales, debido principalmente a que no presentan un aguijon
funcional y su manejo es mas sencillo que el de las abejas meliferas, dado su
caracter menos agresivo. Estas abejas se dividen en dos grandes grupos o
“tribus”: Meliponini, que incluye géneros como Melipona y Scaptotrigona, y se
encuentran exclusivamente en la zona del neotropico (Sudameérica, América
Central, Caribe, Florida del Sur y zona sur de México) y Trigonini, que consiste en
una variedad mas amplia de géneros y se pueden encontrar comunmente en toda
la zona del trépico (Avila, 2018).

1.3.1. Abejas meliponas en México

En México, las abejas meliponas representan una porcion relativamente
pequena (alrededor del 2.6%) de la fauna total de abejas, la cual es ademas
altamente diversa. De esta porcion de abejas sin aguijon, cerca del 41% han sido
ampliamente utilizadas desde la época precolombina, no asi en otros paises cuya
fauna de abejas es mas diversa. La abeja melipona jugdé un papel de gran
importancia en culturas prehispanicas como la maya, ya que su miel era utilizada
en sus ceremonias religiosas para la preparacion de una bebida denominada
balché, siendo consumida durante sus rituales; también, la miel se empleaba
como un producto medicinal y edulcorante.



En el territorio mexicano, las abejas meliponas generalmente se localizan en las
zonas costeras: desde Yucatan hasta el centro de Tamaulipas y desde Chiapas
hasta el sur de Sonora. El tipo de zonas donde habitan son arboladas, asi como
acahuales, manglares y chaparrales, aunque también se encuentran en diversos
cultivos de importancia econdmica y plantas cultivadas.

A nivel nacional, se tienen reportadas un total de 46 especies de abejas sin
aguijon distribuidas en 11 géneros. Entre los géneros que presentan un mayor
numero de especies se encuentran: Plebeia con 12 especies, Trigona con 9
especies, Melipona con 7 especies y Trigonisca con 5 especies. Estas abejas
responden a exigencias bioldgicas y adaptativas especificas, por lo cual cada
especie esta adaptada a los diferentes nichos biolégicos existentes en el pais
(Figura 4) (Cahuich-Mufioz, 2018). Con base en estas consideraciones, las abejas
meliponas mexicanas se pueden clasificar en tres grupos ecoldgicos (Figura 5):

1) Especies con amplia distribucién y asociadas con regiones tropicales y
subtropicales. Este grupo, a su vez, se divide en tres subgrupos de acuerdo con
los patrones de distribucidén que presentan las diferentes especies:

[.  Distribucion tropical y de montafia. Una sola especie de abeja melipona
(Partamona bilineata) integra este grupo, distribuido a lo largo de la Sierra
Madre del Sur en los estados de Michoacan y Oaxaca, en el sur del Eje
Volcanico Transversal, llegando hasta los estados de Sinaloa y San Luis
Potosi.

[I.  Distribucién costera. Consta de 4 especies de abejas sin aguijon (Melipona
beecheii, Plebeia frontalis, Trigona fulviventris y Trigonisca pipioli),
distribuidas principalmente a lo largo de las vertientes del Golfo y el Pacifico
hasta estados como Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Sinaloa, asi como en
algunas zonas del estado de Chiapas. Este grupo de especies presenta la
caracteristica de supervivencia en un margen de temperatura estrecho,
pudiendo alcanzar areas de transicion tropical-montafiosa.

[ll.  Amplia distribucion. Lo integran dos especies (Nannotrigona perilampoides
y Frieseomelitta nigra), distribuyéndose ampliamente a lo largo de la
Republica Mexicana, principalmente en areas de bosque nuboso.
Aparentemente, este grupo se caracteriza principalmente por establecerse
en ambientes donde no encuentren limitaciones alimenticias a lo largo de
todas las estaciones del afno.

2) Especies con distribucion asociada a bosques perennes. Este grupo comprende
alrededor del 50% del total de especies de abejas sin aguijon presentes en México
y se divide en 4 subgrupos de acuerdo con sus patrones de distribucion:



Exclusivas del estado de Chiapas. Solo tres especies integran este grupo
(M. solani, T. mayarum y T. silvestriana).

Distribucion limitada en el bosque tropical perenne. Este grupo consta de
algunas especies como P. llorentei, P. melanica, P. pulchra, S. argyrea y T.
nigerrima, las cuales se encuentran en zonas montanosas por arriba de los
1000 m sobre el nivel del mar, alcanzando zonas del centro de Veracruz y
el sureste de San Luis Potosi, sin lograr establecerse en la peninsula de
Yucatan.

Distribucién en el bosque tropical perenne y areas secas. Este grupo es
similar al anterior, sin embargo, este si abarca la peninsula de Yucatan. Lo
integran especies como L. niitkib y S. pectoralis.

Distribucién en la Costa de Chiapas. Hasta el momento se han identificado
solo dos especies (Oxytrigona mediorufa y Trigonisca schulthessi) que
integren este grupo, encontrandose en las cercanias de Tapachula, en el
estado de Chiapas. Se considera que una especie mas (Scaptotrigona
mexicana) puede presentar una buena capacidad de sobrevivencia en esta
zona geografica, asi como en el grupo Il de esta categoria (Sanchez-
Tolentino et al., 2019).

3) Especies endémicas asociadas a diferentes tipos de bosques. En México
existen 13 especies endémicas. Algunas estan estrechamente relacionadas
debido a fendmenos de fragmentacién de grupos ancestrales a través del
surgimiento de barreras naturales, ya sea geoldgicas o de otra indole (vicarianza).
De esta forma, se han reconocido 5 subgrupos de especies vicariantes:

Regién del Istmo. Tres especies integran este grupo (C. oaxacana, M.
yucatanica y T. mixteca), distribuido en la mitad sur del Istmo de
Tehuantepec, al igual que en el sur de Yucatan, Belice y Quintana Roo.
Montafias del sur. Se conforma por 4 especies (M. colimana, M. fasciata, P.
fulvopilosa y P. manantlensis), distribuidas en la zona del Eje Volcanico
Transversal y la Sierra Madre del Sur, en estados como Guerrero y Oaxaca,
el sureste de Jalisco y el norte de Colima.

Cuenca del Balsas. Este grupo se integra por 4 especies (Cephalotrigonae
eburneiventer, P. mexica, T. azteca y M. lupitae), las cuales se distribuyen a
través de la cuenca del rio Balsas, abarcando los estados de Guerrero,
Morelos, Puebla y Michoacan. Estas especies parecen estar estrechamente
relacionadas con las de la Regién del Istmo.

Norte de Nayarit, sur de Sinaloa y sureste de Zacatecas. Una sola especie
conforma este grupo (Plebeia cora), la cual parece estar relacionada con
una especie perteneciente a la zona de la Cuenca del Balsas.
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V. Costa del Pacifico. Las 3 especies que integran este grupo (Scaptotrigona
hellwegeri, L. chamelensis y Geotrigona acapulconis) se encuentran
distribuidas entre el sur de Oaxaca y el estado de Sinaloa; sin embargo,
también se han localizado en algunas zonas de la Cuenca del Balsas.

Numero de especies

Figura 4. Distribucion geografica de las abejas meliponas en México: densidad relativa
del numero de especies (Ayala, et al., 2013).

M. fasciata
P. maxicana

T mixteca
M. yucatanica

Figura 5. Distribucion geografica de las abejas meliponas en México: areas de
endemismo de algunas especies mexicanas (Ayala, et al., 2013).
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1.3.2. Meliponicultura

La meliponicultura se define como el cuidado y la crianza de abejas nativas
sin aguijon y abarca todos los procesos involucrados en el manejo de las
colmenas. Previo a la llegada de las abejas meliferas a México, la meliponicultura
era una actividad intensamente desarrollada por diferentes culturas
mesoamericanas. Se tiene conocimiento de la practica de esta actividad por la
cultura Olmeca, alcanzando su auge con la cultura Maya, que facilmente podia
compararse con la apicultura tradicional de cualquier pais europeo. En un principio
los miembros de estas comunidades tomaban los panales silvestres de las abejas
meliponas y procedian a colgarlos afuera de sus viviendas; posteriormente,
comprendieron la necesidad de proveer a las abejas de recursos florales vy
proteccion contra los factores ambientales (Marquez-Luna, 1994). De esta forma,
se realizaban siembras de plantas poliniferas y nectariferas en las zonas aledafias
a los “troncos colmena” o “jobones”, que consistian en trozos de madera hueca
disefados especialmente para albergar a las abejas, permitiendo ademas una
mejor manipulacion de los panales con el menor dafio en los nidos. Esto les
permitia producir grandes cantidades de miel (hasta 2 kg de miel por colonia al
afo). En contraste, otras areas del México antiguo también presentaron
actividades referentes a la meliponicultura de un modo mas modesto. En algunas
zonas de Puebla y Veracruz, grupos étnicos como los nahuas, totonacas y
chontales desarrollaron sus propias técnicas de cultivo de abejas, sustituyendo los
troncos huecos por dos vasijas de barro unidas por los bordes con una mezcla de
ceniza humeda para formar las colmenas. Esta diferencia en las técnicas se
atribuye esencialmente a los recursos naturales disponibles para las diferentes
poblaciones meliponicultoras (Quezada-Euan et al., 2001) (Figura 6).

Actualmente, existen dos tipos de cultivos de abejas de importancia econémica en
el pais: la apicultura (cultivos de A. mellifera) y la meliponicultura (cultivos
principalmente de M. beecheii). Esta ultima es la de menor importancia y no ha
presentado cambios significativos en cuanto a su técnica con respecto a sus
antepasados. Algunas de las causas por las que la meliponicultura se encuentra
practicamente en el abandono son:

a) Introduccion de los cultivos de A. mellifera. Esta abeja europea tiene niveles
de produccién mucho mayores que los de las abejas meliponas (A. mellifera
llega a producir hasta 20 litros de miel por cosecha). Por esta misma razén,
se otorgd un mayor impulso econémico a la apicultura.

b) Crecimiento de la industria azucarera. Inicialmente la miel era utilizada
como edulcorante natural, sin embargo, el uso del azucar proveniente de
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las canas tomo popularidad gradualmente. De esta forma, el uso de la miel
de melipona se relegd unicamente para ocasiones excepcionales.

c) Deforestacion irracional. En los ultimos afios ha habido una destruccion
acelerada de los habitats naturales de las abejas sin aguijon.

Es claro que la meliponicultura es una actividad que se encuentra en peligro de
desaparecer, aun con las ventajas y desventajas que presenta el sistema
meliponicultor (Cuadro 3). No obstante, aun existen comunidades que conservan
la meliponicultura como actividad regular, principalmente para el autoconsumo
(Marquez-Luna, 1994).

P

Figura 6. Técnicas de melip-onicultura tradi
“Mancuernas” poblanas. Extraccion de productos de la abeja por meliponicultores: (B) y

NN e :
cional. Reservorios para las colmenas: (A)

(a2

: \!

(C). (D) “Jobones” mayas.

Cuadro 3. Ventajas y desventajas del sistema meliponicultor.

Desventajas Ventajas
Desconocimiento del destino de la v' Conservacién debida al arraigo
produccion. tradicional proveniente de diversas
Bajo interés en la formaciéon de culturas.
organizaciones productoras. v" Requiere poca inversion de capital y
Pérdida de diversas técnicas de mano de obra.
manejo a través del tiempo. v" Posible comercializacién a precios
Baja produccién y por tanto, bajos mayores que los productos de A.
ingresos. mellifera.

Falta de difusion y promocién de la v' Facilidad para trabajar con las

meliponicultura.

Contacto escaso entre productores
e investigadores para el estudio de
los productos resultantes.

abejas, dada su docilidad y su
carencia de aguijon.
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Es importante destacar que de todas las especies de abejas sin aguijon existentes
en México, solo una sigue utilizandose actualmente para su cultivo y manejo en
huertos y solares: Melipona beecheii, cuyo nombre en maya es Xunaan Kaab o
Colel Kab. Otras especies que, a pesar de considerarse menos productivas que M.
beecheii, igualmente se aprovechan son: Scaptotrigona mexicana, Nannotrigona
perilampoides, Scaptotrigona pectoralis y Tetragonisca angustula. Sin embargo, la
mayoria de ellas no son trasladadas a meliponarios para su cuidado y manejo
adecuado (Figura 7).

Figura 7. Especies de abejas meliponas en México. (A) Melipona beecheii; (B)
Scaptotrigona mexicana; (C) Scaptotrigona pectoralis; (D) Tetragonisca angustula; (E)
Nannotrigona perilampoides.

1.4. Miel de abejas meliponas

1.4.1. Usos y propiedades

La miel, especificamente la proveniente de abejas sin aguijén, es un
producto muy apreciado por sus usos medicinales mas que alimenticios. De
acuerdo con diversas fuentes, principalmente expertos locales, el producto puede
utilizarse para tratar multiples afecciones. Por ejemplo, en la medicina tradicional
maya se emplea para estimular la concepcion, acelerar el parto, como cicatrizante
al aplicarse sobre el cordon umbilical del recién nacido y como edulcorante para
las bebidas de atole de maiz que se dan a las mujeres después del parto.
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Otro uso importante esta descrito para el tratamiento del resfriado, tos, bronquitis y
otras enfermedades respiratorias en mezcla con diferentes plantas medicinales y
otros ingredientes, tales como jugo de limén, mezcal de agave, etanol y pulpa de
frutos de tecomate. También, se usa como antiséptico, aplicandose directamente
sobre las zonas infectadas, particularmente en los ojos y lesiones cutaneas. Un
uso menos difundido es como antiinflamatorio, para tratar la fatiga muscular y
esguinces, aplicandose via toépica en las partes afectadas (Quezada-Euan, 2018;
Reyes-Gonzalez et al., 2014).

1.4.2. Composicion y propiedades fisicoquimicas

En comparacion con la miel de A. mellifera, las propiedades fisicoquimicas y
organolépticas de la miel de abeja melipona son distintas. La miel de melipona, en
general, se caracteriza por tener un sabor agridulce, una mayor fluidez debida a la
mayor humedad del producto y su cristalizacién lenta. La gama de colores que
puede presentar la miel de melipona no difiere demasiado con respecto a la miel
de melifera, ya que puede presentar coloraciones ambar claro, amarillo intenso y
hasta café oscuro.

De acuerdo con algunos estudios, la miel proveniente de abejas sin aguijon
presenta una alta conductividad, pH acido y alta acidez libre, alta higroscopicidad y
humedad y una menor actividad de diastasa. El perfil de carbohidratos, aunque
generalmente se muestra similar al de A. mellifera, a menudo suele ser mas bajo
en azucares reductores (Chuttong et al., 2016; Avila, 2018).

1.5. Calidad de la miel

El control de calidad es necesario para garantizar la presencia de los
diferentes componentes que le confieren a la miel sus diversas propiedades
terapéuticas y nutrimentales.

De acuerdo con el Codex Alimentarius (2001), para que una miel sea considerada
como tal, no debe afadirse ningun ingrediente alimentario, incluidos los aditivos, ni
se le hara ninguna otra adicion que no sea de otra miel; no debera tener ninguna
materia, sabor, aroma o mancha observable proveniente de materias extranas
durante su procesamiento y almacenamiento; no deberd haber comenzado a
fermentar ni a efervescer; no debe eliminarse el polen o algun otro constituyente
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particular, excepto cuando esto sea inevitable en la eliminacion de materia
inorganica u organica extrana; no se debera calentar ni procesar hasta el punto de
que se modifique su composicion esencial y/o se deteriore y no se utilizaran
tratamientos quimicos o bioquimicos que influyan en la cristalizacién de la miel.

La calidad de la miel se define evaluando los parametros fisicos, quimicos vy
bioquimicos mas significativos, los cuales se pueden clasificar basandose en su
contribucion a la calidad de la miel (Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacion de los parametros de calidad para la miel.
(Pita-Calvo et al., 2017)

Propiedad relacionada Parametro

Humedad

Preservacion pH

Acidez libre y acidez total

Diastasa

Frescura Invertasa

5-hidroxi-metil-furfural

Prolina

Madurez Humedad

Sucrosa

Contenido de cenizas

Humedad

Color

Conductividad eléctrica

Rotacién especifica

Origen botanico Fructosa/glucosa

Glucosa/humedad

pH

Acidez libre y acidez total

Prolina

Composiciéon de azlcares

Sucrosa

Perfil glucosa-fructosa-sucrosa

Prolina

5-hidroxi-metil-furfural

Fructosa/glucosa

Glucosa/humedad

Adulteracion

Cristalizacion

La Comision Internacional de la miel (International Honey Commission, IHC)
recomienda diferentes métodos para realizar el analisis de rutina y determinar los
parametros de calidad de las mieles. En el aino 2009, este organismo internacional
publicd una recopilacion denominada “Métodos Armonizados de la IHC”, que
incluye métodos analiticos antiguos y modernos que, de acuerdo con el estado
actual de conocimiento, se consideran suficientes para determinar la calidad de la
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miel. Todos estos métodos recopilados han sido producto de diversos estudios
colaborativos y en su mayoria se han publicado como métodos de referencia. Sin
embargo, existe una constante actualizacion de los mismos debido al continuo
desarrollo y mejoria de las técnicas instrumentales con el paso del tiempo.

1.5.1. Calidad de la miel de abejas meliferas

En México, la normatividad (Norma Mexicana NMX-F-036-981, Miel de abeja.
Especificaciones; Norma Oficial Mexicana NOM-004-SAG/GAN-2018, Produccion
de miel y especificaciones) establece como criterios de calidad de la miel los
limites de ciertos parametros fisicoquimicos, que se resumen en el Cuadro 5. Del
mismo modo, se incluyen especificaciones para las propiedades sensoriales
(Cuadro 6) y, en concordancia con la normatividad europea, los limites de
contaminantes permitidos para evitar riesgos sanitarios, (Cuadro 7).

Cuadro 5. Especificaciones fisicoquimicas y microbiolégicas de la miel de abeja melifera.

Especificaciones % Minimo | % Maximo
Fisicoquimicas Unidades: g/100g
Azucares reductores 63.88 -
% Sacarosa - 5.00
% Glucosa - 38.00
Humedad - 20.00
Solidos insolubles en agua - 0.30
Cenizas - 0.60
Acidez (mEq de acido citrico/kg) - 40.00
Hidroximetilfurfural (mg/kg) (mas de 6 meses) - 80.00
Hidroximetilfurfural (mg/kg) (menos de 6 meses) - 40.00
indice de diastasa - 8.00
Microbiologicas Unidades: UFC/g
Cuenta bacteriana total - 1000
Hongos - 100
Levaduras - 100
Cuadro 6. Especificaciones sensoriales de la miel de abeja melifera.
Propiedad Descripcién
Color Propio caracteristico derivado de la vegetacion de origen, variable desde
un tono blanco agua al ambar oscuro.
Olor Propio caracteristico derivado de la vegetacion de origen.
Sabor Propio caracteristico derivado de la vegetacion de origen.
Consistencia | Fluida, viscosa, total o parcialmente cristalizada.
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Cuadro 7. Limites permisibles de contaminantes en miel de abeja

melifera.
Sustancia | Limite de tolerancia (ppm)
Medicamentos/antibiéticos
Dibromobenzofenol 0.1
Flumetrina 0.005
Fluvalinato 0.05
Estreptomicina 0.02
Sulfonamidas 0.05
Tetraciclina 0.02
Timol 0.8
Pesticidas
Amitraz 0.2
Bromopropilato 0.1
Cimiazol 0.5
Cipermetrina 0.5
Otras sustancias
1,4-diclorobenzol | 0.01

1.5.2. Calidad de la miel de abejas meliponas

A pesar de la existencia de las normas de calidad establecidas a nivel
nacional e internacional para la miel proveniente de A. mellifera, diversos estudios
han demostrado que la miel de abeja sin aguijon no cumple con estas
especificaciones de calidad (Chuttong et al., 2016; Biluca et al., 2016; Vit et al.,
2004). De hecho, existen diferencias notorias en los parametros de calidad entre
mieles de la misma naturaleza provenientes de areas geograficas distintas.

Dado que existe informacion limitada con respecto a la composicion y las
propiedades fisicoquimicas de la miel proveniente de abejas sin aguijon, ésta no
se encuentra regulada por las autoridades correspondientes para el control de
alimentos y, en consecuencia, se dificulta la deteccion de adulteraciones en los
productos al alcance del consumidor. Por esta razon, es necesaria la creacion de
estandares armonizados a nivel internacional que sean aplicables para este
producto.

Existen numerosos estudios que pretenden homogeneizar los limites de los
parametros medidos en mieles de diferentes géneros de abejas meliponas, sin
lograr aun el objetivo principal. De acuerdo con todos los resultados disponibles
hasta el afio 2017, se han propuesto los estandares de calidad aplicables a mieles
de diferentes paises, como Malasia, Guatemala, México y Venezuela; dichos
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resultados permitieron establecer que los estandares propuestos por la IHC no son
adecuados para determinar la calidad de la miel de las abejas meliponas (Cuadro
8).

Dado que la determinacion de los parametros de calidad también podria ser de
gran utilidad en los estudios relacionados con el origen floral y geografico de las
mieles (melisopalinologia), es de suma importancia el establecimiento de una
regulacion eficiente.

Cuadro 8. Estandares de calidad para la miel de abeja melipona vs miel producida por A.
mellifera (Nordin et al., 2018).

Estandares [HC Estandares para Esténdart_—zs de
Parametro (A. mellifera) Guatemal*a, México y Malasia
' Venezuela (melipona) (melipona)

;/‘; Humedad (g/100 Max. 20 Max. 30 Max. 35
% Fructosa + ; . .
Glucosa (g/100 g) Min. 60 Min. 50 Max. 85
Sucrosa (g/100 g) Max. 5 Max. 6 Max. 7.5
Maltosa (g/100 g) No aplica No aplica Max. 9.5
?rﬁ'gg/ﬁ gzrge) Max. 50 Max. 85 No aplica
Contenido de . . .
cenizas (g/100 g) Max. 0.5 Max. 0.5 Max. 1.0
HMF (mg/kg) Max. 40 Max.40 Max. 30
Diastasa (actividad) Min. 8 Min. 3 No aplica
pH No aplica No aplica 25-3.8
Presencia de
compuestos No aplica No aplica Presente
fendlicos de plantas
Vit, et al., 2004.

1.6. Métodos quimiométricos

La quimica analitica tiene una estrecha relacion con la estadistica, debido a
que esta es una de sus principales herramientas auxiliares en la identificacion y
cuantificacion de los analitos. Esta relacién ha dado lugar al desarrollo de la
quimiometria, que se define como la disciplina que describe los enfoques
estadisticos y matematicos utilizados para optimizar el disefio de experimentos y
extraer informacién util de conjuntos de datos grandes y complejos (Varmuza &
Filzmoser, 2009). Actualmente, esta disciplina ha ganado importancia debido a la
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gran cantidad de informacion que es posible obtener mediante los distintos
equipos instrumentales. De este modo, la quimiometria ha permitido encaminar la
quimica analitica hacia diferentes areas de investigacion basadas en tres aspectos
fundamentales:

1) Disefio de experimentos. Consiste en encontrar condiciones para realizar un
analisis quimico de forma 6ptima, con el fin de obtener la mejor respuesta posible
y, en consecuencia, un aumento de la sensibilidad y disminucion del limite de
deteccion. Idealmente, las condiciones de trabajo 6ptimas deberian obtenerse de
manera confiable y con el minimo esfuerzo.

2) Analisis descriptivo. Este aspecto consiste en la elaboracion de modelos
matematicos con base en las propiedades de un sistema quimico, con la finalidad
de comprender posibles relaciones entre ellas que no sean faciimente
perceptibles. El resultado de estos modelos es una capacidad de discriminar
diferentes muestras y asignarlas por grupos, lo cual representa una solucién a los
denominados “problemas de clasificacion”.

3) Estudios predictivos. Este aspecto involucra la obtencion de modelos
matematicos para las propiedades de un sistema que permitan predecir el
comportamiento de una muestra cualquiera en situaciones nuevas, sin necesidad
de medir directamente los valores de dichas propiedades.

Es importante destacar que las aplicaciones de los métodos quimiométricos son
diversas debido a la variedad de métodos instrumentales con los cuales se
pueden obtener datos relacionados con las propiedades de los sistemas quimicos.
Algunos problemas que pueden manejarse con éxito mediante estos métodos son:

e Determinacion de la concentracion de un compuesto de interés en una
mezcla compleja (habitualmente a partir de datos de espectroscopia
infrarroja).

e Clasificacion del origen de las muestras (a partir de datos quimicos
analiticos o espectroscopicos).

e Prediccion de una propiedad o actividad especifica de un compuesto
quimico (a partir de datos relativos a la estructura molecular).

e Reconocimiento de presencia o ausencia de subestructuras de un
compuesto organico novedoso (a partir de datos espectroscopicos).

De acuerdo con Bona et al. (2018), para realizar la seleccién adecuada de un
método quimiomeétrico que permita extraer satisfactoriamente la informacion de un
conjunto de datos, es necesario conocer primero la dimensionalidad de los datos
para clasificarlos en orden cero, primero, segundo u orden superior:
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Datos de orden cero. Se obtienen cuando se obtiene un valor escalar unico, es
decir, un solo resultado experimental para una muestra (por ejemplo, un valor de
pH o humedad). Posteriormente, este valor escalar se obtiene para cada muestra
en datos de orden cero, que también se denominan “univariados”.

Datos de primer orden. Se obtienen generando un vector para cada muestra (por
ejemplo, un espectro) y estos datos se denominan “multivariantes”.

Datos de segundo orden. Se obtiene una matriz de resultados experimentales
para cada muestra (por ejemplo, un cromatograma con deteccién por matriz de
diodos).

Datos de orden superior. Se obtiene un tensor de resultados experimentales para
cada muestra (por ejemplo, una cromatografia bidimensional acoplada a
espectrometria de masas).

Los datos de primer orden son los que se generan con una mayor frecuencia para
el desarrollo de experimentos. Los principales métodos quimiométricos empleados
para problemas de caracter lineal aplicados al analisis exploratorio, clasificacion y
calibracion son: analisis de componentes principales (PCA), minimos cuadrados
parciales con analisis discriminante (PLS-DA) y regresion de minimos cuadrados
parciales (PLSR), respectivamente. Los métodos quimiométricos que se aplican
para problemas no lineales son los mapas autoorganizados (SOM), la clasificacién
de vectores de soporte (SVC) y la regresion de vectores de soporte (SVR).

1.6.1. Estado actual de la quimiometria aplicada en el campo de las mieles

Es de suma importancia recordar que tanto los compuestos quimicos como
las reacciones, muestras y los procesos tecnologicos son de naturaleza
multivariante, por lo tanto, para una buena caracterizacion, se requiere considerar
un gran numero de variables. El andlisis de datos multivariados considera muchas
variables; con este analisis frecuentemente se obtiene una mayor calidad en la
evaluacion de datos (Varmuza & Filzmoser, 2009). Actualmente, el uso de
técnicas que involucran este tipo de analisis de datos ha destacado debido al éxito
empirico que presentan dichos métodos en la discriminacion y autenticacion de
alimentos y otros productos, tales como el arroz, bebidas alcohdlicas, dulces, café,
jugos, frutas y drogas ilicitas, entre otros. Asi, para solucionar los problemas en las
mieles como la determinacion de su origen botanico, la verificacion de su
autenticidad y la identificacién de adulteraciones del producto, se ha planteado el
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uso de analisis de datos multivariados en conjunto con técnicas de extraccion de
datos y algoritmos de aprendizaje automatico.

Diversos estudios han demostrado que los datos mas utilizados para determinar el
origen de la miel son aquellos obtenidos a partir de métodos de espectroscopicos,
como Raman, espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (TF-IR),
espectroscopia de infrarrojo cercano (IR) y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN). Del mismo modo, los parametros fisicoquimicos son
variables descriptivas muy populares, especialmente la humedad, la actividad de
agua, el pH, el color y la conductividad eléctrica. Entre las técnicas mas utilizadas
para la clasificacion y exploraciéon de datos se encuentran: el analisis de
componentes principales, el analisis discriminante y el analisis de conglomerados;
también, se han aplicado con éxito las combinaciones de técnicas para determinar
los origenes de la miel, como es el caso de la PCA-DA.

Un enfoque comun de los métodos quimiométricos es utilizar cada técnica de
analisis como complemento de otra, debido a que cada técnica tiene sus propias
fortalezas y debilidades para cumplir el objetivo de descubrir y clasificar patrones
en los datos. Gracias a los grandes avances tecnoldgicos para la recopilacion,
almacenamiento y procesamiento de datos, las bases de datos de alimentos
(incluyendo a la miel) se han enriquecido de manera gradual incorporando
variables mas complejas, por lo que algunos recursos como los algoritmos de
aprendizaje automatico han comenzado a ganar popularidad para su utilizacion en
conjunto con las técnicas tradicionales de analisis de datos multivariados (Maione
et al., 2019).
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2. HIPOTESIS

El analisis de diferentes mieles mexicanas producidas por abejas meliponas
mediante técnicas quimiométricas, basadas en la determinacion de sus
propiedades fisicoquimicas, permitira clasificar las mieles de acuerdo con su
origen geografico y botanico.

3. JUSTIFICACION

Los paises europeos son los principales consumidores de miel; para su
comercializacion, las mieles deben cumplir con la normatividad establecida por los
distintos organismos internacionales. No obstante, la buena calidad en sabor y
aroma de las mieles mexicanas, su valor agregado es bajo debido a que los
productores mexicanos comercializan su producto a granel sin establecer la
denominacion de origen geografico y botanico. Este requisito se cumpliria si se
lograra establecer una certificacion del origen a través de métodos de tipificaciéon
como el analisis palinoldgico, analisis sensorial, analisis fisicoquimico y aplicacién
de métodos instrumentales modernos (IR, RMN, etc.) en conjunto con la
quimiometria para la interpretacion de los datos obtenidos.

Desde el punto de vista industrial, el analisis de la miel involucra la correlacion de
sus constituyentes quimicos con sus propiedades fisicoquimicas, mismos que
tienen influencia en su almacenamiento, textura, sabor y calidad nutritiva. Los
criterios de calidad establecidos por la IHC incluyen parametros como el contenido
de humedad, conductividad eléctrica, contenido de azucares reductores, contenido
de sacarosa, cantidad de minerales, acidez y contenido de 5-hidroxi-metil-furfural
(HMF), ademas de limites enzimaticos. La determinacion de estos parametros es
especialmente util para establecer el cumplimiento de las especificaciones para
tener la calidad deseada. Cabe mencionar que en México existen diferentes
especies de abejas sin aguijon que se crian de manera tradicional en diversas
comunidades indigenas y producen mieles con diferentes usos medicinales. Un
ejemplo de estas abejas son las pertenecientes al género Scaptotrigona, cuya miel
es apreciada por sus propiedades terapéuticas que, sin embargo, no han sido
exploradas a profundidad.

Con base en lo antes expuesto, resulta evidente que en México se han realizado
pocos estudios conducentes a clasificar y determinar las propiedades de las
mieles que se producen, especialmente de aquellas provenientes de abejas sin
aguijon.
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4. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es establecer un método que permita
correlacionar las propiedades fisicas y quimicas con el origen botanico mediante la
generacion de un modelo estadistico (quimiometria).

Para el cumplimiento de este objetivo general, se plantearon los siguientes
objetivos particulares:

1. Determinar el contenido de azucares reductores directos mediante el
método volumétrico descrito por Lane y Eynon.

2. Estimar el contenido de humedad mediante la determinacion del indice
de refraccion.

3. Valorar la acidez total de las mieles mediante un analisis volumétrico en
pequena escala.

4. Determinar la coloracion de la miel empleando para ello la escala Pfund.

5. Generar un modelo estadistico que describa y/o correlacione la
variacion entre los parametros de calidad y el origen de las mieles.

6. Demostrar la adecuabilidad del modelo estadistico estableciendo una
relacion orden-categoria entre los parametros de calidad predichos por
el modelo y los valores experimentales obtenidos con muestras
adicionales de miel.

7. Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar al 5-hidroxi-
metil-furfural (HMF) en las diversas muestras de miel.

24



5. PARTE EXPERIMENTAL

Se realizd la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de 54
muestras de miel de abejas meliponas y 4 muestras de miel de abejas meliferas,
provenientes de diferentes regiones de los estados de Veracruz, Puebla, Oaxaca y
Michoacan. Para ello, se aplicaron los métodos de analisis descritos por la Norma
Mexicana NMX-F-036-981 y la Directiva 2014/63/UE del Parlamento Europeo y del
Consejo, asi como los descritos en las guias de la IHC.

Previo al analisis se revis6 la homogeneidad de cada muestra; aquellas que
presentaron granulos se calentaron en un bafio maria a una temperatura de 50 °C
durante aproximadamente 30 min, con la finalidad de obtener muestras cristalinas
y homogéneas. Este procedimiento se omitié para la determinacion de HMF.

5.1. Determinacién del contenido de humedad

Esta determinacion se realizé empleando un refractémetro de Abbe ATAGO®
NAR-1T LIQUID acoplado a un bafio de circulacién Thermo Scientific® NESLAB
RTE-7, ajustado a una temperatura de 20 °C. El refractometro se calibro
empleando agua destilada como blanco (su indice de refraccion a 20 °C tiene un
valor de 1.3330, o bien, 0.0 °Brix).

En primer lugar, se aseguré la limpieza y sequedad del prisma antes de colocar la
muestra. Previa homogeneizaciéon de la muestra, se colocd una gota sobre la
superficie del prisma para formar una pelicula delgada. Antes de tomar la lectura
se verificd la distribucién uniforme de la muestra. El indice de refraccion y los
grados Brix se registraron mediante el ajuste de las escalas que contiene el
refractometro. La determinacion para cada muestra se realizé por quintuplicado,
limpiando minuciosamente el prisma entre cada lectura. Para la expresion de los
resultados obtenidos se calculé el porcentaje de humedad de acuerdo con la
ecuaciéon de Wedmore. El resultado final se expresoé con una cifra decimal.
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5.2. Determinacién colorimétrica

Para esta determinacion se empleé un colorimetro para mieles marca
HANNA® HI96785 y celdas de plastico de 1 cm x 4.5 cm x 1 cm. El colorimetro se
calibré6 empleando glicerol como blanco de ajuste.

La muestra cristalina previamente homogeneizada se colocé cuidadosamente
dentro de la celda; cada celda se llené hasta tres cuartas partes de su capacidad
evitando la formacién de burbujas en las paredes de la misma. Posteriormente, se
introdujo la celda en el equipo y se leyo el resultado obtenido en mm; esta
medicion se realizd una sola vez para cada muestra.

Para la expresion de los resultados, se comparé el valor de mm obtenido con la
escala Pfund disponible en diversas fuentes bibliograficas. El resultado final se
expreso6 describiendo el color correspondiente.

5.3. Determinacién de la acidez libre

Esta determinacidon se realizé mediante un analisis volumétrico. Para este
propésito se prepararon dos soluciones volumétricas (SV) de acuerdo con el
procedimiento descrito en la edicidn vigente de la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos.

SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.1 N

En un matraz volumétrico de 1000 mL, se depositaron 200 mL de agua y se
agregaron lentamente 8.5 mL de acido clorhidrico. El matraz se enfrio a
temperatura ambiente y se llevé a volumen con agua. La solucion se valoré de
acuerdo con el siguiente procedimiento: 100 mg de carbonato de sodio anhidro
(previamente seco a 207 °C durante 1 h) se disolvieron en 20 mL de agua hasta
disolucion completa. Enseguida, se agregé 0.1 mL de Sl de anaranjado de metilo y
se tituld con la solucion de acido clorhidrico hasta obtener un vire a amarillo rojizo.

Una vez observado el cambio en la coloracién de la solucion, ésta se calent6 a
ebullicion durante 2 min. Enseguida se enfrié. La titulacion se suspendié cuando la
coloracion amarillo rojizo no desaparecia después del calentamiento. Con los
resultados obtenidos, se calcul6 la normalidad considerando que cada mililitro de
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SV de acido clorhidrico 0.1 N 0 0.1 M es equivalente a 5.3 mg de Na,CO3 anhidro.
Para esta determinacion se realizaron tres réplicas simultaneas.

SV DE HIDROXIDO DE SODIO 0.1 N

En un matraz volumétrico de 1000 mL se disolvieron 4.2 g de NaOH en agua libre
de diéxido de carbono (hervida). Esta solucién fue valorada, antes de su uso,
titulando 20 mL de la solucién SV de HCI 0.1 N y utilizando fenolftaleina como
indicador. Con los datos generados se determiné la normalidad de la solucion de
NaOH. Esta solucion se emple6é como titulante.

Una vez preparada la solucién titulante se determind la acidez en las muestras
mediante dos metodologias: una convencional y otra en pequefa escala.

5.3.1. Método convencional

Esta metodologia se aplicd para mieles con cantidades de muestra mayores
aldagq.

5 g de muestra disueltos en 75 mL de agua destilada libre de didoxido de carbono
(recién hervida y fria) se valoraron con SV de NaOH 0.1 N utilizando 3 gotas de
fenolftaleina como indicador. El punto final de la titulacién se observé hasta un vire
levemente rosaceo del indicador. El analisis se realizd por triplicado y los
resultados se expresan en unidades de mEqg/kg; en todos los casos se calculo el
CV para cada determinacion.

5.3.2. Método en pequefia escala

Esta metodologia se aplicé para mieles con cantidades de muestra menores
ai15g.

Para este método se utilizé6 1 g de miel. La muestra se analizé de acuerdo con el
procedimiento descrito en el apartado 5.3.1.

27



5.4. Determinacién del contenido de azlicares reductores

Esta determinacion se realizé mediante analisis volumétrico.

Para este procedimiento se prepararon los reactivos de Fehling A y B, una
solucion patron de azucar invertido y una solucion de crema de alumina.

— Reactivo de Fehling A: en un matraz volumétrico de 1000 mL se disolvieron
69.28 g de sulfato de cobre pentahidratado con agua destilada. La solucién
debe almacenarse durante 24 h antes de la titulacion.

— Reactivo de Fehling B: en un vaso de precipitado de 1000 mL se disolvieron
346 g de tartrato de sodio y potasio y 100 g de NaOH con agua destilada;
una vez fria la solucion y se trasvasdé cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 1000 mL y se llevé a volumen con agua destilada.

— Solucién patrén de azucar invertido (10 g/L): para preparar esta solucion se
9.5 g de sacarosa pura (pesada con exactitud) y 5.0 mL de HCI puro (36.5%
p/p, aproximadamente) y se disolvieron con aproximadamente 100 mL de
agua destilada. La solucion resultante se transfirié a un matraz volumétrico
de 1000 mL y se conservd en reposo a temperatura ambiente durante 3
dias. Una vez terminado este periodo de reposo, se llevd a volumen con
agua destilada.

— Crema de alumina: para este reactivo se preparé una solucion saturada de
sulfato de aluminio y potasio dodecahidratado en agua y se afadio
hidroxido de amonio, poco a poco, con agitacion constante, hasta obtener
una solucion alcalina (el pH aproximado se verific6 empleando tiras
reactivas). Una vez que el precipitado generado sedimentd, se realizaron
lavados por decantaciéon con agua, hasta que el agua procedente de los
lavados mostré solo ligeros indicios de sulfato al ser tratada con una
solucién de cloruro de bario al 12%. Se retiré el agua sobrante y la crema
resultante se conservé en un contenedor hasta el dia de uso.

Una vez preparada la solucién patron de azucar invertido, se tomé una alicuota de
aproximadamente 200 mL para su neutralizacién. Para ello, se agregaron 3 gotas
de fenolftaleina como indicador y poco a poco se adicion6 NaOH 1 N, hasta
obtenerse un vire del indicador de incoloro a levemente rosaceo. La solucion
neutra se coloco en una bureta de 50 mL para utilizarse como titulante.

Posteriormente, se realizé la normalizacion de los reactivos de Fehling y la
solucion patrén de azucar invertido. Para este propdsito, en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL provisto con un agitador magnético y cuerpos de ebullicion se
adicionaron 5 mL de reactivo de Fehling A, 5 mL de reactivo de Fehling B y 50 mL
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de agua destilada a ebullicion. El matraz se colocé sobre una parrilla caliente, con
agitacion constante y se adicionaron 0.5 mL de la solucion titulante. La solucion
resultante se calent6é a ebullicion. Se adicionaron 5 gotas de azul de metileno al
0.2% al inicio de la ebullicion y la titulacion se continud, procurando que la
reaccion se llevara a cabo en un tiempo no mayor a 3 min. El punto final de la
valoracion se observo cuando el indicador cambié de azul intenso a incoloro, con
la aparicion de un precipitado rojizo. Este analisis se realizé por triplicado y en
cada muestra se determiné el CV.

Con los resultados obtenidos se estim6 el Factor Fehling, dato requerido en el
algoritmo de calculo para las determinaciones de contenido de azucares
reductores en muestras de miel.

Debido a que la cantidad de muestra disponible para una gran parte de las
muestras analizadas era pequeia, las determinaciones de azucares reductores se
realizaron mediante dos metodologias en pequeina escala. Dicho escalamiento se
plante6 de tal manera que ambas metodologias presentaran una equivalencia con
la metodologia convencional descrita en la Norma Mexicana NMX-F-036-981.

5.4.1. Método en pequefia escala para muestras con posible sedimentacién

Este procedimiento se aplicé para las mieles cuyo aspecto no era totalmente
cristalino. En un matraz volumétrico de 20 mL se pesaron 5 g de muestra y se
disolvieron con un poco de agua. Antes de completar el volumen con agua
destilada la solucion se traté con 5 mL de crema de alumina. La solucion
resultante se filtré por gravedad a través de un disco de papel filtro. De la solucién
filtrada se tomd una alicuota de 5 mL y se diluyé con agua destilada hasta obtener
250 mL. La solucion final se colocd en una bureta de 50 mL para ser utilizada
como titulante.

Las valoraciones se realizaron de acuerdo con el siguiente procedimiento: en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL provisto con un agitador magnético y cuerpos de
ebullicion se adicionaron 5 mL de reactivo de Fehling A, 5 mL de reactivo de
Fehling B y 50 mL de agua destilada a ebullicion. El matraz se coloco sobre una
parrilla caliente, con agitacion constante y se adicionaron 0.5 mL de la solucién
contenida en la bureta. De nueva cuenta, la solucion resultante se calentdé a
ebullicién y se adicionaron 5 gotas de azul de metileno al 0.2% al inicio de la
ebullicion; la titulacion se continud, procurando que la reaccion se llevara a cabo
en un tiempo no mayor a 3 min. El punto final de la valoracion se observé cuando
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el indicador cambidé de azul intenso a incoloro, con la aparicidon de un precipitado
rojizo. Este analisis se realizé por triplicado.

Con los resultados obtenidos, se calculé el porcentaje de azucares reductores
directos (%ARD) y se estimo el CV para cada muestra analizada.

5.4.2. Método en pequefia escala para muestras sin sedimentacion

Este procedimiento se aplicd para las mieles cuyo aspecto era totalmente
cristalino. En un matraz volumétrico de 100 mL se pesd 1 g de muestra, que se
disolvié con un poco de agua y enseguida se llevo a volumen con agua destilada.
La solucion resultante se filtré por gravedad, a través de un disco de papel filtro.
Esta solucién se colocé en una bureta de 50 mL para ser utilizada como titulante.

El procedimiento de valoracidn y la expresion de los resultados finales se
realizaron bajo las condiciones descritas en el apartado 5.4.1.

5.5. Determinacién de Hidroximetilfurfural

La determinacion del contenido de HMF se realiz6 por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia, en armonia con los métodos publicados por la IHC.

Preparacion de muestra

En un matraz volumétrico de 5 mL se pesaron 200 mg de muestra y se disolvieron
con un poco de agua Milli-Q® previamente filtrada; enseguida, se llevaron a
volumen con agua. La solucion se filtré a través de un acrodisco de 0.45 um. La
solucidn filtrada se coloco en un vial de vidrio para su posterior inyeccion.

Preparacion de solucion stock de estandar (400 pg/mL) y soluciones estandar
diluidas (40 gg/mLy 20 gg/mL).

10 mg de un estandar de HMF (Sigma-Aldrich), se disolvieron en 25 mL de agua
Milli-Q® previamente filtrada. A partir de esta solucién stock (400 pg/mL) se
prepararon dos diluciones.

30



En un matraz volumétrico de 5 mL se transfiri6 una alicuota de 0.5 mL de la
solucion stock y se llevd a volumen con agua Milli-Q® previamente filtrada, para
obtener una concentracion de 40ug/mL. 2.5 mL de esta solucion se transfirieron a
un matraz volumétrico de 5 mL y se llevo a volumen con agua Milli-Q®
previamente filtrada; la concentracion nominal de esta solucién es de 20 pg/mL.
Ambas soluciones se filtraron a través de un acrodisco de 0.45 um y se colocaron
en viales de vidrio para su posterior inyeccién (Figura 8).

Los perfiles cromatograficos se obtuvieron empleando un sistema de HPLC en
fase reversa marca SHIMADZU (Analytical and Measuring Instruments Division,
Kyoto, Japdn), equipado con un detector UV-visible dual SPD-10A; inyector
automatico SIL-10AD (VP); bomba LC-10AT (VP); horno para columna CTO-10A;
desgasificador DGU 14A y un sistema de control SCL-10A (VP), acoplado a un
equipo de cémputo. El volumen de inyeccion para cada muestra fue de 30 uL y la
elucion se realizo sobre una columna Purospher® STAR RP-18 endcapped Hibar®
RT (5 um; 150 x 4.6 mm; No. de columna 829989, Merck KGaA); se emple6 una
fase movil binaria: acido formico acuoso 1% (A) y MeOH (B), en una proporcion
90:10 (A:B), con un tiempo de corrida de 60 min, temperatura de columna de 35
°C y flujo de 0.3 mL/min; la deteccidn de compuestos se configuré para las
longitudes de onda de 254 y 284 nm. El control del equipo y procesamiento de los
datos se realizé con el programa LabSolution/LCSolutions (SHIMADZU).
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Figura 8. Cromatogramas generados, estandares de HMF: (A) 40 ug/mL; (B) 20 ug/mL.
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5.6. Andlisis estadistico

Con los resultados obtenidos se realizdé un analisis multivariado y un analisis
de componentes principales (PCA). Para ello, se utilizé el software estadistico
Statgraphics Centurion 18, version 18.1.12.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evaluaron cuatro parametros de calidad de 58
muestras de miel de origenes diferentes de acuerdo con las metodologias
descritas en el apartado 5.

6.1. Determinacién de humedad

El indice de refraccion de una sustancia es la relacion que existe entre la
velocidad de la luz en el aire y en la sustancia que se analiza. Se define también
como la relacion entre el seno del angulo de incidencia de un haz de luz en el aire,
y el seno del angulo de dicho haz refractado en la sustancia en analisis. Antes de
realizar las determinaciones se verificd el refractometro de Abbe, con agua, a 20
°C. Las lecturas de cada muestra de (valores de indice de refraccion y °Brix) se
resumen en el Cuadro 9.

Los valores experimentales de indice de refraccion para las mieles no se
compararon de manera directa con las tablas existentes en la literatura debido a
que no presentan una coincidencia exacta con los valores teéricos. De esta forma,
para la expresion de los resultados en porcentaje de humedad, se utilizé la
ecuacion descrita por Wedmore (Sesta y Lusco, 2008):

-0.2681-log(nD-1)
0.002243

Los resultados experimentales obtenidos permiten estimar que el rango en
porcentaje de humedad de las muestras oscila entre un 15.8% y un 32.1%. La
distribucion de los valores, en 10 clases, permite establecer que 47 muestras
contienen entre un 24.0% y un 28.0% de humedad; 6 muestras se encuentran por
debajo de dicho intervalo y 5 contienen mas del 28.0% de humedad (Cuadro 10,
Figura 9). En un estudio realizado por Nordin et al. (2018), con mieles
provenientes de abejas meliponas se determiné que el contenido de humedad
para este tipo de miel debe ser inferior al 35%. Este hallazgo se encuentra en
armonia con la mayoria de los valores experimentales obtenidos para las
muestras analizadas durante este trabajo. Por otra parte, la especificacion
establecida por la IHC para las mieles provenientes de abejas meliferas
corresponde con un limite de 20% de humedad. Asi, las muestras S40-S43, cuyo
origen es melifero, cumplen de manera satisfactoria con el limite establecido. En
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consecuencia, el porcentaje de humedad entre estos dos tipos de miel es
significativamente diferente.

Cuadro 9. Determinacién del porcentaje de humedad en mieles mexicanas.

Cédigo de
muestra

Cédigo de

nD |°Brix | %Humedad nD |°Brix | %Humedad
muestra

1.470| 72.0 26.7 1.474| 73.5 25.0
1.475| 73.9 24.7 1.459| 67.5 31.2
1472|725 25.8 1.473| 73.0 254
1471|723 26.2 1472|725 25.8
1.470| 72.0 26.7 1.474| 73.3 25.2
1472|725 25.8 1.469| 71.5 271
1.475| 74.0 24.6 1.471|72.3 26.3
1.460| 67.3 30.8 1.473| 73.0 25.4
1.474| 73.5 25.0 1472|725 26.0
1469 71.5 271 1.467| 70.5 28.1
1472|725 25.9 1.475| 74.0 24.6
1471|723 26.3 1.468| 71.0 27.5
1472|725 25.8 1.475| 73.8 24.8
1.473| 73.0 254 1.475| 74.0 24.6
1472|725 25.9 1.475| 74.0 24.6
1472|725 25.9 1471|723 26.3
1477|745 23.9 1.473|73.0 254
1471|723 26.3 1.476| 74.0 24.4
1469 71.5 271 1.473|73.0 254
1472|728 25.8 1.478| 75.0 23.4
1.473| 73.0 254 1.473|73.0 254
1474|734 25.1 1.473| 73.0 25.4
1472|725 25.8 1.472|72.9 25.7
1476 | 74.3 24.2 1.466| 70.3 28.3
1.476| 74.0 24 .4 S40 1.495| 81.5 16.6
1472|725 25.8 S41 1.497| 824 15.8
1.473| 73.0 254 S42 1.491| 79.8 18.2
1472|725 26.0 S43 1.489| 79.5 19.0
1.457 | 66.5 32.1 * Proporcionado por los productores,
1472|725 26.0 correspondiente al origen de las muestras.
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Cabe destacar que la importancia de determinar el contenido de humedad en las
mieles, como parametro de calidad, reside esencialmente en el hecho de que la
humedad es un factor determinante en el proceso de almacenamiento. Entre mas
elevado sea el contenido de humedad mayor es la probabilidad de deterioro del
producto y, en consecuencia, se observa una fermentacidon causada por
levaduras. Por lo tanto, la IHC propone que los valores de humedad bajos (por
ejemplo, de aproximadamente 19.0%) aseguran una mejor vida de anaquel para
las mieles comerciales.

Por otro lado, el rango en los valores de °Brix fue de 66.5 a 82.4. Al distribuir el
total de los valores, en 10 clases, se observo que 48 muestras presentan valores
entre 71.0 y 75.0; 6 muestras se encuentran por debajo de este intervalo y las 4
ultimas rebasan este intervalo (Cuadro 11, Figura 10). Los °Brix se emplean
comunmente como una medida de la cantidad de sdélidos solubles en una muestra.
En el caso de las mieles los solidos solubles son principalmente los carbohidratos,
seguidos por las proteinas, los lipidos y los minerales y los acidos organicos, en
cantidades menores. Asi, la lectura de °Brix proporcionaria una medida
aproximada del porcentaje de azucares presentes en una muestra de miel,
considerando, para ello, que 1 °Brix = 1 g de sacarosa por cada 100 g de solucion.
Sin embargo, esta medida no puede considerarse definitiva debido a que la
sacarosa no es el unico carbohidrato presente en la miel. Por este motivo, en el
presente trabajo se realizé un analisis especifico (determinacién de azucares
reductores) para estimar este parametro de calidad.

Cuadro 10. Frecuencia de valores para

; Cuadro 11. Frecuencia de valores para
%Humedad en muestras de mieles P

°Brix en muestras de mieles mexicanas.

mexicanas.

- Clase Intervalo Frecuencia
Clase Intervalo Frecuencia

1 65.0 - 67.0 1
1 14.0 - 16.0 1

2 67.0 - 69.0 2
2 16.0 - 18.0 1

3 69.0-71.0 3
3 18.0 - 20.0 2
2 50.0 - 220 0 4 71.0-73.0 33
5 52 0_24.0 5 5 73.0-75.0 15
6 | 24.0-26.0 36 6 | 750-770 0

7 77.0-79.0 0
7 26.0 - 28.0 11

8 79.0-81.0 2
8 28.0 - 30.0 2

9 81.0 - 83.0 2
9 30.0 - 32.0 2 10 830 _85.0 5
10 32.0-34.0 1 : :
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6.2. Determinacién colorimétrica

El color es una caracteristica de la miel que depende de factores como el
origen botanico, la composicion del néctar, el proceso de obtencion, la
temperatura y tiempo de almacenamiento. Este parametro se considera de suma
importancia para la clasificacion y el establecimiento del valor comercial de la miel.
De acuerdo con estudios realizados por Delmoro et al. (2010), se ha encontrado
una correlaciéon entre el color y las propiedades organolépticas de la miel, por
ejemplo, entre mas oscura es la miel, mas fuerte se percibe el sabor. En
consecuencia, hay una mayor comercializacion de mieles de colores mas claros
que de mieles con colores mas oscuros.
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El color de las 58 muestras de miel determin6 en mm de acuerdo con la
metodologia descrita en el apartado 5.2. Los resultados obtenidos se compararon
con la escala Pfund para expresar los colores (Cuadro 12) de cada una de las
muestras de miel.

Cuadro 12. Determinacion colorimétrica de mieles mexicanas.

Codigode| mm Codigode| mm

muegstra Pfund el mugstra Pfund e
66 Ambar ligero 90 Ambar
64 Ambar ligero 85 Ambar ligero
76 Ambar ligero 74 Ambar ligero
67 Ambar ligero 61 Ambar ligero
84 Ambar ligero 66 Ambar ligero
59 Ambar ligero 79 Ambar ligero
64 Ambar ligero 98 Ambar
30 Blanco 60 Ambar ligero
70 Ambar ligero 71 Ambar ligero
92 Ambar 64 Ambar ligero
70 Ambar ligero 58 Ambar ligero
96 Ambar 63 Ambar ligero
87 Ambar 95 Ambar
52 Ambar ligero 66 Ambar ligero
70 Ambar ligero 86 Ambar
75 Ambar ligero 54 Ambar ligero
62 Ambar ligero 91 Ambar
37 Ambar extra ligero 89 Ambar
35 Ambar extra ligero 80 Ambar ligero
44 Ambar extra ligero 66 Ambar ligero
56 Ambar ligero 25 Blanco
71 Ambar ligero 86 Ambar
93 Ambar 89 Ambar
72 Ambar ligero 150 Ambar oscuro
62 Ambar ligero S40 11 Extra blanco
40 Ambar extra ligero s4a1 150 Ambar oscuro
53 Ambar ligero S42 63 Ambar ligero
57 Ambar ligero S43 82 Ambar ligero
94 Ambar
59 Ambar ligero
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Como se deduce de los resultados obtenidos, existe una variedad de colores entre
las muestras analizadas (Cuadro 13, Figura 11). Los colores predominantes fueron
el ambar ligero y el ambar (36 y 13 muestras, respectivamente). En el Cuadro 13
también, se observa que 7 muestras tienen un color mas claro y solo 2 presentan
una coloracién oscura. Sin embargo, en el caso de la muestra MC3, visualmente
no se aprecid una tonalidad oscura, a diferencia de la muestra S41 que si la
presentd. Considerando que el equipo empleado para determinar el color es un
fotdmetro que genera lecturas de transmitancia de luz, el valor en mm para la
muestra MC3 es atribuible a la cantidad de sodlidos presentes. Al ser menos
traslucida la muestra, permitira un menor paso de la luz y, por lo tanto, el
instrumento generara una lectura mas alta de mm Pfund y al compararse con la
tabla de valores expresada en la literatura, resulta en un color mas oscuro de la
muestra, aunque dicha coloracion no se aprecie visualmente.

frecuencia

Extra blanco  Blanco Ambar Ambar Ambar Ambar
extra ligero ligero ascuro
Color
Figura 11. Grafico de frecuencia de colores en muestras de mieles
mexicanas.

Cuadro 13. Frecuencia de colores
en muestras de mieles mexicanas.

Color Frecuencia
Extra blanco 1
Blanco 2
Ambar extra ligero 4
Ambar ligero 36
Ambar 13
Ambar oscuro 2
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6.3. Determinacién de la acidez libre

El nivel de acidez en las mieles es importante para determinar su estabilidad
ante los microorganismos. Ademas, se sabe que los acidos presentes en la miel
poseen un efecto destacado en el sabor y el aroma, por lo que se considera un
parametro para medir la frescura de la miel. Los valores superiores a los
establecidos en las especificaciones indican una mayor presencia de acido debida
principalmente a la fermentacién por desarrollo de microorganismos y/o a un
sobrecalentamiento durante el proceso de analisis.

Como se deduce del procedimiento experimental, la prueba requiere del empleo
de dos soluciones volumétricas: NaOH 0.1 N y HCI 0.1 N. y ambas deben
estandarizarse. Los resultados obtenidos durante la estandarizacién del NaOH 0.1
N y HCI 0.1 N se resumen en el Cuadro 14 y permiten concluir que las soluciones
cumplen con la especificacion para soluciones volumétricas, ya que el CV entre
las réplicas no es mayor a 0.2%.

El algoritmo de calculo empleado para estimar la acidez de las muestras fue el
siguiente:

gasto x N x 1000
masa de la muestra

= acidez libre (mEq/kg)

donde:

N = normalidad exacta de la solucién de NaOH
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Cuadro 14. Estandarizacion de las soluciones valoradas.

HCI 0.1 N
Volumen de HCI
Solucion MEEE! (:/?'{ANl%ZGC% © (mL) Normalidad
MM 36.5

101.2 18.9 0.10103
A 90.6 16.9 0.10116
110.5 20.6 0.10120
Promedio 0.1011

CVv 0.1
110.8 20.6 0.10148
B? 91.4 17.0 0.10144
100.4 18.6 0.10184
Promedio 0.1016

CVv 0.2
110.6 20.75 0.10057
c? 100.5 18.90 0.10033
90.5 17.00 0.10044
Promedio 0.1004

CVv 0.1

NaOH 0.1 N
Volumen de NaOH
Solucién Volumiln(r(:]el_;iCI o (mL) Normalidad
MM 40

10.0 20.1 0.10161
A 10.0 20.1 0.10161
10.0 20.1 0.10161
Promedio 0.1016

CcVv 0.0
10.0 19.9 0.10109
B? 10.0 19.9 0.10109
10.0 19.9 0.10109
Promedio 0.1011

CcVv 0.0
10.0 20.1 0.10090
c? 10.0 20.1 0.10090
10.0 20.1 0.10090
Promedio 0.1009

CcVv 0.0

'Solucién preparada para el analisis de las muestras S29-10, S30-8, S27-6, S31-5, S33-18, S34-

15, S20-7, S25-12, S23-11, S32-19, S21-13, S17-21, S28-9, S26-4, S19-20, S24-14, S18-3, S22-1

S40-S43.

Solucién preparada para el andlisis de las muestras H1-H33.
® Solucién preparada para el anélisis de las muestras MC1-MC3.
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6.3.1. Optimizaciéon del método

Tomando en cuenta la cantidad de muestra disponible el analisis se realizé
en dos partes. Para muestras 215 g (22), el analisis volumétrico se realizo
conforme al procedimiento indicado en el apartado 5.3.1. Debido a que las 36
muestras restantes presentaban una masa <15 g se decidi6 realizar una
optimizacion del meétodo indicado por la Norma Mexicana para dicha
determinacion. Esta optimizacion consistié en la reduccién de la masa de la
muestra y el consiguiente uso de una solucion de NaOH 0.025 N. Esta solucion se
preparo por dilucién a partir de una solucion valorada de concentracion 0.1 N.

LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar este parametro de calidad del método en menor escala se empled
una miel de prueba y se realizO una curva de linealidad con 5 niveles
experimentales (cantidades de muestra de 5.0, 4.0, 3.0, 2.0 y 1.0 g). Las
determinaciones se realizaron en 3 dias consecutivos (2 repeticiones por dia) para
una mayor aleatorizacion de los datos. El ajuste de los datos obtenidos (Cuadro
15, Figura 12) se realiz6 mediante un analisis de regresion lineal simple. Los
parametros estadisticos calculados se resumen en el Cuadro 16.

Como se deduce del analisis estadistico el valor del coeficiente de correlacion
sugiere una relacion lineal fuerte entre la cantidad de muestra y el volumen de
NaOH 0.025 N. El coeficiente de determinacién (r’) permite establecer que el
99.9927% de la variabilidad en la respuesta se encuentra explicada por el modelo
propuesto. Finalmente, en el Cuadro 17 se observa que el valor P en el Analisis de
varianza es menor que 0.05, por lo tanto, existe una relacion estadisticamente
significativa entre el gasto de NaOH 0.025 N y la masa de la muestra con un nivel
de confianza del 95%. Ademas, el intervalo calculado para la ordenada al origen
incluye el cero, mientras que el intervalo para la pendiente no esta incluido.
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Cuadro 15. Curva de linealidad para escalamiento del

método convencional.

Masa de la Vol. de NaOH Acidez cV
muestra (g) 0.025 N (mL) (mEqg/kg)
5.0629 7.58 37.5
5.0131 7.50 37.5
5.0198 7.52 37.6 0.2
5.0254 7.56 37.7 '
5.0666 7.60 37.6
5.0038 7.50 37.6
4.0577 6.06 37.4
4.0687 6.08 37.5
4.0646 6.08 37.5 01
4.0959 6.12 37.5 '
4.0701 6.08 37.5
4.0758 6.10 37.5
3.0697 4.58 37.4
3.0502 4.56 37.5
3.0101 4,54 37.8 06
3.0812 4.64 37.8 '
3.0660 4,58 37.4
3.0382 4.60 38.0
2.0084 3.00 37.4
2.0664 3.06 37.1
2.0017 2.98 37.3 03
2.0333 3.02 37.2 '
2.0225 3.00 37.2
2.0341 3.02 37.2
1.0449 1.56 37.4
1.0854 1.62 37.4
1.0116 1.52 37.7 0.2
1.0420 1.56 37.5 '
1.0432 1.56 37.5
1.0021 1.50 37.5
Promedio 37.5 0.5
S 0.1782316
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Figura 12. Curva de linealidad para el escalamiento del método convencional.

Cuadro 16. Parametros estadisticos del analisis de
regresion lineal simple.

Parametro Valor
Ordenada al origen (Bo) -0.012291
Pendiente de la recta (B+) 1.5005
Coeficiente de correlacion (r) 0.999963
Coeficiente de determinacion (r?) 0.999927

Cuadro 17. Andlisis de varianza de la regresion lineal simple.

Grados Suma de Promedio de Valor Valor-
de los F s
libertad cuadrados cuadrados critico de F P
Regresion 1 136.001526 136.001526 | 381023.703 | 1.9996E-59 | 0.000
Residuos 28 0.00999424 | 0.00035694
Total 29 136.01152
1 2 3 Inf. Sup. Inf. Sup.
= v 2 95% 95% | 95.0% | 95.0%
Intercepcion | 0.00817 | -1.50531 | 0.14344 | -0.02902 | 0.00443 | -0.02902 | 0.00443
Masade | 40543 | 617.27117 | 0.00000 | 1.49552 | 1.50548 | 1.49552 1.50548
muestra (g)

* Error tipico
? Estadistico t

° Probabilidad
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PRECISION DEL METODO

La precision de un método analitico expresa la concordancia entre una serie de
mediciones independientes. La precision puede ser evaluada a través de los
siguientes niveles: precision del sistema, precision del método y precision
intermedia (FEUM, 2014). La precision en este trabajo se evalu6 a través de la
repetibilidad y la precisién intermedia. Este parametro se estim6 considerando la
dispersion de los 30 datos y se expreso en términos de coeficiente de variacidon
(CV). En el Cuadro 14 se observa que el coeficiente de variacion obtenido, en
todos los casos, fue menor al 2.0%. Por lo tanto, el sistema es preciso.

Es importante destacar, que un punto critico para esta optimizacion del método
reside en la preparacion de la solucion titulante. El NaOH 0.01 N y 0.025 N deben
prepararse el dia de uso debido a la baja estabilidad que presentan las soluciones
diluidas.

Con base en los resultados obtenidos se decidid realizar la determinacion de la
acidez libre para muestras <15 g con una solucién de NaOH 0.025 N y una masa
de 1.0 g.

Los resultados generados para todas las muestras analizadas se resumen en el
Cuadro 18; cada valor se encuentra expresado con su respectivo intervalo de
confianza (IC) al 95% y CV. Asi, se observa que todos los resultados obtenidos
son confiables debido a que cumplen con la especificacion para métodos
volumétricos, presentando un CV no mayor a 2.0%.

Los resultados experimentales obtenidos presentan un rango de acidez que
comprende desde 10.8 hasta 203.1 mEqg/kg. Al distribuir el total de los valores en
12 clases, se observa que la mayor parte de las muestras (37 de ellas) presentan
valores entre 68.3 y 119.6 mEqg/kg, mientras que 12 de ellas se encuentran por
debajo de este intervalo y 9 mas lo rebasan (Cuadro 19, Figura 13). De acuerdo
con Vit et al. (2004), la especificacion para la acidez libre de las mieles
provenientes de abejas meliponas con un valor maximo de 85 mEqg/kg, por lo que
solamente 28 de las muestras analizadas durante este trabajo son congruentes
con dichos estandares, mientras que las 30 restantes poseen valores de acidez
superiores al del estandar propuesto. En contraste con las especificaciones
establecidas por la IHC para las mieles provenientes de abejas meliferas, se
observa que la mayoria de las muestras analizadas tampoco cumplen con dicho
estandar (maximo 50 mEq/kg), con excepcién de las etiquetadas con los codigos
S40-S43, que corresponden a este origen.

44



Cuadro 18.

Determinacion de la acidez libre de mieles mexicanas.

Cdédigo | Método Acidez
de de (mEqg/kg) Ccv
muestra | analisis +IC
81.9+1.1 0.6
71.2+15 0.8
79.0+ 0.6 0.3
82.6+0.8 0.4
66.6 + 1.3 0.8
58.2+1.3 0.9
51.5+2.2 1.7
1447+32 | 0.9
476+ 0.6 0.5
70.1+0.5 0.3
A 90.7 £ 1.1 0.5
64.8 + 2.1 1.3
89.2+1.1 0.5
784 +1.1 0.6
89.3+3.6 1.6
83.6 £3.7 1.8
69.9+1.0 0.6
1004 +1.7 | 0.7
S40 10.8 £ 0.2 0.9
S41 449+ 0.7 0.6
S42 33.2+0.6 0.8
S43 46.6 + 0.6 0.5
127.1+0.7 | 0.2
113.7+08 | 0.3
106.7 +1.4 0.5
B 1144+06 | 0.2
105.7 £ 0.04| 0.01
78.1+0.5 0.3
88.8+1.0 0.4
100.5+04 | 0.2

Cédigo
de
muestra

Método Acidez
de (mEqg/kg) Ccv
andlisis +IC

118.5+ 3.7 1.3
118.1+15 0.5
203.1+£0.5 0.1

121.4 £0.04 | 0.01
83.9+0.2 0.1

172.7 £ 0.3 0.1
98.4+0.8 0.3

79.6 £0.8 0.4
76.8£0.6 0.3

1176+ 0.4 0.1

108.0 £ 0.7 0.3
76.2+05 0.2

140.0 £ 0.9 0.3

B+ 175.7+ 0.6 0.1
63.1+ 1.1 0.7

159.8 £ 0.8 0.2

75.6 £ 3.3 1.8
81.6+0.3 0.1
131.5+0.6 0.2

107.0 + 1.1 0.4

118.2+ 0.7 0.2
71.4+05 0.3
92.3+0.5 0.2
53.5+0.2 0.1

424 +£0.1 0.1
97.5+04 0.2
89.0+0.6 0.3
93.4+1.7 0.7

*A: método convencional
*B: método en pequefia escala
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Cuadro 19. Frecuencia de valores de
acidez libre en mieles mexicanas.

Clase Intervalo Frecuencia
1 0.0-17.1 1
2 17.1-34.2 1
3 34.2-51.3 4
4 51.3 -68.3 6
5 68.3 -85.4 16
6 85.4 -102.5 11
7 102.5-119.6 10
8 119.6 — 136.7 3
9 136.7 — 153.8 2
10 153.8 - 170.8 1
11 170.8 — 187.9 2
12 187.9 — 205.0 1

12 - ]

frecuencia
(o]
T
|

I
== H
1 1 1 1 1 1
0 40 80 120 160 200 240
Acidez (mEqg/kg)
Figura 13. Histograma de acidez libre en muestras de
mieles mexicanas.

6.4. Determinacién del contenido de azlcares reductores

Es bien sabido que uno de los constituyentes mayoritarios de la miel son los
azucares dado que representan una proporcién de entre el 95% y el 99% del
contenido del producto. Los azucares reductores encontrados naturalmente en la
miel son resultado de la inversidon de la sacarosa por efecto de la enzima
invertasa; aportada por el organismo de la abeja en el proceso de elaboracion.
Asi, los azucares principales son la glucosa y la fructosa y se encuentran en
proporciones aproximadamente iguales.
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Los azucares reductores representan un parametro importante para detectar
adulteraciones en la miel ya que permiten evidenciar la adicion de endulzantes
derivados de la cafia de azucar al producto terminado, o bien, de suplementos
preparados por los apicultores para la alimentacion de las abejas. Ademas, la
calidad nutricional de la miel esta estrechamente ligada a este parametro. Dado
que los azucares reductores son mas facilmente digeribles y asimilables por el
organismo, una menor cantidad de ellos implica una reducciéon en la calidad
nutricional (Solares, 2013; Velasquez, 2016; Huidobro y Simal, 1984).

Para establecer el contenido de azucares reductores (%ARD) las muestras fueron
analizadas de acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 5.4. Debido a
que algunas muestras presentaron sedimentos se realizd un procedimiento de
“limpieza” empleando para ello crema de alumina. Del mismo modo que para la
determinacion de la acidez libre, una limitante para esta determinacion fue la
cantidad de muestra disponible. Por este motivo, se plantedé una adecuacién del
meétodo convencional descrito en la Norma Mexicana enfocado en la reduccion de
la cantidad de muestra y determinando la influencia de la limpieza de la muestra
con distintos volumenes de crema de alumina (Figura 14).

MODIFICACIONES
B CONVENCIONAL . PROPUESTAS
P
£
= 200 miL 100 mb
2 9 muasira 1 g muesira
+ K0 + H0

- (mh
10mL
™ |
o~ |
E 20 mL 250mL
s S 5 g muestra +H-O0
25 g muestra + H0 + X" ml crema de >
¢ Sml crema de x s
slumina + H,O0
+ H0 :
* Cantidad Optima a dedsvmng

Figura 14. Modificaciones propuestas para la determinacion de %ARD.
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Asi, para evaluar el efecto de la limpieza de la muestra se realizé una curva con 5
puntos experimentales (5 g de muestra tratados con 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 mL de
crema de alumina) y utilizando las modificaciones propuestas (Método 2). El
agente titulante para este procedimiento consisti6 en una solucion de miel con
evidentes sefiales de cristalizacion. Los algoritmos de calculo empleados para
estimar el contenido de azucares reductores son:

Para el Método 1 convencional y modificado:

aforo Factor Fehling

x x100%
masa de la muestra gasto

%ARD=

Para el Método 2 convencional:

100 mL 500 mL Factor Fehling

o =
/oARD masa de la muestra * 10 mL * gasto

x100%

Para el Método 2 modificado:

20 mL 250 mL Factor Fehling

%ARD=
o masa de la muestra * 5mL ) gasto

x100%

En todos los casos, el Factor Fehling (Cuadro 20) se calculé mediante la
normalizacion de una solucion patrén de azucar invertido y los reactivos de
Fehling, de acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 5.4. El algoritmo
de calculo para este factor es:

360.312 g/mol

,  360.312 g/mol
masa de estandar 342.296 gimol

1000 mL

Factor Fehling = x gasto

La aplicacion repetida del método permitié la generacién de resultados confiables
para la determinacion de %ARD, ya que en todos los casos el CV no es mayor a
2.0% (Cuadro 21). Con base en estos resultados se concluye que la metodologia
propuesta cumple con la precision requerida para métodos volumétricos.

Por otro lado, en la Figura 15 se ilustra que la cantidad de crema de alumina
afiadida y el porcentaje de azucares reductores siguen un comportamiento
asintético: conforme se afiade una mayor cantidad de crema de alumina disminuye
el %ARD en la muestra. Sin embargo, no se observa una diferencia significativa
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entre el resultado obtenido agregando 5 mL y el obtenido agregando 10 mL. Por lo
tanto, se determind que la cantidad éptima de crema de alumina a adicionar para
lograr una mejor “limpieza” de la muestra es de 5 mL.

Cuadro 20. Determinacién del Factor Fehling para azucares reductores.

Solucién Masa del estandar de | Volumen de s_olucic’)n estandar Fac'gor
sacarosa (9) neutralizada (mL) Fehling
5.9 0.059
12 9.5011 5.9 0.059
5.9 0.059
Promedio 0.059
CvVv 0.0
6.0 0.060
2° 9.5006 6.0 0.060
6.0 0.060
Promedio 0.060
CcvVv 0.0

®Solucién preparada para el andlisis de las muestras S29-10, S30-8, S27-6, S31-5, S33-18, S34-

15, S20-7, S25-12, S23-11, S32-19, S21-13, S17-21, S28-9, S26-4, S19-20, S24-14, S18-3, S22-1,
S40-S43, H13, H30 y H33.
® Solucion preparada para el andlisis de las muestras H1-H12, H14-H29, H31, H32 y MC1-MC3.

Cuadro 21. % ARD utilizando el Método 2 y diferentes
cantidades de crema de alumina.

“adicionada (L) %WARD | v
0.5 84.7 0.4
10 84.5 0.4
2.0 84 1 0.4
5.0 83.9 0.4
10.0 83.7 0.4
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Figura 15. Cantidad de crema de alumina y % ARD utilizando el Método 2.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de modificacion del Método 2, se
realizd una comparacion de los resultados generados con las modificaciones
introducidas para ambos métodos. Para determinar la influencia de la limpieza de
la muestra se seleccionaron 3 mieles con tamafo de muestra 215 g y con evidente
cristalizacion. En todos los casos los %ARD obtenidos fueron confiables ya que
presentan un CV menor al 2.0%. Con los resultados obtenidos (Cuadro 22) se
calculé la diferencia entre %ARD promedio empleando los métodos modificados 1
y 2. Las diferencias obtenidas resultaron ser menores a una unidad, por lo tanto,
se comprobd que la limpieza de las muestras puede omitirse para determinar
%ARD en muestras de tamafo pequefio.

Cuadro 22. Comparaciéon de métodos modificados para
evaluar el efecto del proceso de limpieza en la muestra.

Cdédigo
de Método :{;’QE&O CVv Diferencia
muestra P
1 76.6 0.8
S41 0.3973
2 77.0 0.4
1 73.0 0.7
S34-15 0.7382
2 72.2 04
1 71.5 0.7
S32-19 0.6770
2 70.9 0.3
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Una vez establecidas las condiciones de analisis para modificar el método
convencional, se analizaron 37 muestras mediante el Método 1 y 21 mediante el
Método 2. En el Cuadro 23 se resumen los resultados obtenidos con su respectivo
valor de intervalo de confianza (IC) al 95% y los coeficientes de variacion. En
todos los casos, el coeficiente de variacion obtenido fue menor al 2.0%. Por
consiguiente, la variacién obtenida se encuentra dentro del limite establecido para
métodos volumétricos.

Cuadro 23. Determinacion de %ARD en mieles mexicanas.

Cddigo
de
muestra

Método de | %ARD Codigo | pistodo de | %ARD
analisis +IC ey e analisis +IC %3/
muestra

2 68.2+06 | 0.3 1 67.6 1.1 0.7
2 69.7+06 | 0.3 1 555+0.7 | 0.5
2 69.0+06 | 0.3 1 68.7+1.2 | 0.7
2 70.7+06 | 0.3 1 67.8+1.2 | 0.7
2 726+06 | 0.4 1 69.5+1.2 | 0.7
2 722+06 | 0.4 1 67.7+0.0 | 0.0
2 73.0+0.7 | 04 1 67.4+1.1 0.7
1 56.7+0.8 | 0.6 1 66.8 + 1.1 0.6
2 726+06 | 04 1 68.3+1.1 0.7
2 709+06 | 0.3 1 63.1+1.0 | 0.6
2 69.3+06 | 0.3 1 67.5+1.1 0.7
2 725+06 | 04 1 64.3+1.0 | 0.6
1 66.1+1.1 0.7 1 68.4+1.1 0.7
2 705+06 | 0.3 1 68.6+1.2 | 0.7
2 714+06 | 04 1 59.0+08 | 0.6
2 709+06 | 0.3 1 706+1.2 | 0.7
2 69.7+06 | 0.3 1 67.0+1.1 0.7
2 67.2+06 | 0.3 1 66.5+ 1.1 0.7
1 65.4+0.0 | 0.0 1 70112 | 0.7
1 67.2+1.1 0.7 1 709+1.2 | 0.7
1 67.0+1.1 0.7 1 68.5+0.0 | 0.0
1 67.6 1.1 0.7 S40 2 885+10 | 04
1 67.5+1.1 0.7 S41 2 77.0+07 | 04
1 70.0+1.2 | 0.7 S42 2 782+08 | 04
1 721+1.3 | 0.7 S43 2 782+07 | 04
1 69.2+1.2 | 0.7 1 66.2+1.0 | 0.6
1 68.2+0.0 | 0.0 1 67.2+0.0 | 0.0
1 66.3+ 1.1 0.7 2 68.3+06 | 0.3
1 57.8+08 | 0.6
1 66.4+1.1 0.7
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De acuerdo con los valores de %ARD resumidos en el Cuadro 23, los datos se
encuentran en un rango de 55.5% a 88.5%. Distribuyendo el total de los valores en
9 clases, se observa que 47 de las muestras analizadas presentan valores entre
66.0% y 74.0%; 7 muestras se encuentran por debajo de este intervalo y 4
rebasan dicho intervalo (Cuadro 24; Figura 16).

Cuadro 24. Frecuencia de valores de
%ARD en mieles mexicanas.

Clase Intervalo Frecuencia
1 54.0-58.0 3
2 58.0 - 62.0 1
3 62.0 - 66.0 3
4 66.0 — 70.0 33
5 70.0-74.0 14
6 74.0-78.0 1
7 78.0 - 82.0 2
8 82.0 - 86.0 0
9 86.0 — 90.0 1
40 -_I T T T I__
30 — —
«
(&)
C
S 201 -
@ i
w0l :
0 -_! 1 1 11
54 64 74 84 94
%ARD

Figura 16. Histograma de %ARD en mieles mexicanas.

Es importante destacar que los resultados reportados para %ARD se encuentran
expresados con respecto a la suma de fructosa y glucosa. Esta relacion se
encuentra considerada en algoritmo de calculo para estimar el Factor de Fehling.
De acuerdo con los limites propuestos por Nordin y Vit, todas las muestras de
mieles analizadas cumplen con la especificacion planteada presentando %ARD
mayores a 50% y no mayores a 85% (Nordin et al.,, 2018; Vit et al., 2004).
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Finalmente, al comparar los resultados de este parametro con el rango de °Brix se
deduce que esta ultima medida (66.5 — 82.4) podria proporcionar informacion
preliminar acerca de los azucares presentes en una muestra de miel, sin embargo,
no se considera una medida exacta y definitiva.

6.5. Determinacién de hidroximetilfurfural

El HMF es un compuesto que se forma como consecuencia de la
degradacion de los azucares. Se trata de un aldehido ciclico, producto de la
deshidratacion de las azucares (glucosa y fructosa) en un medio acido y en
presencia de temperatura elevada (Figura 17). 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 de HMF para la miel pura no
debe ser superior a 40 mg/kg, mientras que para mieles de origen tropical y
mezclas maximo puede llegar a 80 mg/kg (Fallico et al., 2004).

2 HO~ _OH HO—
‘K e \ ___/Ol-jog -Hzo ‘\ //-O\HO —
AN N T U o
Ho o o OH
HO HO
Glucosa Fructosa
|
lx
’
HO 0 HO-, H HO-, H
' Il 0.HO
| (0] ! -H,O \ (/O\, ___§ -H-0 |~ __q{
~ —\ 2 2 «
\‘:L_Er H V (0] w 0
HO HO

HMF
Figura 17. Formacion del HMF, via ciclica (Van Putten et al., 2013).

El contenido de HMF se considera como un indicador importante de calidad y
frescura, debido a que generalmente este compuesto no se encuentra presente (y
si se encuentra, en concentraciones apenas detectables) en las mieles recién
colectadas; también se ha demostrado que su concentracion tiende a aumentar
durante el proceso de acondicionamiento o por envejecimiento debido al
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almacenamiento prolongado. Es muy comun que, durante su acondicionamiento,
las mieles sean calentadas a temperaturas de entre 25 y 50 °C con el fin de
disminuir su viscosidad y prevenir la granulaciéon o fermentacion, proceso que
favorece la formacion de HMF. Sin embargo, diversos estudios han informado la
presencia de concentraciones altas de HMF en mieles que no fueron sometidas a
ciclos de calentamiento y que fueron almacenadas a temperatura ambiente. Por lo
tanto, la formacibn de este compuesto no se limita Unicamente al
sobrecalentamiento, sino que también se encuentra estrechamente ligada a otros
factores; algunos de ellos son intrinsecos, como el pH, la humedad, la acidez y/o
la fuente floral de obtencién del néctar, aunque también influyen factores externos
como el tipo de recipiente en que se almacenan las mieles (Shapla et al., 2018).

Para el desarrollo del método analitico se tomaron como base los métodos
descritos por Ghramh (2020) y Harun (2021). En funcion de las condiciones
cromatograficas previamente descritas, se evaluaron diferentes sistemas de
elucion y diferentes modificadores de pH hasta obtener las condiciones
cromatograficas que permitieron observar un pico con caracteristicas similares a
un comportamiento gaussiano (Cuadro 25). El efecto de los factores
seleccionados se evaluo a través de la resolucion de la seial correspondiente al
HMF en la matriz de trabajo. Los resultados de estas pruebas (Figura 18)
permitieron establecer que la mayor resolucion se obtiene empleando 0.1% de
acido férmico y 10% de metanol en la fase movil.

Cuadro 25. Condiciones cromatograficas propuestas para determinar el contenido de
HMF en mieles de S. mexicana.

. Proporcion : Temperatura
Método C(l)mponente A | Componente B (A:B) Flujo de la columna
y Acido acético
o,
acuoso 1% MeOH 90:10 0.3 35 °C
Acido féormico mL/min
2 0
~acuoso 1%
3 Acido acético
acuoso 1% ] 0.3 o
4 Acido férmico ACN 90:10 mL/min 35°C
acuoso 1%
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Figura 18. Perfiles para establecer las condiciones cromatograficas del método para
determinar el contenido de HMF en mieles de S. mexicana: Estandar de HMF, método 1
(A), método 2 (C), método 3 (E) y método 4 (G); Muestra S24-14, método1 (B), método 2

(D), método 3 (F) y método 4 (H).
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Una vez establecidas las condiciones cromatograficas se analizaron 5 muestras
con el propdsito de comparar sus perfiles cromatograficos y corroborar la
presencia y/o ausencia del HMF. En la Figura 18 se observa que los
cromatogramas obtenidos con las muestras H33, S17-21, S42 y S29-10 presentan
un pico con tg de 21.2 min atribuible a la presencia del HMF. En contraste, la
muestra MC3, de colecta reciente, presenta una sefal de baja intensidad en el
mismo tr a una A=254 nm, correspondiente al HMF. Este resultado se encuentra
en armonia con la informacion disponible en las diferentes fuentes bibliograficas,
que establecen la baja o inexistente concentracién de HMF en las mieles frescas.

Es importante destacar, que un punto critico para el desarrollo del método reside
en la preparacion de la fase movil. Para evitar el desplazamiento del pico
correspondiente al HMF (Figura 18A y 19A), la solucién acuosa acida debe
prepararse el dia de uso.
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Figura 19. Andlisis preliminar del contenido de HMF en mieles mexicanas: (A) Estandar
de HMF, (B) Muestra S29-10, (C) Muestra S42, (D) Muestra H33, (E) Muestra MC3 y (F)
Muestra S17-21.
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El area de la senal obtenida con los estandares en concentraciones de 40 y 20
ug/mL (apartado 5.5.), permiti6 estimar de manera preliminar la concentracién
aproximada de HMF en las 5 mieles analizadas (Cuadro 26). A partir de los
resultados obtenidos, se puede observar que la muestra H33 tiene la menor
concentracion de HMF, mientras que la muestra S42 tiene la mayor concentracion.
Los analisis preliminares realizados hasta el momento permiten observar que las
mieles analizadas se encuentran en armonia con los datos descritos por Nordin y
colaboradores en el afio 2018, quienes proponen que el contenido de HMF en
muestras de mieles provenientes de abejas meliponas debe tener un valor maximo
de 40 ug/mL (Nordin et al., 2018; Vit et al., 2004). Es importante mencionar que la
metodologia desarrollada no pudo validarse.

Cuadro 26. Concentraciones aproximadas de HMF
en mieles mexicanas.

Muestra Area _ Concentracion
(A=284 nm) | estimada de HMF (ug/g)
Estandar 9378547 --
(20 ug/mL) | 3146332 -—-
H33 36030 1.9
S17-21 280061 14.9
S42 687999 35.1
S$29-10 218442 11.4
MC3 -—- -

6.6. Analisis estadistico

Con el propdsito de resumir la informacién presente en un gran conjunto de
datos, ademas de caracterizar graficamente las diferentes variables para detectar
agrupaciones en las mieles, se realizd un analisis multivariado de los datos
obtenidos en el presente trabajo.

El control estadistico de procesos multivariados resulta ser una herramienta util
para el control simultaneo de varias caracteristicas de calidad relacionadas. Para
analizar los datos, en primer lugar, se realizé un grafico multivariado de promedios
moviles exponencialmente ponderados (EWMA) con la finalidad de identificar las
posibles correlaciones entre las variables que afectan directamente la calidad de
las mieles (humedad, acidez libre y %ARD). En el Cuadro 27 se resume el analisis
para el grafico multivariado (Figura 20), que ilustra la presencia de 4 puntos por
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encima del limite superior de control. Las muestras corresponden a mieles
provenientes de las regiones de Valle Guarachanillo, Zamora y Veracruz (Cuadro
28). Comparando sus valores de T-cuadrada con el resto de los puntos se observa
que sus valores son mas altos. Estos hallazgos permitieron concluir que, con base
en sus caracteristicas fisicoquimicas, estas muestras se agrupan de forma

diferente.

LSC =12.82,lambda = 0.2
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Figura 20. Grafico multivariado EWMA para el analisis de mieles mexicanas.

Cuadro 27. Resumen de analisis para grafico multivariado EWMA.

Fase 1 - covarianza estimada a partir de los datos actuales usando el estimador

agrupado
Gréfico Alfa LIC LSC Fuera de Limites
T-Cuadrada 0.0027 0.0 12.8247 4

Cuadro 28. Reporte de Grafico Multivariado EWMA.

Observacion T-Cuadrada|Acidez Libre|ARD Humedad
Atzalan 1.11193 90.2628 68.6041|25.6545
Atzalan 1.2429 86.4502 68.8233|25.4636
Atzalan 1.69156 84.9602 68.8586(25.5309
Atzalan 2.15324 84.4881 69.2269(25.6647
Mecatlan 5.7093 80.9105 69.9015|25.8718
Atzalan 8.42389 76.3684 70.3612(25.8574
Atzalan 9.68459 71.3947 70.889 (25.6059
Altotonga 7.11102 86.0558 68.0512|26.6447
Atzalan 8.99637 78.3646 68.9609|26.3158
Veracruz 11.9589 76.7117 69.3488(26.4726
Atzalan 8.93398 79.5094 69.339 |26.3581
Veracruz 11.8445 76.5675 69.9712|26.3465
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Atzalan 7.81551 79.094 69.197 (26.2372
Altotonga 6.70644 78.9552 69.4576|26.0698
Veracruz 6.27687 81.0242 69.8461|26.0358
Atzalan 6.51521 81.5393 70.0568(26.0086
Atzalan 3.85301 79.2115 69.9855|25.5869
Altotonga 2.56557 83.4492 69.4284(25.7295
Altotonga 1.23918 92.1793 68.6227|26.0036
Veracruz 0.637977 96.4835 68.3382|25.9629
Atzalan 0.340788 98.5268 68.0705|25.8503
Atzalan 0.768993 101.701 67.9764|25.7003
Papantla 0.895723 102.501 67.8811(25.7202
Zozocolco 0.382686 97.6209 68.3049|25.4162
Atzalan 0.75987 95.8567 69.0639|25.2129
Atzalan 1.00391 96.7854 69.0911(25.3303
Altotonga 2.18161 101.128 68.9129|25.3443
Atzalan 2.46977 104.523 68.3903|25.4754
Misantla 8.69809 124.238 66.2723|26.8003
Altotonga 8.36999 123.67 66.2978|26.6403
Atzalan 4.26342 115.716 66.5582(26.3122
Atzalan 8.78472 127.113 64.3466|27.2898
Zozocolco 6.04707 121.37 65.2173|26.9118
Altotonga 3.44401 113.016 65.7338|26.6895
Atzalan 1.79484 105.773 66.4871(26.3916
Mecatlan 1.93465 108.138 66.7296|26.5333
Atzalan 1.89458 108.111 66.8637|26.4866
Tenochtitlan 1.32667 101.729 66.851 |26.2693
Atzalan 2.18781 109.383 67.1408|26.2154
Tenochtitlan 7.74305 122.646 66.3326|26.5923
Tenochtitlan 2.5785 110.737 66.5661(26.1939
Altotonga 6.29985 120.55 66.1129(26.4551
Zozocolco 2.95786 111.56 66.5703(26.1241
Veracruz 1.81607 105.568 66.9762|25.8193
Puebla 9.76385 110.754 65.381 |25.5754
Atzalan 4.27027 110.003 66.4248(25.7203
Zozocolco 4.89755 111.643 66.5398|25.6563
Altotonga 4.80183 103.594 66.5319|25.405

San Luis Potosi 2.23962 101.335 67.2455(25.404

(Sin informacion) 12.12189 91.7683 67.9764|25.0032
Oaxaca 4.81078 81.8946 68.0811|25.0826
San Luis Potosi 5.36577 67.6757 72.1649(23.3861
Valle Guarachanillo|* 15.7828 [63.1206 73.0519|21.8688
Zamora *22.8322 |57.1364 74.0815(21.1351
Zamora *27.5229 |55.0292 74.9052(20.7081
Veracruz *18.2485 163.5233 73.1642(21.6464
Veracruz 11.5861 68.6187 71.9713(22.4572
Veracruz 3.89741 73.5749 71.2371|23.6257
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Debido a que en el grafico multivariado EWMA (Figura 20) se observaron 4 puntos
por encima del limite superior, se decidié analizar los datos por medio de un
grafico de elipse. Para ello, se seleccionaron las variables humedad y %ARD. En
dicho grafico se observan de nueva cuenta 4 puntos fuera de la elipse que
representan muestras con altos porcentajes de azucares reductores y bajo
contenido de humedad (Figura 21). Enseguida, y para analizar el comportamiento
de los datos utilizando 3 variables simultdneas (humedad, %ARD vy acidez libre),
se utilizé el grafico de elipse tridimensional (Figura 22). De nueva cuenta, en este
grafico, se observan 4 puntos fuera del espacio del elipsoide que corresponden a
muestras de miel con bajo contenido de humedad y acidez libre y altos
porcentajes de azucares reductores.
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Figura 21. Grafico de elipse 2-D de control para el analisis multivariado de mieles
mexicanas.
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Figura 22. Grafico 3-D (elipsoide de control) para el analisis multivariado de mieles
mexicanas.
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Finalmente, se analizé la descomposicion EWMA para el estadistico T-cuadrada.
Este analisis se realizé con el objetivo de estimar la contribucion de cada variable
en los valores observados de T-cuadrada para los datos agrupados fuera de los
limites (Cuadro 29). Los resultados obtenidos permiten observar que la humedad
disminuye en las muestras correspondientes a la region de Zamora; el %ARD
aumenta para las muestras correspondientes a las regiones de Valle
Guarachanillo y Veracruz; y la acidez libre es baja en muestras correspondientes a
la region de Zamora y de Veracruz.

Cuadro 29. Descomposicion T-Cuadrada para el analisis multivariado de mieles

mexicanas.
Contribucion Relativa a la Sefnal T-Cuadrada
Observacion T-Cuadrada Acidez Libre ARD Humedad
Valle Guarachanillo 15.7828 0.00821758 0.406694 8.61953
Zamora 22.8322 0.044937 0.370022 12.0356
Zamora 27.5229 0.415085 0.0393246 13.5142
Veracruz 18.2485 0.100565 0.473058 10.8667

Debido a que en los graficos multivariantes de EWMA, presentados anteriormente,
se encontraron puntos fuera de limite, se utilizé el analisis de componentes
principales (PCA) para explicar las interacciones entre las variables de estudio que
no pueden interpretarse directamente a partir de los resultados de los analisis
fisicoquimicos, sin un tratamiento multivariado (Fermin, et al., 2009). En este caso,
el PCA también permitiria clasificar el origen de las muestras de acuerdo con su
origen geografico. En este trabajo se extrajeron 3 componentes principales; los
resultados se muestran en el Cuadro 30 y la Figura 23. Asi, se observa que el
primer componente explica el 85.6% de la variaciéon en los datos entre las 3
variables seleccionadas (humedad, acidez libre y %ARD), ya que su valor propio
(eigenvalor) es >1 y visualmente se aprecia la formacion de una recta a partir del
segundo componente principal.

Cuadro 30. Analisis de componentes principales para la determinacion del numero de
componentes principales.

Componente Eigenvalor Porcentaje de Varianza [Porcentaje Acumulado
1 2.56683 85.561 85.561

2 0.27209 9.070 94.631

3 0.16108 5.369 100.000
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Figura 23. Gréfica de sedimentacion para el analisis de componentes principales.

Adicionalmente, a través de la tabla de pesos de los componentes (Cuadro 31) se
establecieron las asociaciones entre los componentes principales y las variables
analizadas. Asimismo, se observa que los componentes se encuentran
ponderados de la siguiente manera: el componente 1 presenta la mayor
asociacion negativa con %ARD, sin embargo, las asociaciones positivas con el
resto de las variables muestran magnitudes similares; el componente 2 presenta la
mayor asociacion positiva con la humedad y el componente 3 presenta una gran
asociacion positiva con %ARD. Por lo tanto, el primer componente puede
describir la relacion las 3 variables en conjunto, el segundo componente puede
diferenciar los datos basandose en los valores de humedad y el tercer
componente inequivocamente puede diferenciar los datos en funcion del %ARD.
Los coeficientes correspondientes a los diferentes pesos de los componentes
mostrados en el Cuadro 31 también pueden ser de utilidad para construir las
ecuaciones de los componentes principales, para estimar las puntuaciones de una
observacion. Por ejemplo, el componente 1 presenta la siguiente ecuacion:

PC,=0.572411*Acidez Libre - 0.590408*ARD + 0.569003*Humedad

Cuadro 31. Tabla de pesos de los componentes para el analisis de componentes

principales.
Componente 1 Componente 2 Componente 3
Acidez Libre 0.572411 -0.675582 0.464688
ARD -0.590408 0.0536806 0.805318
Humedad 0.569003 0.735328 0.368142
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De esta manera, se gener6 una tabla que muestra las puntuaciones de los
componentes principales para cada una de las muestras analizadas (Cuadro 32).
Con estos valores se construyeron los graficos de dispersion en 2 y 3 dimensiones
(Figuras 24 y 25), para evaluar la estructura de los datos y detectar
conglomerados, valores atipicos y tendencias.

Asi, en el grafico de 2 dimensiones, se distinguen 3 distribuciones principales de
los datos:

Grupo 1. Este grupo se conforma por 4 muestras que presentan valores de
puntuacion bajos, tanto para el componente 1 como para el componente 2
(Cuadro 32, sombreado color rojo). Estas muestras son originarias de las zonas
geograficas de San Luis Potosi, Valle Guarachanillo y Zamora. Cabe resaltar que
estas muestras corresponden a mieles provenientes de abejas meliferas.

Grupo 2. En este grupo se distribuye la mayor parte de las muestras, originarias
de diferentes localidades y provenientes de abejas meliponas (Cuadro 32,
sombreado color verde).

Grupo 3. Este grupo lo conforman 3 muestras que presentan los valores de
puntuacion altos, tanto para el componente 1 como para el componente 2 (Cuadro
32, sombreado color azul). Estas muestras provienen de abejas meliponas y son
originarias de las localidades de Misantla, Atzalan y Altotonga.

Por lo tanto, es posible concluir que los valores incluidos en el grupo 3 requieren
ser analizados con detalle, ya que existe una posibilidad de que puedan incluirse
en el grupo 2 realizando un mayor numero de determinaciones con diferentes
muestras originarias de las mismas poblaciones, que permitan identificar con
certeza el origen de dicha agrupacion.

Complementando la informacion obtenida a través del grafico en 2 dimensiones, el
grafico de 3 dimensiones permite visualizar de una forma mas sencilla las
relaciones entre los 3 componentes. En el grafico 3D se distinguen
aproximadamente 3 distribuciones principales de los datos, siendo la distribucion
ubicada en el centro la que contiene la mayor cantidad de los datos.
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Figura 24. Grafico de dispersion 2-D para el analisis de componentes principales para
mieles mexicanas, acorde a la zona geografica.
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Figura 25. Diagrama de dispersién 3-D para el analisis de componentes principales para
mieles mexicanas, acorde a la zona geografica.

Cuadro 32. Tabla de componentes principales, datos de puntuaciones para casos

individuales.
Fila |Etiqueta Componente 1 Componente 2 Componente 3
1 Atzalan 0.165825 0.544797 -0.0408984
2 Atzalan -0.601335 0.222974 -0.207287
3 Atzalan -0.163605 0.36517 -0.0706593
4 Atzalan -0.224291 0.423561 0.305494
5 Mecatlan -0.601374 0.881168 0.473022
6 Atzalan -0.876302 0.792428 0.177485
7 Atzalan -1.3292 0.603541 0.0578202
8 Altotonga 3.39258 0.342036 -0.533601
9 Atzalan -1.26052 0.780863 -0.0035366
10 |Veracruz -0.259954 0.904742 0.29722




11 |Atzalan 0.00883385 0.174511 0.143389
12 |Veracruz -0.701872 0.806066 0.379376
13 |Atzalan 0.343903 0.141283 -0.407874
14 |Altotonga -0.434886 0.284685 0.110411
15 [Veracruz -0.26291 0.223614 0.465319
16 |Atzalan -0.294725 0.325834 0.310317
17 |Atzalan -0.789285 0.0315034 -0.332317
18 |Altotonga 0.49693 0.0767077 -0.016679
19 |Altotonga 1.30493 -0.230815 0.146686
20 |Veracruz 0.60522 -0.30941 0.0884497
21 |Atzalan 0.433411 -0.287414 -0.0889215
22 |Atzalan 0.422663 -0.507321 0.0676942
23 |Papantla 0.441622 -0.155129 0.0331447
24 |Zozocolco -0.631047 -0.0390713 -0.136685
25 |Atzalan -0.667438 -0.164416 0.369419
26 |Atzalan 0.156584 -0.0385982 0.240943
27 |Altotonga 0.479691 -0.497248 0.258669
28 |Atzalan 0.824259 -0.348196 0.0268655
29 |Misantla 4.46782 -0.397677 0.578707
30 |Altotonga 0.865175 -0.409422 0.0859168
31 |Atzalan -0.0861413 0.0415278 -0.341914
32 |Atzalan 4.06656 -0.0915612 -0.310253
33 |Zozocolco 0.0987821 -0.112355 0.0786184
34 |Altotonga -0.011522 0.340887 -0.257217
35 |Atzalan -0.383532 0.250094 -0.0993617
36 |Mecatlan 0.879865 -0.0266218 0.395816
37 |Atzalan 0.59476 -0.0646239 0.11441
38 |Tenochtitlan -0.0307518 0.286277 -0.517403
39 |Atzalan 0.93712 -0.740085 0.635186
40 |Tenochtitlan 2.56443 -0.903212 0.540513
41 |Tenochtitlan -0.490583 0.325152 -0.682304
42 |Altotonga 2.04222 -0.752071 0.447266
43 |Zozocolco -0.355695 0.152868 -0.347173
44 |Veracruz -0.325249 -0.0122591 -0.263899
45 |Puebla 1.61288 -1.05803 -1.17066
46 |Atzalan 0.198805 -0.0111972 0.619689
47 |Zozocolco 0.617377 -0.504539 0.0604238
48 |Altotonga -0.280859 0.103646 -0.76351
49 |San Luis Potosi -0.165032 0.0179295 0.226141
50 -1.29859 0.219087 -0.41854
51 |Oaxaca -0.773305 0.942786 -0.68102
52 |San Luis Potosi -5.49225 -0.620843 0.958136
53 |Valle Guarachanillo -3.70093 -1.60915 -0.634468
54 |Zamora -3.57662 -0.72293 -0.202835
55 |Zamora -3.1951 -0.759912 0.0793323
56 |Veracruz 0.381228 -0.122352 -0.337964
57 |Veracruz 0.189198 0.129933 -0.245836
58 |Veracruz 0.672225 0.760783 0.340938
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Adicionalmente, se generaron los graficos de influencias en 2 y 3 dimensiones
(Figuras 26 y 27) con el objetivo de identificar las variables con el mayor efecto
sobre los componentes. De esta manera, se observa que el %ARD tiene poca
influencia sobre el componente 2, pero influye considerablemente a los
componentes 1 y 3; la acidez libre influye medianamente en los 3 componentes,
mientras que la humedad influye considerablemente sobre el componente 2 y
presenta una menor influencia sobre los componentes 1 y 3. De esta forma, se
interpreta que la humedad y la acidez libre estan inversamente relacionadas, por
lo que basta una de ellas para lograr una diferenciacion entre muestras y puede
apreciarse que el %ARD se relaciona inversamente con el binomio humedad-
acidez libre.
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Figura 26. Gréfico de influencia 2-D de componentes para el analisis de componentes
principales para mieles mexicanas.
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Figura 27. Grafico de influencia 3-D de componentes para el analisis de componentes
principales para mieles mexicanas.
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Finalmente, se analizaron los graficos de doble proyeccién (Figuras 28 y 29), en
los que se sobreponen los graficos de dispersion y de influencias con la finalidad
de evaluar simultaneamente la estructura de los datos y las influencias de los
componentes. Puede observarse que la agrupacion de la mayoria de los datos en
el centro de los graficos mantiene una armonia entre las 3 variables analizadas,
mientras que los puntos que se encuentran fuera de esta agrupacion presentan
dicho comportamiento debido a la fuerte influencia de las variables por separado.
Ademas, los graficos confirman que las diferentes muestras de mieles mexicanas
forman diferentes agrupaciones con respecto a sus propiedades fisicoquimicas, y
que éstas estan relacionadas entre si.
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Figura 28. Grafico de doble proyeccion para el analisis de componentes principales para
mieles mexicanas.
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Figura 29. Grafico de doble proyeccion 3-D para el analisis de componentes principales
para mieles mexicanas.

69



7. CONCLUSIONES

- El presente trabajo permitié la implementacion de métodos volumétricos en
pequefia escala para la determinacion de la acidez libre y el contenido de
azucares reductores en las mieles provenientes de S. mexicana.

- Se desarrollé6 un método analitico por HPLC para la cuantificacion del contenido
de hidroximetilfurfural en mieles meliponas mexicanas.

- La determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de las mieles permitio
diferenciar las mieles provenientes de abeja melifera de las provenientes de abeja
melipona, dado que los criterios de calidad para ambas difieren entre si. Este
trabajo representa una contribucidon para establecer los limites de calidad
(inexistentes) para este tipo de mieles.

- El anadlisis por componentes principales (PCA) de las variables fisicoquimicas
estudiadas revela que al menos dos variables (humedad y %ARD, o bien, acidez
libre y %ARD) permiten proponer una clasificacién de las mieles mexicanas en
correlacion con la zona geografica.

8. PERSPECTIVAS

- Validar la metodologia desarrollada para determinar el contenido de HMF en las
muestras e incorporar los resultados obtenidos en el modelo estadistico generado.

- Determinar el indice de diastasa mediante el método espectrofotométrico
descrito por Hadom.
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