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RESUMEN

La miel ha sido utilizada desde tiempos ancestrales por sus bondades terapéuticas. Presenta
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, anticancerigenas, entre otras,

que ya se han demostrado cientificamente.

En las etapas iniciales de la comercializacion de las mieles, estas eran producidas por abejas
de la especie Apis mellifera (europea); sin embargo, al decursar del tiempo, estas se

mezclaron con otras subespecies, en particular la Apis mellifera scutellata, de origen africano.

La adulteracién de las mieles ha sido un grave problema al cual se ha enfrentado el hombre
histéricamente y hasta la actualidad. Por eso, numerosas organizaciones mundiales, y de
forma particular en la mayoria de los paises, han creado un conjunto de reglamentaciones,
para declarar como aptas para la comercializacion y el consumo a las mieles. Estas consisten
en evaluar un conjunto de parametros que demuestren la autenticidad de las mismas, y que
conllevan a determinaciones fisico-quimicas y quimicas. También permiten evaluar la edad

y estabilidad de las mismas.

Se ha evidenciado, que la potencia de los efectos farmacoldgicos de las mieles, incluso la
diversidad de sus actividades, depende directamente de la composicion quimica particular
que presente. Resulta entonces imprescindible desarrollar. Conjuntamente los estudios
quimicos con los bioldgicos. Sumado a esto se encuentra el hecho de la inexistencia de

estudios sobre composicién quimica en mieles del Ecuador.

Por ello el presente trabajo tiene como finalidad evaluar propiedades fisico-quimicas,
quimicas y bioldgicas de mieles de abejas de la especie Apis Mellifera Africanizada, de
diferentes entornos geograficos, a través de métodos recomendados en la literatura

especializada, para la determinacion de semejanzas y diferencias entre ellas.

Los parametros fisico-quimicos que se determinaron fueron: color, por ciento de humedad,
indice de refraccién, densidad relativa, grados Brix, por ciento de azlcar invertido, pH,

conductividad y cenizas. Todas las mediciones estuvieron basadas en métodos recomendados



en la literatura especializada. Su determinacion permitio reconocer que se encontraban dentro
de los rangos establecidos segun las normativas reportadas para mieles, con discretas

diferencias entre las muestras.

Los andlisis quimicos se desarrollaron a través de métodos espectroscdpicos y a través de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAE). Se llevaron a cabo estudios para detectar
algunos minerales presentes en las muestras, asi como sustancias de naturaleza fendlica y
acida. Los principales minerales detectados fueron: potasio, fésforo, calcio y magnesio. Los
estudios a través de CLAE acoplada a espectrometria de masas (EM) permitieron identificar
la presencia de &cidos grasos, compuestos fenolicos y flavonoides en las dos muestras. Se

detectaron también diferencias entre ambas muestras objeto de estudio.

Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de compuestos fendlicos y se
evalud la capacidad antioxidante de las mieles mediante el método de DPPH. La muestra
proveniente de Zaruma mostré mayor contenido de compuestos fenolicos y una mejor

capacidad antiradicalica respecto a la muestra procedente de Santa Rosa.

Los estudios realizados permitieron establecer diferencias en cuanto al color, el pH,
porcentaje de humedad, la conductividad, densidad relativa, por ciento de azlcar invertido,
la composicion quimica, tanto de minerales como de compuestos fendlicos y &cidos y en la
capacidad secuestradora de radicales libres para ambas muestras. No se encontraron
diferencias en cuanto a los valores de indice de refraccion, grados Brix y por ciento de

cenizas.

Palabras claves: Apis Mellifera, composicion quimica, compuestos fendlicos, CLAE.



ABSTRACT

Honey has been used since ancient times for its therapeutic benefits. It has antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, anticancer properties, among others, which have already been

scientifically proven.

In the initial stages of the marketing of honey, these were produced by bees of the species
Apis mellifera (European); however, as time went by, they mixed with other subspecies, in
particular the Apis mellifera scutellata, of African origin.

The adulteration of the honey has been a serious problem that man has faced historically and
to the present. That is why many world organizations, and in particular in most countries,
have created a set of regulations, to declare the honey as suitable for marketing and
consumption. These consist of evaluating a set of parameters that demostrate their
authenticity, and that lead to physical-chemical and chemical determinations. They also

allow assessing their age and stability.

It has been shown that the potency of the pharmacological effects of honey, including the
diversity of its activities, depends directly on the particular chemical composition it presents.
It is therefore essential to develop. Together the chemical studies with the biological ones.
Added to this is the fact that there are no studies on chemical composition in honey in

Ecuador.

Therefore, this work aims to evaluate physical-chemical, chemical and biological properties
of honey bees of the species Apis Mellifera Africanizada, from different geographical
environments, through methods recommended in the specialized literature, for the

determination of similarities and differences between them.

The physicochemical parameters that were determined were: color, moisture percent,
refractive index, relative density, Brix degrees, percent sugar inverted, pH, conductivity and
ash. All measurements were based on methods recommended in the specialized literature.

Their determination allowed us to recognize that they were within the ranges established



according to the regulations reported for honey, with discrete differences between the
samples.

Chemical analyzes were developed through spectroscopic methods and through High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Studies were conducted to detect some
minerals present in the samples, as well as substances of phenolic and acidic nature. The
main minerals detected were: potassium, phosphorus, calcium and magnesium. The studies
through HPLC coupled to mass spectrometry (MS) allowed to identify the presence of fatty
acids, phenolic compounds and flavonoids in the two samples. Differences were also detected
between both samples under study.

The Folin-Ciocalteu method was used for the quantification of phenolic compounds and the
antioxidant capacity of the honey was evaluated by the DPPH method. The sample from
Zaruma showed a higher content of phenolic compounds and a better anti-radical capacity

compared to the sample from Santa Rosa.

The studies carried out allowed to establish differences in color, pH, moisture percent,
conductivity, relative density, percent sugar invested, chemical composition, both minerals
and phenolic compounds and acids and the sequestration capacity of Free radicals for both
samples. No differences were found in terms of refractive index values, Brix degrees and

percent ash.

Keywords: Apis Mellifera, chemical composition, phenolic compounds, HPLC.
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INTRODUCCION

Existen en el mundo mas de 20 000 especies de abejas. Difieren en numerosas caracteristicas
anatomicas, morfologicas e incluso en su comportamiento social. Sin embargo, todas
comparten el habito de visitar flores para colectar alimento, de ahi que se les conozca como
antdfilos (Anthophila); “que aman las flores”. Las abejas pueden localizarse en todos los
continentes, excepto en la Antartida; dondequiera que habiten plantas con flores. Se
alimentan fundamentalmente de polen y néctar. La especie mas conocida es la Apis mellifera,
conocida también como abeja doméstica o abeja. Esta especie es social, vive en enjambres y

en ella existen tres clases: reinas, obreras y zanganos 1.

Existen numerosos productos que se elaboran en las colmenas: jalea real, miel, polen (pan de
abejas), propdleos y cera. Los primeros son utilizados directamente para su alimentacion, el
propoleos como material de defensa y la cera como material de construccion. De los

productos para la alimentacion, el que se produce en mayor cantidad es la miel 3.

Las mieles se clasifican desde varios puntos de vistas, por ejemplo, tomando en consideracion
su color pueden ser claras, ambar claro, oscuras etcétera. Segun su origen pueden

considerarse como uniflorales, multiflorales, de mielada *.

La adulteracién de las mieles ha sido un grave problema al cual se ha enfrentado el hombre
histéricamente y hasta la actualidad. Por eso numerosas organizaciones mundiales y de forma
particular en la mayoria de los paises, han creado un conjunto de reglamentaciones, para
declarar como aptas para la comercializacién y el consumo a las mieles. Estas consisten en
evaluar un conjunto de pardmetros que demuestren la autenticidad de las mismas y que
conllevan a determinaciones fisico-quimicas y quimicas. También permiten evaluar la edad

y estabilidad de las mismas °.

La miel es conocida por sus propiedades nutricionales, y posee, entre otras, actividad
antiinflamatoria y analgésica debido a su composicion quimica. Esta varia dependiendo de

la fuente del néctar, el clima, la ubicacidn geografica de las colmenas y la especie de la abeja.

14



Dentro de su composicion se encuentran enzimas, proteinas, aminoacidos, acidos organicos,

vitaminas y minerales °.

La composicion quimica de la miel ha sido estudiada utilizando métodos analiticos
instrumentales convencionales y de alta precision, siendo los més utilizados los métodos
cromatograficos (CLAE) y espectroscdpicos. Esto ha permitido conocer la composicién
quimica de la miel de diferentes paises, tomando estos como referente para el estudio de la

composicion quimica de otras mieles "8,

Estudios actuales mencionan que la miel también ejerce propiedades antibacterianas, anti
mutagénicas, anticancerigenas e inmunosupresoras encargadas de fortalecer y proteger al

sistema inmunitario °.

Segun estudios realizados desde el 2012 hasta el 2016, la exportacion de mieles en el Ecuador
ha generado muchas ganancias. Son varios los paises que importan la miel, siendo Estados

Unidos el principal consumidor de mieles ecuatorianas °°,

Tomando en consideracion todos los aspectos presentados, se impone la necesidad de
desarrollar estudios de caracterizacion de mieles del Ecuador por lo que en este trabajo se

propone:

15



PROBLEMA CIENTIFICO

¢Existen variaciones en las propiedades fisico-quimicas, quimicas y bioldgicas de las
mieles cuando son colectadas en diferentes entornos geogréficos?

HIPOTESIS
Las diferentes localizaciones geogréficas de las mieles condicionan diferencias en las

propiedades fisico-quimicas, quimicas y bioldgicas de las mismas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar propiedades fisico-quimicas, quimicas y biologicas de mieles de abejas de la especie
Apis Mellifera Africanizada, de diferentes entornos geogréaficos, a traves de métodos
recomendados en la literatura especializada, para la determinacion de semejanzas y

diferencias entre ellas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Establecer parametros fisico-quimicos de las muestras objeto de estudio.
2. Aplicar métodos para la determinacién de la composicién quimica presente en las
muestras de mieles.

3. Examinar la capacidad secuestradora de radicales libres de las muestras.

16



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Produccién de miel en Ecuador

El Ecuador es un pais que se dedica mayormente a la produccion agricola y a la
acuacultura. Sin embargo, la exportacion de mieles de abeja, se ha impuesto al ser un

producto con mucha demanda en el mercado europeo y estadounidense °.

Segun estudios realizados desde el 2012 hasta el 2016, la exportacion de mieles en el Ecuador
ha generado muchas ganancias. Son varios los paises que importan la miel, siendo Estados

Unidos el principal consumidor de mieles ecuatorianas 1%,

Estudios afirman que la obtencion de la miel proviene mayormente de la apicultura
transhumante entre la costa y la sierra, el cual es el traslado de la colmena de una localizacion

a otra 1011,

La mayoria de los apicultores artesanales distribuyen sus productos en mercados regionales
y nacionales y para su autoconsumo. En cuanto a los materiales que estos poseen para la
obtencion de miel, muchos cuentan con salas de cosecha propias, en cambio los apicultores
gue no tienen la maquinaria necesaria, emplean un método mas artesanal el cual consiste en

el escurrimiento de los panales desoperculados 1112

1.2 Generalidades de la miel de abeja

La miel, desde tiempos ancestrales, ha formado parte de la vida del ser humano. Ha sido
reconocida por sus propiedades curativas y nutricionales 3. En las etapas iniciales de la
comercializacion de las mieles, estas eran producidas por abejas de la especie Apis mellifera
(europea); sin embargo, al decursar del tiempo, estas se han mezclado con otras subespecies,
en particular la Apis mellifera scutellata, de origen africano. Esta hibridacion (abejas
africanizadas) se desarroll con vistas a generar especies con mayor reproductibilidad asi

como mayor produccion de miel 14,
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Existen indicios que en 1956 se introdujeron las primeras abejas africanas al continente
sudamericano, con el fin de adaptar estas dos especies de abejas (Apis mellifera europea y
Africana) y generar una mejor adaptacion de las mismas al clima tropical, lograr mayores
niveles de reproduccion entre ellas, asi como una productividad mayor de miel 2. El pais
donde se produjo esta introduccién fue Brasil, que contiene abundante flora y vegetacion
exuberante. En esta region se acoplaron rdpidamente a sus condiciones climéticas y entorno

geogréafico, ocurriendo la hibridacion de las mismas 2,

La miel es una sustancia viscosa, gelatinosa, formada a partir del néctar de flores, secreciones
de plantas silvestres vivas y excreciones de animales colectores de néctar. Estas son
recolectadas, transformadas, deshidratadas y almacenadas por las abejas en colmenas, para

la obtencion y posterior maduracion de la miel 12152,

Existen numerosas variedades de miel que se caracterizan y se diferencian por una serie de
rasgos, entre los que se encuentran: olor, sabor, pH, humedad. Estos varian y dependen del
habitat de las abejas, de las diferentes fuentes de plantas, flores, asi como la zona (suelos),
clima y entornos geogréaficos donde la abeja visita y recolecta el néctar necesario para la
produccion de miel. También los métodos de recoleccion que utilizan los apicultores influyen

en las caracteristicas de las mieles 1718,

1.3 Propiedades fisico-quimicas de la miel de abeja.

Las propiedades fisico-quimicas, al igual que la calidad de la miel y sus componentes
dependen especificamente del entorno geografico, suelos, condiciones climaticas, plantas
silvestres y flores nativas de cada region, entre otros 8,

Los parametros fisico-quimicos que se las determinan a las mieles para evaluar su calidad o
para clasificarlas son: contenido de humedad, indice de refraccion, densidad, pH,
conductividad, cenizas totales, entre otros. El anexo 1 muestra la informacion de los
parametros que constituyen controles de calidad de las mieles, asi como los limites

establecidos en algunas normativas.

18



1.3.1 Color

El color de la miel depende de muchos factores, como es el origen botanico, la composicion
floral, la época de recoleccion y el almacenamiento, la edad de la miel, entre otras *°. La miel
posee una variedad de tonalidades, desde los més claros hasta oscuros como &mbar y marron

oscuro 1920.21,

Estudios afirman que la presencia de cantidades mayoritarias de flavonoides y fenoles totales
son los responsables del color mas oscuro en mieles 22. Otros plantean que son los minerales
los responsables o que es la presencia de hidroximetilfurfural, o que son las proteinas 2. Por
otra parte, se considera que las variaciones en el color de la miel son debido a la presencia de
pigmentos (carotenoides, clorofilas y xantofilas) y que son estos los que diferencian entre
una miel clara y otra oscura 2224, En muchas ocasiones, si las colmenas son muy viejos u
oscuros, aumentan el color natural de la miel, al disolverse en ella los pigmentos retenidos
en las celdas 2. Por tanto, tomar en consideracion el color de las mieles como parametro
determinante del origen boténico y geografico de las mieles es controvertido dada su

naturaleza multifactorial .

Paralelamente a la descripcion del color en términos sensoriales, la clasificacion de las mieles
segun esta propiedad se realiza mediante el comparador colorimétrico visual “Pfund”,
atendiendo a una escala que comprende los colores desde el blanco agua hasta el ambar

oscuro tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Diferentes tipos de color en miel segun la escala mm Pfund.

Valores mm Coloracion
0-8mm blanco agua
9-17mm blanco extra
18 - 34 mm blanco
35-48 mm ambar extra claro
49 - 83 mm admbar claro
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84 - 114 mm ambar

> 114 mm ambar oscuro

Fuente 2324

1.3.2 Contenido de humedad

El contenido de humedad se define como la cantidad de agua que presenta una muestra
(miel). Es uno de los indicadores de calidad méas importantes que se exigen para las mieles,
dado que un alto contenido de agua provoca la aparicion de procesos fermentativos en las
mismas. Los valores que se exigen en cuanto al contenido de humedad en las mieles se
encuentran entre un 13 y un 25,4 %, existiendo algunos paises que exigen s6lo valores

menores al 20% 2526:27,

Los factores que fundamentalmente inciden en los contenidos de agua en las mieles son la
falta de maduracion de las mismas y los problemas tecnoldgicos durante su recoleccién, en
particular los envases, que juegan un papel preponderante dado la alta higroscopicidad de las
mieles 2. La humedad ambiental también es un factor que incide en este parametro 2. La

tabla 2 muestra la relacién existente entre estos.

Tabla 2. Relacién entre los valores de humedad ambiental y contenido de humedad en

las mieles.
Humedad relativa Contenido de agua en la miel
(%) (%)
50,0 15,9
55,0 16,8
60,0 18,3
65,0 20,9
70,0 24,2
75,0 28,3
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80,0 33,1

Fuente 3031

1.3.3 indice de refraccién

El indice de refraccion es una magnitud relacionada indirectamente con el contenido de agua
de las mieles, siendo esto el valor mas preciado que se le da a este pardmetro.

Los valores més frecuentes de indice de refraccion en mieles, oscilan entre 1,4861 y 1,5044
para mieles florales 2°. A mayor contenido de sélidos (menos agua), aumenta el valor de los
indices de refraccion. Este parametro no esta relacionado con el origen botanico de las mieles.
El anexo 2 muestras la relacion entre el contenido de agua en las mieles y el indice de

refraccion a diferentes temperaturas.

1.3.4 Densidad

La densidad en las mieles constituye un pardmetro de calidad para las mismas. Los valores
establecidos para este parametro oscilan entre 13900 y 14220 Kg/m®. Es un parametro que
se encuentra muy relacionado al por ciento de humedad y la viscosidad. Las mieles con un
mayor por ciento de agua presentaran menores valores de densidad relativa y menor

viscosidad 2.

1.3.5 pH

El pH que normalmente se encuentra en la miel es acido. Los componentes quimicos a los
cuales se les atribuye la acidez en las mieles son fundamentalmente los acidos organicos y
en menor cuantia las vitaminas. Depende especificamente de la flora nativa de cada region y

entorno botanico 2133,

El rango de pH de las mieles florales oscila entre 3,2 y 5,5 1°. La acidez en la miel contribuye
a la actividad antimicrobiana, pues a bajos valores de pH, se inhibe el crecimiento bacteriano
32 Estos bajos valores de pH también contribuyen a aumentar la compatibilidad de la miel

con productos alimenticios *.
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1.3.6 Conductividad eléctrica

La conductividad es un parametro que, desde el punto de vista experimental, resulta muy
sencillo de determinar. Sus valores, en el caso de las mieles, estdn muy relacionados con el
contenido de minerales, con la acidez de las mismas (presencia de &cidos organicos e
inorganicos) y con la presencia de proteinas, azticares complejos y polioles 2. Por tanto, esta
estrechamente vinculado con las especies vegetales que visitan las abejas y los suelos donde

éstas se desarrollan 3%,

Aunque en la actualidad no constituye un parametro de calidad dentro de las normas INEN
%, otras normativas internacionales (Codex Alimentarius) %, si la toman en cuenta, e incluso
proponen tomar en consideracion este parametro y sustituir la determinacion de cenizas 2’
Actualmente este parametro se utiliza para identificar mieles uniflorales por lo que se esta
insistiendo en que su determinacion se incluya dentro de los pardmetros de calidad. Se
propone que las mieles florales y sus mezclas tengan valores de conductividad eléctrica
menores de que 0,8 mS.cm™y que las mieles de mielada y de castafia posean valores mayores

(hasta 2,17 mS.cm™?) 23.29.38,

1.3.7 Cenizas totales y minerales

El contenido de cenizas totales o también conocido como contenido de minerales en las
mieles no debe sobrepasar el 0,6 %. Esta relacionado con el tipo de miel, contenido en polen
y solidos insolubles, lo cual a su vez estd muy relacionado con el método de extraccion que

se utiliza. Este aspecto se acrecienta en la medida en que la miel es mas viscosa 2>2°.

Los minerales que con mas frecuencia se encuentran en las mieles son: calcio, potasio, cobre,
sodio, fésforo, hierro, magnesio, manganeso, entre otros; siendo el potasio el mas abundante
23,39.4041 'Estos provienen del terreno donde habita y se desarrolla la planta de donde se obtuvo
la miel; por lo que, si la miel es de la misma especie floral, pero proviene de terrenos

diferentes, puede tener elementos minerales diferentes o al menos en cantidades diferentes
12

Algunos autores relacionan este parametro con el valor nutricional de las mieles (a pesar del
bajo por ciento de cenizas y minerales que poseen) y con el color de las mismas. Se plantea

que las mieles méas oscuras presentan un mayor contenido de minerales y por tanto mayor
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valor alimenticio que las mieles mas claras. La presencia de potasio lo relacionan ademas

con la accion bactericida que poseen las mieles 42,

1.4 Composicién quimica

La miel es una disolucién que esta formada principalmente por glucosa y fructosa (alrededor
del 70 %) “2. En ella también se encuentran presentes otros carbohidratos en forma de
monosacaridos y disacéaridos fundamentalmente, entre los que se encuentran: maltosa,
sacarosa, turanosa, isomaltosa. La presencia de cantidades excesivas de azucares en la miel,
significa una adulteracién en su composicién quimica, debido a jarabes, jaleas, miel de cafia

0 una sobrealimentacion de las abejas, lo que presenta un valor excesivo de sacarosa (>8%)
43

Adicionalmente se pueden encontrar proteinas, aminoacidos, enzimas, acidos organicos,
compuestos de naturaleza fendlica, minerales, vitaminas y otras sustancias *>#4. La tabla 3

muestra la composicién quimica general que presenta las mieles.

Tabla 3. Composicion quimica general que se presenta en las mieles de la especie Apis

mellifera.
Compuesto o familia Por ciento (%)
Fructosa 32-44
Glucosa 2338
Agua 12 - 23
Sacarosa 27 - 36
Proteinas y enzimas 01-0,5
minerales y vitaminas 0.02-1
Fuente 45,46, 19,31, 23,47
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La composicion quimica de la miel varia dependiendo de la zona geogréfica, el clima, la
vegetacion, el suelo, las diferentes clases de plantas que la abeja recolecta, el néctar y
secreciones de plantas vivas “8. Sin embargo, se ha reportado la presencia de algunos
metabolitos con cierta frecuencia, entre los que se encuentran los acidos caféico, galico,
flavonoides como acacetina, hesperidina, rutina ademas tocoferoles, acido ascorbico, &cidos
amino, entre otros “>°. Existen reportes que plantean la presencia en las mieles de: biotina,

polifenoles, acido folico, tiamina y niacina *°.

1.5 Métodos de deteccion y cuantificacion de fenoles

Los compuestos fendlicos constituyen componentes minoritarios (%) de las mieles. Su
contenido varia significativamente dependiendo de la flora y vegetacion de cada region, por
lo que en ocasiones se han utilizado para determinar el origen geografico de las mieles °.
Los compuestos fenolicos estan presentes en pigmentos vegetales y floraciones, siendo estos
los responsables de su presencia en las mieles 2. El anexo 3 muestra algunos de los

compuestos fenolicos identificados en estas.

1.5.1 Cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE)

Existen varias técnicas aplicadas al estudio de la composicion quimica de las mieles. La
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), es la técnica mas usada para la
determinacion y cuantificacion de compuestos quimicos en mieles, ya que brinda resultados
puntuales y precisos /3. Con esta técnica se logran obtener los diferentes compuestos
fendlicos que se encuentran en las mieles, separando cada uno de los componentes
detectados. Los detectores mas usuales empleados son detectores UV, detector de indice de

refraccion y a partir de espectrometria de masas (EM) 4545,

1.5.2 Cromatografia gaseosa (CG)

La cromatografia de gases (CG), al igual que la CLAE, también brinda resultados cualitativos
y cuantitativos, separa los compuestos exactos de mezclas e identifica el peso molecular de
cada compuesto y algunas caracteristicas estructurales derivadas del analisis de sus
fragmentaciones. Para esta técnica se debe derivatizar la muestra previamente para poder

detectar los compuestos fendlicos *2.
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1.5.3 Cromatografia en capa delgada (CCD)

La cromatografia en capa delgada (CCD) también ha sido una técnica muy utilizada en el
estudio de la composicion quimica de las mieles mediante el uso de diversas fases moviles 'y
reveladores. La determinacion de los pigmentos de las mieles ha sido uno de las aplicaciones
que ha tenido la CCD. El estudio de la composicion de carotenoides, clorofilas y xantofilas,
responsables, entre otros de las coloraciones de las mieles, se han desarrollado utilizando
CCD preparativa con posterior analisis en un espectrofotdmetro ultravioleta UV %

Dentro de los métodos utilizados para cuantificar compuestos fenolicos se encuentra el
método de Folin - Ciocalteu. Este método se basa en observar la absorbancia a 765 nm del
producto de la reaccidon que se produce entre la muestra, el reactivo de Folin - Ciocalteu
(mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato) y carbonato de sodio, luego de dos horas de
reaccion. Los resultados que se obtiene a partir de este método se expresan como equivalentes
a &cido galico, previa realizacion de una curva de calibracion con dicha sustancia. Los
resultados que se obtienen al aplicar este método ha sido cuestionado por algunos autores,
sin embargo, otros plantean excelentes correlaciones en los resultados obtenidos sobre todo

para muestras del mismo tipo 5",

1.6 Usos — propiedades de las mieles

Durante mucho tiempo las mieles han sido utilizadas simplemente como alimento, no fue
sino hasta el afio 1500 A.C que descubrieron su poder medicinal. La miel se distingue por
poseer muchas propiedades terapéuticas, de las cuales la mas importante es la cicatrizacion
de heridas *°. Para ello, colocaban directamente la miel en la herida y ésta actuaba de manera
rapida, logrando en poco tiempo que la herida sanara. Esto se debe a que posee actividad
antimicrobiana, debido a que en su composicidn se encuentran enzimas que son propias de
las abejas que impiden el crecimiento de las bacterias °°°. También contribuyen su capacidad
antioxidante y su capacidad antiinflamatoria. Esta Ultima se justifica por varios mecanismos
entre los que se encuentran: infiltracidn de leucocitos, produccidon de citogquinas inflamatorias
e inhibicion de produccion de dxido nitrico y fagocitosis. Existen numerosas referencias que
plantean que las mieles poseen muy buena actividad antioxidante, en particular su
contribucion a la eliminacion de radicales libres, lo cual evita el envejecimiento prematuro y

numerosas enfermedades degenerativas °.
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Actualmente se ha demostrado que la miel es capaz de actuar sobre mas de sesenta bacterias
tanto gram positivas como gram negativas, por lo que al momento de actuar como cicatrizante
logra en el paciente que la herida quede libre de hedor, humedad, incita el desarrollo del

tejido y reduce el edema °,5L,

Gracias a su potente accién como antioxidante, se pueden prevenir multiples enfermedades,
como problemas en el sistema circulatorio y desordenes inflamatorios. Ayuda ademas al
sistema inmunitario, por ende, es recomendado para curar otras enfermedades como la gripa,

resfriados, inflamaciones a la garganta, etc .

Hoy en dia la miel ademas de uso médico, se la adiciona en los diferentes alimentos que
consumimos a diario, ya sean tés, cereales, etc. Se lo hace con el fin de evitar la azlcar

refinada debido a la capacidad que tiene la miel como edulcorante °*.

Todos los componentes que posee la miel forman una fuente primordial de barrera contra
enfermedades, pudiéndose utilizar como antiinflamatoria, anti flngica, antimicrobiana y
antioxidante. También se aprovechan por sus propiedades nutricionales, vitaminicas. La

combinacion de sus efectos, ayudan a la mejora de la calidad de salud ©*.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Recoleccion y procesamiento de la muestra.

Las muestras de mieles que fueron objeto de estudio en este trabajo se colectaron en la
provincia de EL Oro, Ecuador. La muestra 1 se obtuvo del canton Zaruma, parroquia

Guizhaguifa y la muestra 2 se adquirio del cantdn Santa Rosa, parroguia La Avanzada.

Ambas mieles se elaboraron por abejas de la especie africanizada. La muestra 1 fue colectada

en el mes de julio del afio 2018 y la muestra 2 en febrero del 2019.

Ambas muestras fueron obtenidas previo proceso de des operculacion de los panales. En la
muestra 1, el método de extraccion fue por escurrida mientras que la muestra 2 fue mediante
centrifugacion y posterior filtracion a través de un colador artesanal. Las mieles fueron
almacenadas en recipientes correctamente cerrados y a temperaturas de alrededor de 24

grados Celsius.

2.2 Parametros quimico-fisicos

Los parametros quimico-fisicos que se evaluaron en las muestras de miel fueron: color,
contenido de humedad, indice de refraccion, densidad, grados Brix, % de azlcar
invertida, pH, conductividad y cenizas totales. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

2.2.1 Determinacion de color

La determinacidn del color se desarroll6 mediante el procedimiento descrito por White, 1984
62 63 Se prepard una disolucion al 50% de miel en agua destilada, se filtro por papel de filtro
de filtracion lenta y se midié la absorbancia a partir de la lectura a 650 nm en un
espectrofotometro (THERMO SCIENTIFIC EVOLUTION 201/220 UV-VISIBLE
SPECTROPHOTOMETERS). La conversion a la escala de Pfund se realizd a partir de la

aplicacion de la siguiente formula 24,

mmPfund = -38,70 + 371,39 . abs 650 nm
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2.2.2 Contenido de humedad, indice de refraccion, grados Brix y por ciento de

azUcar invertido

El contenido de humedad, el indice de refraccion, los grados Brix y el por ciento de azucar
invertido se determinaron directamente sobre la miel (una gota). Los valores de cada uno de
estos parametros se obtuvieron a partir de la informacion directa en el display de un
refractometro de marca (ANTON PAAR ABBETMAT 200).

2.2.3 Determinacién de densidad

En cuanto a la determinacidon de la densidad, esta se realizd con la ayuda de un picnémetro.
Se realizaron tres pesadas en una balanza (RICE LAKE TA-220), la primera al picnémetro
vacio, la segunda al picnémetro con agua destilada y finalmente al picnémetro con cada una

de las muestras. Los calculos se desarrollaron a partir de la siguiente ecuacion ®*:

D dad = M3 — M1
ensiaad = M2 — M1

Donde:

m1= Picnémetro vacio

m2= Picndmetro méas agua destilada

ms3= Picndmetro mas muestra

2.2.4 Determinacion de pH y conductividad eléctrica

Para las mediciones del pH y de la conductividad eléctrica se prepar6 una disolucion a partir
de 10g de miel y 75 ml de agua destilada. Se utiliz6 un potenciometro multiparamétrico
(BANTE 900P) vy se realizo la lectura a una temperatura de 24,6 °C.

El valor de conductividad obtenida bajo esas circunstancias, se multiplico por 1,50 para
hacerlo equivalente a la conductividad de una disolucion de miel al 20% en materia seca. Se

expreso en mS.cm-* %,
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2.2.5 Determinacioén de cenizas totales

La determinacion de cenizas totales se realizd mediante método gravimétrico. Se calentaron
previamente los crisoles en una estufa (MEMMERT a 110°C). Se dejaron enfriar hasta
temperatura ambiente, y se pesaron 5 gramos de cada muestra en la balanza analitica descrita.
Se calcinaron en la plancha de calentamiento (UMCO UMO0537) vy, posteriormente se
introdujeron a la mufla (MAGRICO 007) a una temperatura de 650 °C por dos horas. Se
enfriaron posteriormente en desecadoray se pesaron en la balanza analitica. El procedimiento
de la introduccién en la mufla, el enfriamiento y la pesada se repitié hasta peso constante

para ambas muestras.
El porcentaje de cenizas totales se calculd mediante la siguiente formula 2°.

peso en g (crisol + ceniza) — peso en g (crisol vacio) 100
*

% Cenizas =
peso de la muestra

2.3 Determinaciéon de minerales

Se determin6 mediante las normas establecidas por el Laboratorio Nemalab S.A. Utilizando
la técnica de digestion por via himeda con mezcla de acido nitrico y perclérico para la

determinacion de los minerales K, Ca, Mg, Zn, Cu, Fe, Mn, y Na.

En el caso del fosforo su determinacion se realizd, mediante la técnica de espectrofotometria
UV vy finalmente para la determinacion del nitrégeno total por microkjeldahl utilizando

también espectrofotometria UV.

2.4 Cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE-EM)

Se prepar6 1L el agua acida con un pH de 2, posteriormente se pesaron 100 g de cada una de
las muestras de miel y se diluyeron con 500 ml de esa agua. Se filtré esta dilucion con papel
filtro y micro filtros de 0,2 y 0,45 um, eliminando toda presencia de impurezas mecanicas en

las mieles.

Se procedié a colocar las muestras sobre columnas RP-18, previamente acondicionadas,
primero con metanol y después con agua acida. Una vez colocadas, la elusién se desarrolld

primero con agua acida seguido de agua ultrapura. Finalmente, se eluyeron las columnas con
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metanol y las fracciones metandlicas se concentraron en un rotaevaporador (HEILDOLPH —
LABORATA 2001) hasta sequedad. Todos los disolventes utilizados fueron grado CLAE.

2.5 Cuantificacion de compuesto fenolicos

Para la cuantificacion de compuestos fenolicos se prepard una disolucién al 20% utilizando

2 g de miel para cada muestra.

curva de calibracion se realiz6 a partir del &cido galico a concentraciones 0,1; 0,3; 0.5; 0.7y

0,9; se trabajaron por triplicado cada una de las muestras de miel.

2.5.1 Preparacion del patron

Para el ensayo se tomaron 50 pL de disolucién madre de miel o patrén, luego se tomaron 2,5
mL de Folin-Ciocalteu y por Gltimo 450 pL de agua destilada, esta mezcla se agité en el
Vortex (THERMO SCIENTIFIC FISHERBAND), una vez agitado se dej6 en reposo durante

5 min.

A esta mezcla se adicionaron 2 mL de Na>COs, asi mismo se agito en el Vortex y se espero
a que reposara por 2 h. La lectura de la absorbancia fue medida a 765 nm en un

espectrofotometro descrito en el acapite 11.2.

2.6 Determinacidn de la capacidad antioxidante por DPPH

La determinacion de la capacidad antioxidante presente en las muestras de miel se realizé
mediante el método modificado de Brand-Williams %. Para ello se prepard una disolucion
madre al 20% m/v y de la misma manera una dilucién del DPPH. Para esta ultima se pesaron

0.0018 g en la balanza analitica y se disolvieron con 50 mL de etanol.

Se trabajé por triplicado, para ello utilizamos 8 tubos de ensayo, 6 con las muestras,
reaccionando 100 pL de disolucion madre y 3,9 mL de DPPH, mientras que para el control
de DPPH se agreg0 en el tubo 3,9 de DPPH y 100 pl de etanol. Como blanco se utilizaron
100 pL disolucion madre y 3,9 mL de etanol.

Con la ayuda de un vortex se homogeneizaron las diluciones y se almacenaron en la
oscuridad, a temperatura ambiente por un tiempo, limite de 30 min. Finalmente se midid la

absorbancia a 517 nm en el un espectrofotometro UV.
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La formula utilizada para determinar el % de captacion de radicales libres fue:

1— (A1 - A2)
%DPPH = o X100 =

Donde:
Ao= Control de DPPH
A1= Absorbancia de las muestras

A2= Blanco

2.7 Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizd con la ayuda del programa estadistico
Statgraphics Centurion version XVI.I. Se aplicé un Andlisis de Varianza unifactorial
(ANOVA SIMPLE). Ademaés, se establecio la media y desviacion estdndar mediante el

programa IBM SPSS Statistics version 22.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacion de los pardmetros fisico-quimicos se desarrollo a partir de la evaluacion
de: color, porcentaje de humedad, indice de refraccion, densidad, grados Brix, por ciento de
azucar invertido, pH, conductividad y cenizas. Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 4.

Tabla 4. Resultados correspondientes a las determinaciones de los parametros quimico-
fisicos ensayados.

Media + Desviacién Estandar

Parametros

Color

Humedad

Indice de

refraccion
Densidad relativa
°Brix
Azlcar Invertida
pH

Conductividad
Eléctrica

Cenizas Totales

M1 (Zaruma)

46,5760 a = 0,9980

20,0433% a + 0,3164

1,4846 a + 0,0006

1461 Kg/m*a + 0,0000

78,1067 a + 0,1941

+

80,2300 a + 0,3235

3,9693 a = 0,0023

0,7975 mS.cm-1a = 0,0023

0,2140 a + 0,0459
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M2 (Santa Rosa)

52,2315a+ 0,9411

19,2200% b + 0,2357

1,4870a + 0,0017

1423 Kg/m®b + 0,0002

+

78,8967 a + 0,4389

+

81,1233 b + 0,2684

4,0317 b = 0,0064

0,7080 mS.cm-1b + 0,0040

0,1893 a = 0,0040



Nota: los parametros que presentan la misma letra (a), no presentan diferencias
estadisticamente significativas.

Como se observa en la tabla 4 la miel procedente de Santa Rosa presenta mayor valor de
milimetros (mm) de Pfund que la miel procedente de Zaruma. Estos mm, equivalen a
clasificar la miel M1 como ambar extraclara y la M2 como ambar claro 244, Se pudo
constatar que la muestra zarumefia resulta mas trasltcida (menos particulas en suspension)
que la muestra procedente de Santa Rosa (més opaca), lo que podria incidir en las diferencias
de absorbancia. Se conoce que las particulas en suspension provocan dispersion de la luz y
de esa forma pueden influir en los valores de absorbancia 2. Se recomienda obtener los
valores para este parametro a partir de otros métodos, para de esa manera asegurar la
veracidad de los resultados . La diferencia observada para este parametro resulta légica
dada la condicidén multifactorial que presupone el color de las mieles. Las diferencias podrian

estar dadas por diferencias en cuanto a %%,

e Origen floral y por tanto contenido de flavonoides, contenido de carotenoides,
xantofilas y clorofilas.

e Contenido de minerales, lo cual esta relacionado con el tipo de suelo.

e Contenido de sustancias de naturaleza proteica, incluidos los granos de polen.

e Tiempo desde la recoleccion (edad).

e Conservacién y almacenamiento.

e Tipo de madera utilizada para las cajas donde se disponen los panales.

Este pardmetro no se encuentra normado, solo se utiliza para clasificar las mieles y por
razones estrictamente comerciales, aunque algunos autores recomiendan incluirlo dentro de

las normas 8,

Las normas internacionales establecen que el contenido de humedad de las mieles debe
encontrarse entre el 13 y 25,4% (anexo 1). Como se puede observar, ambas muestras se
encuentran dentro de los limites establecidos, aunque la miel originaria de Santa Rosa
presenta un valor de humedad menor que la procedente de Zaruma. Para el caso particular de
las normas INEN, ambas mieles cumplen con los valores normados para este parametro, sin
embargo, se clasifican de manera diferente. La miel procedente de Santa Rosa seria una miel

tipo I pues su % de humedad es menor al 20%. Por otra parte, la miel procedente de Zaruma
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seria una miel tipo 11 pues su % de humedad se encuentra entre 20 y 23%, aunque en el limite

inferior (anexo 1).

El parametro analizado cumple con lo normado, aunque las diferencias obtenidas para ambas

muestras resultaron significativas desde el punto de vista estadistico.
Esto podria sustentarse por varias causas:

e Lahumedad ambiental es elevada para ambas regiones (entre 70 y 90% para la region
de la costa ecuatoriana), aunque no es exactamente la misma.

e La manipulacién durante el proceso de extraccion por parte de los apicultores (grado
de operculacién del panal, grado de madurez de las mieles, método de extraccién y
procesamiento) fue correcta, pero diferente.

e El sellado de los envases de las muestras fue adecuado, pero tampoco fue igual para

ambos.

Se debe aclarar que, aunque ambas mieles cumplen con lo normado por el INEN, algunos
paises no aceptan mieles que posean una humedad superior al 20% de contenido de agua, por
lo que la miel procedente de Zaruma seria rechazada 6. Esto es muy importante pues la
cantidad de agua que presente una muestra de miel tributa directamente a la posibilidad de
contaminacion microbioldgica y la consecuente fermentacion de la misma, contribuyendo
ademas a la variacion de otros parametros de calidad como la viscosidad, la densidad y el
indice de refraccion. También esto tributaria en un dafio econémico importante para el

apicultor.

Respecto a los valores obtenidos para el indice de refraccion, se puede observar en primer
lugar, que no existen diferencias estadisticamente significativas para ambas muestras de miel.
En ambos casos los valores se encuentran dentro de los esperados dados los por cientos de
humedad que mostraron (1,4860 para un 20,2% de agua reporta la literatura %, anexo 2). Este
parametro no constituye un requisito de calidad de acuerdo a las normas INEN, solo es un
parametro de caracterizacion de las mismas; sin embargo, si lo es para otras normas
internacionales. Los valores obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos

(anexo 1).
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La mayoria de los autores y las normas plantean que la densidad de las mieles debe presentar
valores entre 13900 y 14600 Kg/m3 %423, En el caso particular de las normas INEN, tienen
como requisito valores de densidad minimo de 13900 para las mieles clase | y de 13700 para
la clase Il. Las muestras trabajadas cumplen con estos requerimientos. La diferencia
estadisticamente significativa que muestran las densidades de ambas mieles y la “aparente”
contradiccion que muestran respecto a los contenidos de humedad y el indice de refraccion
nos permite sugerir errores en la determinacion de este parametro 8. ElI método utilizado
tiene muchos posibles puntos de errores al ser un metodo gravimétrico. Recomendamos
repetir el procedimiento con un mayor nimero de réplicas para poder disminuir los posibles

errores.

Respecto a los grados Brix, la literatura plantea que estos deben encontrarse entre 75y 92%
6889 Se plantea que valores menores al rango indican que la miel presenta menos viscosidad
y por tanto mayor contenido de agua *°. Si, por el contrario, los valores exceden el rango, es
indicativo de la adicion de otras sustancias. En cualquiera de los dos casos, es indicativo de
adulteracion. Valores mas elevados de grados Brix indican que la miel es méas propensa a la
cristalizacion. Como se observa, las muestras trabajadas cumplen con lo reportado en la
literatura y se encuentran mas cercanos al limite inferior lo cual sugiere que no sean

propensas a la cristalizacion, lo cual es sefial de calidad desde ese punto de vista 227071,

La mayoria de las normas establecen que el por ciento de azucar invertido en las mieles no
debe ser menor al 63% 3":"2. Para ambas muestras, los resultados que se obtuvieron cumplen

con este requerimiento.

Muchos autores plantean que el porciento total de carbohidratos en las mieles se encuentra
alrededor del 80%. De este, aproximadamente el 38% corresponde a fructosa, el 31% a
glucosa, alrededor del 1% a sucrosa y el resto a otros minoritarios. El por ciento de sacarosa
no debe ser mayor al 8% en las mieles 21725 Uno de los problemas que histéricamente se
ha confrontado en la comercializacion de las mieles es la autenticidad de las mismas. Las
adulteraciones generalmente se producen por la adicion de jarabes, jaleas, miel de cafia o una
sobrealimentacion de las abejas, lo que produce un valor excesivo de sacarosa. Se ha
recomendado entonces, no solo determinar el porciento de azlcar invertido sino ademas los

por cientos de sacarosa, de glucosa, de fructosa y la relacion fructosa-glucosa °. Por tanto,
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con la determinacion realizada, s6lo es posible afirmar el cumplimiento de las normas
respecto al por ciento de azUcar invertido, pero queda incompleto el analisis del resto de las

determinaciones.

En cuanto a los valores de pH, en este caso si se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Se observa que la miel proveniente de Zaruma mostr6 menores valores que la
procedente de Santa Rosa, aunque ambos cumplen con los rangos habituales esperados
(anexo 1). Segun la literatura, los principales responsables de los bajos valores de pH que
muestran las mieles son los acidos organicos. Los mas comunes resultan el &cido glucénico,
citrico, malico, succinico, formico, acético, butirico, lactico, oxalico y tartarico. ElI mas
abundante se plantea es el acido gluconico, derivado de la accion de la glucosa oxidasa sobre
la glucosa, por lo que se toma este como el acido predominante en la miel. Sin dudas la
diferencia de los valores de pH entre estas muestras responde a diferencias en la composicién
quimica de sustancias &cidas, lo cual a su vez responde a diferencias en la fuente botanica
desde donde se obtuvieron ambas mieles. Se debe comprobar la presencia de estos acidos en

cada una de las muestras objeto de estudio, para justificar la diferencia entre ellas.

Los valores de conductividad eléctrica, por su parte, mostraron también diferencias
significativas entre ambas mieles, tomando el mayor valor la muestra proveniente de Zaruma.
En principio podria valorarse la existencia, en esta muestra, de mayor cantidad de aquellos
elementos responsables de este parametro (minerales, acidos organicos e inorgéanicos,
proteinas, azUcares complejos y polioles). Esto también permite sugerir diferencias que
podrian estar desde el origen botanico hasta de los suelos donde estas se encuentran.
Realizando una comparacion con los valores de pH obtenidos, se puede comprobar que
también se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas y que result6 ser la miel
zarumefa la de menor valor de pH y presumiblemente la que podria tener mayor cantidad o
diversidad de compuestos acidos, condicionando, a partir de estos metabolitos, a un mayor
valor de conductividad 2°. A pesar de estas diferencias, ambas mieles muestran valores de
conductividad que cumplen con los requisitos establecidos y permiten clasificarlas dentro de
mieles de origen floral (valores de conductividad menores a 0,8 mS.cm-1).

La determinacion de cenizas se encuentra también en correspondencia con lo planteado

anteriormente. Como se describe en la tabla 4 la muestra zarumefia mostr6 mayores valores
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de cenizas que la proveniente de Santa Rosa, aunque no se evidenciaron diferencias
significativas en este caso. Estos valores permiten sugerir mayor cantidad de contenido de
compuestos de naturaleza inorganica (minerales) en la muestra proveniente de Zaruma. No
obstante, los resultados obtenidos para ambas muestras, se encuentran dentro de los rangos
establecidos para las normativas vigentes (1 % méaximo, anexo 1). Este parametro se
encuentra directamente relacionado con el tipo de suelo donde crecen las especies vegetales
que visita la abeja. A pesar de esto, y de las diferencias en cuanto a los tipos de minerales
que puedan presentar las mieles, los valores de cenizas no sobrepasan, en la mayoria de las

mieles el 0,2% 3272,

Los resultados obtenidos para las cenizas, apoyan los determinados para conductividad.
Como ya se mencion0, muchos autores relacionan los valores de conductividad con el
contenido de minerales, aunque no se descarta la influencia que podrian tener los otros

factores que influyen este pardametro.

Resumiendo, los parametros quimico-fisicos realizados permiten afirmar que ambas
muestras de mieles cumplen con lo establecido en la mayoria de las normas respecto al % de
humedad, de azucar invertido, el indice de refraccion, la densidad, conductividad eléctrica,

el pH y las cenizas.

Tomando en consideracién la relacion que guarda el contenido de minerales con algunos
parametros de calidad, con el valor nutritivo y la accion bactericida que poseen las mieles, se
desarroll6 un estudio para determinar qué minerales y en qué proporcién se encontraban en

ambas muestras objeto de estudio. Estos se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Minerales identificados en muestras de miel de Zaruma y Santa Rosa.

_ (mg/kg)
Minerales
M1 (Zaruma) M2 (Santa Rosa)
Fosforo 343,53 245,32
Potasio 925,39 489,88
Calcio 308,21 175,75
Magnesio 169,19 105,90
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Zinc 1,36 0.63

Cobre 0 0

Hierro 4,38 2,52
Manganeso 2,32 1,40

Sodio 65,70 102,24

Como se observa en la tabla 5, a excepcion del sodio, la muestra proveniente de Zaruma
presenta mayor contenido en cada uno de los minerales evaluados, con respecto a la muestra
obtenida del canton Santa Rosa, a excepcion del sodio. Esto se encuentra en total
concordancia con los parametros cenizas y conductividad, anteriormente comentados. El alto
contenido de sodio en la muestra proveniente de Santa Rosa denota una elevada salinidad en
los suelos donde crece la vegetacion que visita la abeja. Este aspecto se ha sefialado
anteriormente por otros autores “°. En nuestro caso recomendamos realizar, en estudios

posteriores, un analisis para comprobar la salinidad de los suelos.

Se ha planteado que el contenido de minerales constituye un parametro discriminatorio y de
caracterizacion para cada miel, dependiendo de la especie, el tipo de suelo y hasta el nivel de
polucidn que pueda existir en cada lugar 3. Las diferencias observadas para ambas muestras

apoyan lo planteado.

La literatura plantea que, dentro de los minerales, el mas abundante resulta el potasio y que
la cantidad de este se encuentra entre el 45 y el 85% del total de minerales 3. En ambas
mieles, el mineral mas abundante fue el potasio, constituyendo alrededor del 50% del total
de los minerales para la muestra zarumefia y el 43,6% para la proveniente de Santa Rosa.
Otros autores plantean que el contenido de potasio, en ocasiones, resulta 10 veces superior a
los contenidos de sodio y magnesio %4747 En la muestra procedente de Zaruma, el
contenido de potasio fue alrededor de 10 veces mas abundante respecto al sodio mientras que
con respecto al magnesio fue 5 veces mayor. En el caso de la muestra de Santa Rosa, esta

proporcion fue de 5 respecto a ambos minerales.
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El resto de los minerales estudiados, segun su abundancia, se ubicaron después del potasio,
el fosforo, calcio y magnesio. Los menos abundantes, por su parte resultaron el manganeso,

el hierro y el cobre, siendo este Gltimo no detectado en las muestras objeto de estudio .

Trabajos realizados con muestras de mieles multiflorales provenientes de diversos paises,
muestran una elevada diversidad en cuanto a la composicion de minerales entre ellos y con
nuestros resultados. La tabla 6 demuestra lo anterior, tomando en consideracion los minerales

mas abundantes en cada caso.

Tabla 6. Minerales mas abundantes encontrados en las muestras objeto de estudio y

reportados por algunos autores.

Localizacién de las Minerales méas abundantes (orden
muestras creciente)
Zaruma K, P, Ca, Mg
Santa rosa K, P, Ca, Mg
Brasil K, Mg, Na, Ca
Islas canarias (Tenerife y
valma) K, Na, Ca, Mg
Egipto Ca, P, Si, Mg
Grecia Ca, P, Si, Mg
Polonia K, Ca, Na, Mg
Malasia K, Na, Ca, Fe
Fuente 76, 77, 78, 39, 40

Por otro lado, en nuestras mieles, se presentan mayores contenidos de calcio, magnesio y
sodio respecto a todas las mieles mostradas y menores contenidos respecto al cobre 3%40.74.76,
Esto se puede observar en la tabla 6 y demuestra lo anteriormente comentado acerca de la
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tendencia a la tipificacion de las mieles, tomando como patrdn el contenido de minerales y
la influencia multifactorial (la presencia de estos se encuentra condicionada por la
composicion del suelo, la cual afecta a la absorcidn de los mismos por las plantas y de ahi su
paso a las mieles) que tiene este parametro y que lo hace especifico para cada muestra o

region 2,

Los minerales que comunmente presentan las mieles tienen funciones reguladoras en el
organismo y son de gran valor nutricional. También se plantea que, algunos de ellos
potencian la actividad bactericida de las mieles. Los minerales hierro, calcio, cobre,
magnesio, manganeso y zinc resultan los de mayor biodisponibilidad .

Tomando como punto de partida que las diferencias observadas entre ambas muestras en
cuanto a los valores de pH y conductividad, pueden ser causadas también por la diferencia
en el contenido de &cidos y fenoles, se determina desarrollar estudios cualitativos y

cuantitativos para valorar los mismos.

El estudio cualitativo se desarrollé utilizando CLAE acoplada a un espectrometro de masas.

Los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura 1.

Figura 1: Cromatogramas CLAE obtenidos para las muestras de mieles
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Como se observa, estos resultan muy complejos, caracterizados por un elevado nimero de
sefiales. Esta situacion se esperaba dado el origen multifloral de las mieles que se trabajan,

45 Estas sefiales deben

lo cual se encuentra descrito en la literatura especializada
corresponder con &cidos y/o compuestos fendlicos, dadas las condiciones de ionizacién
utilizadas (modo negativo), ademas del tratamiento previo realizado a las muestras, los

resultados experimentales anteriores y los reportes de estudios similares realizados en mieles
80

La identificacion se desarrollé a partir de la comparacion de los iones pseudomoleculares y
los iones fragmentos observados en sus espectros MS/MS con lo reportado en la literatura y

se resumen en las tablas 7 y 8.

Tabla 7. Compuestos sugeridos a partir del anélisis CLAE-ESI/ EM para la muestra
1.

No.| Tr Compuesto Clasificacion [M-H]- Espectros Citas
(min) Estructura (intensidad | MS/MS
relativa)
1| 1,28 acacetina flavona 283 151 81
2 | 2,36 | é&cidosiringico | é&cido fendlico 197 153 82,83
3 | 351 acido 3-O acido fendlico 353 191 81-84
cafeicoquinico 179

(clorogénico)

4 4,20 acido salicilico | &cido fendlico 137 93 85

5 | 4,22 | &cido 4-hidroxi | &cido fendlico 137 93 82,85
benzoico

6 | 7,65 acido caféico acido fendlico 179 135 81,82,85-86
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7 | 10,47 | &cido 2-hidroxi | acido fendlico 165 147 86
cindmico (fenil
lactico) o
isbmero
8 | 10,61 | &cido 2-hidroxi | &cido fendlico 165 147 86
* cindmico (fenil
lactico) o
isbmero
9 | 15,24 glicosidos glicosido de 361 199
(hexosa) del acido 155
10 | 15,44 , . L. o
acido laurico monocarboxili
11 | 16,03 co
12 | 16,34
13 [ 17,05
14 | 17,21
15 | 18,45
16 | 19,48 glicésidos glicésido de 363 201
(hexosa) del acido 139
17 | 20,84 acido sebacico dicarboxilico
18 | 21,15
19 | 21,37 tricetina flavona 301 151 84
20 | 25,02 acido laurico acido 199 181 87,88
monocarboxili 155
co
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21 | 26,43 | &cido trans-trans Acido 263 219 81
abscisico o el monocarboxili 153
isdbmero cis- co
trans
22 | 28,54 | &cido sebécico acido 201 183
dicarboxilico 139
23 | 29.22 luteolina flavona 285 213 81-83,84
151

Tr: tiempo de retencidn; *: sefial de mayor intensidad dentro del cromatograma

Como se observa en la tabla 7, en la muestra 1 se pudo sugerir la presencia de 3 flavonas, 7
acidos fenolicos, 2 acidos monocarboxilicos, uno dicarboxilico y presumiblemente 7
glicosidos isomeros del acido laurico y 3 del sebacico. Las estructuras quimicas de cada uno

de ellos se muestran en el anexo 4.

Las tres flavonas se encuentran relacionadas estructuralmente, como lo demuestra la
existencia de un mismo ion fragmento de m/z 151. Este corresponde al fragmento del anillo
A producto de la retrociclizacion tipica de los flavonoides (RDA) que apoya la identidad de
este anillo en estos tres compuestos &. La luteolina present6 ademas un ion fragmento de m/z
213 correspondiente a [M-H-CO-CQ] °6:81-83.84

Los &cidos detectados presentaron las fragmentaciones tipicas que describe la literatura para
este tipo de compuestos: pérdidas de 44 uma correspondiente a [M-H-CO2]-, de 18 uma
debido a [M-H-HO] y de 62 debida a [M-H-CO-H20]. Los acidos siringico, salicilico, 4-
hidroxi benzoico y caféico mostraron so6lo las pérdidas de 44 uma. Los acidos 2-hidroxi
cinamico (fenil lactico) o isdbmero, en cambio, presentaron la pérdida de agua, el acido laurico
presentd * la pérdida simultanea de ambas moléculas ademas de por 44 uma y el sebacico

ademas de esta Gltima, la de agua 8828586,

Los glicosidos del laurico y el sebacico se comportaron como sus agliconas correspondientes,
mostrando adicionalmente la pérdida de 162 uma presumiblemente de una hexosa [M-H--
C6H1005] 8788,
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El &cido 3-O cafeicoquinico, se caracterizO por presentar dos iones fragmentos que se
identificaron como m/z 191 [M-H-H20]- y m/z 179 (resto de &cido cafeico a partir de
reordenamiento de McLaffertty). El &cido trans-trans abscisico o el isbmero cis-trans, por su

parte, mostraron los iones fragmentos m/z 219 [M-H-CO2] y m/z 153 [M-H-C6H602]- 8
84,90,91

Tabla 8. Compuestos sugeridos a partir del anélisis CLAE-EM/ESI para la muestra 2.

No| Tr Compuesto Clasificacion [M-H]- Espectros | Citas
(min) Estructura (intensidad | MS/MS
relativa)
1 | 240 acido 3,4- acido fendlico 153 109 81,8285
dihidroxi
benzoico (&cido
protocatético)
2 | 10,57 | &cido 2-hidroxi acido fendlico 165 147 86
cinamico (fenil
lactico) o isbmero
3 | 13,95 rutina, glicosido de 609 301 81-84
hesperidina o flavonol
hesperitina (quercetina)
4 | 15,26 glicosidos glicosido de 361 199
(hexosa) del acido acido 155
5 | 1544 L -
laurico monocarboxilico
6 | 16,03
7 | 17,05
8 | 17,21
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9 | 17,33
*
10 | 18,34
11 | 18,4
*
12 | 19,38 glicosidos glicésido de 363 201
(hexosa) del acido acido 139
13 | 20,84 . ) -
sebécico dicarboxilico
14 | 21,15
15 | 25,05 acido laurico acido 199 181 87,88
* monocarboxilico 155
16 | 28,54 acido sebéacico acido 201 183
dicarboxilico 139

Tr: tiempo de retencion; *: sefiales de mayor intensidad dentro del cromatograma

En la muestra procedente de Santa Rosa se lograron sugerir 16 compuestos: 2 acidos
fenolicos, un glicésido de flavonol, 1 acido monocarboxilico, uno dicarboxilico y
presumiblemente 8 glicosidos isémeros del acido laurico y 3 del sebécico. De estos, solo 2
resultan diferentes a los sugeridos para la muestra 1, el &cido protocatético y el glicésido de

flavonol. Las estructuras quimicas de cada uno de ellos se muestran en el anexo 5.

Los &cidos laurico, sebécico, sus posibles glicdsidos y el &cido 2-hidroxi cinamico (fenil
lactico) o isbmero, se comportaron de manera semejante en cuanto a Tr y fragmentaciones

constatadas respecto a la primera muestra.

El acido protocatético mostro la pérdida de CO2 caracteristica de acidos carboxilicos, [M-H-
CO2]- y para el glicésido del flavonol se sugieren tres compuestos que pierden 162 uma
correspondiente a una hexosa [M-H-C6H1005], obteniéndose un ion fragmento de m/z 301
uma. Esto sugiere como aglicon un flavonol de con ese valor para el [M-H]-, tal y como lo

presentan la rutina, la hesperidina o la hesperitina 8848 (anexo 5).
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Las principales diferencias, tomando como base principalmente los compuestos sugeridos,

estuvieron en:

e La presencia, para la muestra 1, de tres flavonas (acacetina, tricetina, luteolina) y los
acidos siringico, 3-O cafeicoquinico, 4-hidroxi benzoico, caféico, fenil l4ctico,
salicilico y trans trans abscisico (cis trans), que no se detectaron en la muestra 2.

e La presencia, para la muestra 2, del acido protocatético y el glicésido de flavonol
(rutina, hesperidina o hesperitina) que no se detectaron en la muestra 1.

e EIl cromatograma obtenido para la muestra 1 presenta una sefial mayoritaria que se
sugiere se trate del acido fenil lactico, la sefial que le sigue se sugiere sea del &cido
laurico.

e EIl cromatograma de la muestra 2 estd dominado por varias sefiales de intensidad
semejante, pudiéndose identificar, dentro de ellas, solamente al acido laurico y dos

de sus glicosidos.

Las semejanzas entre ambas muestras, estuvieron en la presencia de los acidos laurico,
sebécico, sus posibles glicésidos y el acido 2-hidroxi cindmico (fenil lactico) o isémero.
También en la existencia de otros, que no pudieron ser identificados, pero que por su patron
de fragmentacion y por sus Tr, debian coincidir. Estos se detectaron a Tr de alrededor de 1,8
min y de 10,6 min. Los iones fragmentos que dominaron ambos espectros fueron m/z 326 y

236 para el primer caso y m/z 165y 147 para el segundo 2,

La comparacién con la literatura arrojé coincidencias de compuestos detectados en este
trabajo, con otros realizados en mieles de otras latitudes. La informacidn resumida respecto
al origen de las mieles donde estos aparecieron y los datos de publicaciones donde se

reportaron, se resumen en la tabla 9.
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Tabla 9. Compuestos reportados en mieles de diferentes origenes.

Compuesto Origendela | Referencia | Compuesto Origen de Referencia
miel bibliografica la miel bibliografica
Acacetina Miel (Serbia) | & Acido 4- Mieles 93,94
hidroxi (Polonia) de
benzoico acacia,
eucalipto,
castafio,
brezo,
lavanda,
romero,
naranja,
girasol,
colza.
Mieles
(Europa) de
castafo.
Acido Mieles 93,95,96 Acido caféico | Miel (Chile) | 939497
siringico multiflorales de quillaja,
(Pera). saponaria.
Mieles Mieles
(Polonia) de (Europa) de
acacia, castafio,
eucalipto, brezo,
lima, castafio, lavanda.
brezo,
lavanda, Mieles
romero, (Polonia) de
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naranja,
girasol, colza,

tilo, manuka.

acacia,
eucalipto,
castano,
brezo,
lavanda,
romero,
naranja,
girasol,

colza.

Acido 3-O
cafeicoquinico

o clorogénico

Miel (Serbia)
de flores
albahaca, trigo
sarraceno,
colza, vara de

oro

81

Acido

protocatéquico

Miel
(Brasil).

Mieles
(Polonia) de
acacia,
eucalipto,
lima,
castafio,
brezo,
lavanda,
romero,
naranja,
girasol,

colza.

Mieles
(Europa) de
castafio,

brezo.

51,93,94
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Acido Mieles 94,98 Acido laurico | Miel (Italia) | *°
fenilactico (Europa) de
castano, brezo.
Miel (Italia) de
cardo
Acido Acido Mieles 94.97
sebacico salicilico (Europa) de
castafo.
Miel (Chile)
de quillaja,
saponaria.
Tricetina Miel (Polonia) | 9310 Acido Miel 81,97,101
Leptospermum abscisico (Serbia) de
acaciay tilo.
Miel
(Australia) de Miel (Chile)
arbusto de quillaja,
gelatina. saponaria.
Miel
(Eslovenia)
de tilo,
florales,
castana,
acacia.
Luteolina Mieles 93,102,100 Rutina Mieles 93,9597,
multiflorales (Peru).
(Chile).
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Miel (Polonia) Miel

de eucalipto, (Chile) de
leptospernum, quillaja.
tunecina,
melaleuca, Miel
banksia, (Polonia) de
lophostemon, tilo, brezo.
guioa,
helilianthus.
Miel (Nueva
Zelanday
Australia) de
manuka,
eucalipto y
arbusto

gelatina.

Hesperidina | Mieles de % Hesperitina Mieles 93,102
manuka, multifloralde
melon rumano (Chile).

de coniferas,
brezo. Miel
(Polonia) de

tunecina.

En esta contrastacion no se encontraron reportes de la presencia del &cido sebécico, ni de los
glicosidos de los acidos laurico y sebacico. Esto resulta muy interesante pues seria la primera
vez que se detectan estos compuestos en muestras de mieles. Por otro lado, no se constataron
reportes sobre composicion quimica de mieles ecuatorianas, por lo que este trabajo representa
un aporte importante a este conocimiento en mieles del Ecuador. Se debe realizar otros

estudios para confirmar la estructura de los posibles compuestos novedosos.
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El estudio quimico cuantitativo involucro la determinacion de fenoles totales a partir del
método de Folin-Ciocalteu. Los valores se calcularon a partir de la extrapolacion de la

absorbancia obtenida a la curva de calibracion desarrollada con acido galico (figura 2).

Figura 2. Curva de calibracién obtenida para el &cido galico

Plot of Fitted Model

0,8}
o [
O 0.4¢

0,2}

6 0;2 0;4 0;6 0:8 1
Col_ 1
Como se observa en la figura 2, los parametros estadisticos obtenidos para la regresion lineal
se encuentran adecuados, a partir de la correlacion entre absorbancia y concentracion de
acido gélico. El coeficiente de correlacion R y determinacion R2 fueron 0,99668 y 99,33%
respectivamente; encontrdndose ambos dentro de los limites recomendados
(aproximadamente 1 y el porcentaje superior al 98 %, respectivamente). La ecuacién de

regresion obtenida fue:
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Col_2 (absorbancia) = 0,0200528 + 0,92912*Col_1 (concentracion)

Los resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la correlacion entre la absorbancia y el acido galico

Muestra mg EAG/100 g de muestra

Media + Desv. Estandar

Zaruma 107,97a + 8,55

Santa Rosa 51,83b +3,41

Nota: los parametros que presentan la misma letra (a), no presentan diferencias

estadisticamente significativas. EAG: equivalente a acido galico.

En esta ocasion la muestra zarumefia presentd mayor contenido de compuestos fendlicos, a
partir del método de Folin -Ciocalteu, que la muestra proveniente de Santa Rosa. Se conoce
que el contenido y diversidad de compuestos fenolicos que poseen las mieles esta
directamente relacionado con el origen botanico de las mismas, y que existe gran variabilidad
en cuanto a la concentracién de los mismos, ya sean por las diferencias en la localizacion
geogréafica o por variabilidad de la fuente vegetal %1%, |a diferencia observada entre ambas
muestras resulta l6gica, si se toma en consideracion que provienen de zonas geograficas
diferentes (altitud, localizacion, temperatura, tipo de vegetacion presente en el lugar e incluso
posibilidad de, siendo especies comunes, que su composicion varia por estas causas).
Numerosos autores consideran a los compuestos fendlicos como los componentes de mayor
interés farmacoldgico dentro de las mieles. Se les atribuyen la responsabilidad de las
actividades antioxidantes y antimicrobianas de las mismas 1%, La muestra de Zaruma resulta

entonces, desde el punto de vista de la cantidad de compuestos fenolicos, la mas interesante.

La variabilidad en las concentraciones de fenoles ha sido observada en mieles de varios
paises. Mieles provenientes de Tunez exhibieron valores que oscilan entre 32,17 mg

EAG/100 g para mieles provenientes de eucalipto, 63 mg EAG/100 g para provenientes de
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naranjos y 119,42 mg EAG/100 g para provenientes de menta %, En un estudio desarrollado
en mieles monoflorales chilenas se mostraron valores que oscilaron entre 84,97 mg EAG/100
gy 181 mg EAG/100 g *°.Otros autores que desarrollaron un estudio en mieles argentinas
reportaron valores que oscilan desde 40,30 mg EAG/100 g y 193,03 mg EAG/100 g, aunque
plantean que las mieles provenientes de eucalipto presentaron valores por encima de 142,7
mg EAG/100 g, de tréboles menores a 100,4 mg EAG/100 g y de alfalfa de alrededor de 112
mg EAG/100 g 1%. En ese mismo pais Patrignani y col (2016), reportaron valores entre 39,5
y 61,6 mg EAG/100 g “2. En estudios desarrollados con 70 mieles colombianas los valores
se comportaron entre 21,3y 115,1 mg EAG/100 g, sobre mieles peruanas mostraron rangos
entre 53,39 y 88,77 mg EAG/100 g, bolivianas entre 115,04 y 190 mg EAG/100 g, checas
47,4-265,49 mg EAG/100 g y de Burkina Faso entre 32,59 y 114,75 mg EAG/100g
108,109.110.111,112 * Respecto a estudios desarrollados en Ecuador, se revisaron trabajos que
reportan contenidos de compuestos fenolicos en mieles provenientes de Chimborazo y de la
red comercial de la provincia Pichincha, los cuales exhibieron valores de alrededor de 141
mg EAG/100 g y entre 60,95-131,75 mg EAG/100 g respectivamente 11370,

Para el caso de mieles uniflorales, se trabajaron muestras provenientes de aguacate y
eucalipto en la provincia de Pichincha y mieles de nabo en la provincia de Bolivar. Las
muestras, en ambos estudios fueron donadas por todos los apicultores registrados como
productores de estos tipos de mieles en ambas provincias. Los resultados mostraron valores
de alrededor de 68,23 mg EAG/100 g para las mieles provenientes de aguacate; 47,71 mg
EAG/100 g para las obtenidas de eucalipto y de alrededor de 34,33 mg EAG/100 g para las

de nabo 114,115

Al comparar los valores de mg EAG/100 g que se obtuvieron en el ensayo, con los estudios
antes citados, podemos observar que se encuentran dentro de los amplios rangos que se
reportan. En el caso de la muestra de Zaruma, los resultados son comparables, tomando en
consideracion los estudios desarrollados en Ecuador, a los obtenidos en la red comercial de
Pichincha, inferiores a los devenidos de mieles del Chimborazo y muy superiores a los
estudios desarrollados sobre mieles uniflorales 4. En el caso de la muestra 2, los valores son
semejantes a los obtenidos para las mieles de eucalipto, superiores para las de nabo e

inferiores para el resto de los estudios.
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La relacion directa que guarda el contenido de fenoles con la capacidad antioxidante de los
productos naturales, ha sido el mayor interés que ha centrado este tipo de estudios en las
mieles. En este trabajo se evaluo la capacidad antioxidante de ambas muestras a través del
ensayo con DPPH. Los resultados obtenidos y la relacion que guardan con el contenido de

fenoles se muestran en la figura 3.

Figura 3. Relacion actividad antioxidante / % de fenoles totales para las muestras objeto

de estudio.
Relacidon
actividad antioxidante/% de fenoles
totales
120,00 107,57
o
; 0,71 IE.I:
o Mielde Miel deSanta
Zauma Rosa
B Fenolestotales {mg EAG/100 g mie % secuestro 30 min.

Como se muestra en la gréfica y tal como se esperaba, la muestra zarumefia, al contener
mayor contenido de fenoles totales, presenta mayor capacidad antioxidante (por este
mecanismo) que la muestra de Santa Rosa para un tiempo de 30 min, existiendo diferencias

estadisticamente significativas.

Estudios realizados en otras muestras de miel muestran resultados muy dispersos respecto a

este parametro. Lo que si resulta sistematico es el hecho de que existe una correlacion, entre
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el contenido de fenoles y la capacidad de secuestro de radicales libres, obtenido por esta
metodologia 116, Otros trabajos muestran los resultados en funcién del valor de concentracion
inhibitoria media (CI50). Se recomienda entonces realizar esta determinacion para poder

tener un criterio comparativo con otros trabajos realizados.

Al integrar los resultados obtenidos hasta el momento, la recomendacion realizada con
anterioridad respecto a determinar el color de las mieles por otro método o variar la
metodologia empleada se ve apoyada. Como ya se comento, el color de la miel se relaciona
a factores como: contenido de minerales, edad de la muestra, contenido de compuestos
fendlicos, pigmentos, madera con que estan fabricados los paneles, almacenamiento de las
mismas, entre otros %', La literatura plantea que existe una relacion entre el contenido de
hierro y el color de las mieles. Las mieles claras presentan menos de 2,79 mg/kg de hierro,
las &mbar méas de 2,87 mg/kg y las oscuras mas de 4,26 mg/kg. En nuestro caso la miel
proveniente de Zaruma responde, tomando en consideracion el contenido de hierro, a una
miel oscura 'y no a ambar extraclara. Por otra parte, esta muestra de miel es mas antigua, los
paneles se encuentran fabricados de una madera mas oscura (canelo respecto al laurel con
que estan fabricados los de Santa Rosa), tiene mayor contenido de minerales y de fenoles por
lo que debia estar clasificada como méas oscura que la miel de Santa Rosa ‘8. Solo podria
justificarse la clasificacion tomando en cuenta el contenido de pigmentos dado que las
condiciones de almacenamiento son las mismas. Se recomienda, por tanto, realizar un estudio

para determinar el contenido de pigmentos en ambas muestras de miel.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

La determinacion de color en las mieles, a partir de la comparacion de los mm de
Pfund, permitié clasificar las mismas de acuerdo a este parametro

Las muestras de mieles analizadas presentaron por cientos de humedad, indices de
refraccion, densidades relativas, por ciento de azlcares invertidos, pH, grados brix,
conductividad y por ciento de cenizas que se encuentran dentro de los parametros de
calidad establecidos.

Los estudios realizados permitieron establecer diferencias en cuanto al color, el pH,
por ciento de humedad y la conductividad, entre ambas muestras.

No se encontraron diferencias en cuanto a los valores de indice de refraccion,
densidad relativa, grados Brix, por ciento de azucar invertido y por ciento de cenizas

entre las mieles estudiadas.

Los estudios de deteccion de minerales desarrollados demostraron que la muestra
procedente de Zaruma presenta mayor cantidad de los mismos, a excepcion del sodio,
respecto a la muestra originaria de Santa Rosa

Los cromatogramas (CLAE) obtenidos para ambas muestras evidenciaron una alta
complejidad cromatogréafica y diferencias, en cuanto a la composicion de compuestos
ionizables en las condiciones ensayadas.

Se sugirid la existencia de &cidos fenolicos, &cidos mono y dicarboxilicos y

flavonoides en las mieles ensayadas; resultados novedosos para mieles de Ecuador
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e Lamuestra 1 presentd mayor contenido de compuestos fendlicos y en consecuencia
mayor capacidad secuestradora de radicales libres (método de DPPH) que la muestra
2

CAPITULO V. RECOMENDACIONES

e Establecer otros parametros de calidad recomendados para el estudio de mieles

e Repetir, utilizando un mayor nimero de réplicas, la determinacion de las densidades
relativas en ambas muestras

e Determinar contenidos de otros minerales y correlacionarlos con las caracteristicas
de los suelos originarios de las muestras

e Continuar trabajos de identificacion de las sefiales presentes en los cromatogramas de
ambas muestras.

e Profundizar los estudios de capacidad antioxidante de las muestras.
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ANEXOS

Anexo 1. Parametros de control de calidad en mieles y limites establecidos.

Normas
Parametros
Humedad %

m/m

Indice de

Refraccion %

Densidad Kg/m?®

pH
Conductividad
Eléctrica
mS.cm?
Cenizas Totales
% m/m
Azulcar
Invertida
FUENTE

INEN

13-25
%

1,39
clase |
1,37
clase Il

0,5%

36, 64, 119

MEXICANA CODEX
14 — 20% < 21%
] <08
mS.cm™?
<0,6
0,2-1%
g/100 ml
> 65 g/
> 63,88 %
100 ml

72

37,120

72

COMISION
VENEZOLANA
EUROPEA
13 -25,4%
1,4861 -
1,4730 — 1,5044
1,5007
1,4220 g/cm?® -
3,5-45 B
0,1-0,7 ]
mS.cm™?
- Max 0,5 %
23 121,122



Anexo 2. Relacién entre el contenido de agua en mieles y el indice de refraccion a
diferentes temperaturas

Contenido de agua en mieles | »
%) indice de refraccion (20°C)
13,0 19,2 1,5044 1,4885
13,2 19,4 4,5038 1,4880
13,4 19,6 1,5033 1,4875
13,6 19,8 1,5028 1,4870
13,8 20,0 1,5023 1,4865
14,0 20,2 1,5018 1,4860
14,2 20,4 1,5012 1,4855
14,4 20,6 1,5007 1,4850
14,6 20,8 1,5002 1,4845
14,8 21,0 1,4997 1,4840
15,0 21,2 1,4992 1,4835
15,2 21,4 1,4987 1,4830
15,4 21,6 1,4982 1,4825
15,6 21,8 1,4975 1,4820
15,8 22,0 1,4971 1,4815
16,0 22,2 1,4966 1,4810
16,2 22,4 1,4961 1,4805
16,4 22,6 1,4956 1,4800
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16,6 22,8 1,4951 1,4795
16,8 23,0 1,4946 1,4790
17,0 23,2 1,4940 1,4785
17,2 23,4 1,4935 1,4780
17,4 23,6 1,4930 1,4775
17,6 23,8 1,4925 1,4770
17,8 24,0 1,4920 1,4765
18,0 24,2 1,4915 1,4760
18,2 24,4 1,4910 1,4755
18,4 24,6 1,4905 1,4750
18,6 24,8 1,4900 1,4745
18,8 25,0 1,4895 1,4740
19 1,4890
FUENTE 66
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Anexo 3. Compuestos fendlicos, masas moleculares,

iones pseudomoleculares,

fragmentos tales de los espectros hijos, presentes en mieles de diferentes paises.

lon
Masa lones fragmento )
Compuestos pseudomo ) Referencia
(p.m) MS/MS ions, mz
Modo (-)
Fendlicos
Acido galico 170 169 125 -79-81 81,82,83,8586
Acido protocatequico 154 153 109 81
Acido p-coumarico 164 163 119 - 93 - 163 81,82,8385
Acido 3,4 di-
154 153 109 8285
hidroxibenzoico
Acido 4-hidroxi-
_ 138 137 93 8
benzoico
Acido p-hidroxi-
P _ 138 137 93 82,83
benzoico
Acido cripto-
o 354 353 173 8
clorogénico
Acido clorogénico 354 353 191 -179 - 146 —85 | 81828385
Acido caféico 180 179 161 — 135 - 107 81,82,83,8586
Acido 3-O-
_ . 354 353 191 -179 - 146 81
cafeicoquinico
Acido di-cafeicoquinico | 516 515 191 179 81
Ester feniletilico del
o . 284 283 179 - 135 81
acido caféico (CAPE)
Acido cindmico 148 147 103-118-129 81
Acido trans-cinamico 148 147 119 - 103 - 62 82
Acido 2-hidroxi-
cindmico o acido 166 165 147 - 119 86,123
fenilactico
Acido abscisico 264 263 179 - 191 82

75




Acido trans, trans-

. 264 263 219 - 201 81
abscisico
Acido cis, trans-
. 264 263 219 - 201 e
abscisico
. _ 134 - 149 - 178 —
Acido ferdlico 194 193 82,83
137
Acido salicilico 138 137 93 =
182 - 121 — 153 —
Acido siringico 198 197 167 — 138 — 123 — 82,83
147 - 131
Acido sinapico 224 223 164 — 149 - 121 B
Acido vanilico 168 167 91 -123-108 — 152 8
Acido fenilactico 166 165 101 — 119 — 147 e
Acido 4-metoxi-
o 196 195 133149 - 177 86
fenilactico
Flavonoles
Quercetina 3-O-
rutinosido.
_ _ 610 609 301 - 151 81
Rutina (quercetina-3-O-
rutosido)
179 — 151 — 137 -
Miricetina 318 317 el
109 — 317
179 -151 -107 -
Quercetina 302 301 81,8283
121 - 301
Quercetrina 448 447 300 8
Ramnetina 316 315 300 —165-121 8182
Hesperidina 610 609 301 8
Hesperitina 610 609 300 -271-151 82
161 — 151 — 135—-93
Kaemferol 286 285 175 aLe2.6d
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Isoramnetina

316

315

300 -255-199 - 151

81,82,83,85

- 107
) 284 — 228 — 212 —
Kaempferide 300 299 81
151 - 132
Quercetina bis-metilada | 330 329 315-165 81
, 227 197 - 183
Galangina 270 269 81,82
151
Naringenina 272 271 151 - 119 - 107 83
__ 151 271119
Naringina 580 579 8283
107
Flavonas
213 -133 -151 —
Luteolina 286 285 L
107
183 — 151- 149 —
Apigenina 270 269 81,8283
117 - 107
181 — 151 — 101 — 63
Crisina 254 253 — 253 -143 -193 — L
209
268 — 151 - 133 —
Acacetina 284 283 81
107
Tectocrisina 268 267 252 — 165 &
197 - 181 — 133 —
di-hidroxiflavona 254 253 81
117
Metoxi-crisina 284 283 268 — 239 — 211 e
300-271-301 -
Rutina 610 609 82,83
255 -151
Tricetina 302 301 151
Flavononas
Eriodictyol 288 287 135 - 125 - 107 8182
Sakuranetin 286 285 165 — 133 81,8285
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Isosakurametin 286 285 164 85
Alpinetina 270 269 197 — 133 8182
254 — 165 — 135 —
Pinostrobina 270 269
179 81,82
213 -211-151 -
Pinocembrina 256 255 8182
107 — 65
Flavanonoles
253 — 243 - 165 —
Pinobanksin 272 271 81,8285
151 — 107
Pinobanksin -5- 285 — 271 — 253 —
) 328 327 e
metiléter-3-O-acetato 165
Pinobanksin -5- 271 -253-179—
286 285 81
metiléter 165 - 139
Pinobanksin -3-O-
314 313 271 — 253 .
acetato
Pinobanksin -3-O-
) 328 327 271 — 253 81
propionato
Pinobanksin -3-O-
_ o 342 341 272 — 253 e
butirato o isémero
Pinobanksin -3-O-
o 356 355 271 — 253 81
penteonato o isémero
Pinobanksin -3-O-
) 354 353 271 — 253 e
penteonato o isomero
Pinobanksin -3-O-
370 369 271 — 253 81

hexanoato o isémero
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Anexo 4. Estructuras de compuestos fendlicos y flavonoides identificados en muestra 1

NOMBRE ESTRUCTURA

Acacetina

Acido siringico COOH
H3CO OCHgs
OH

Acido 3-O cafeicoquinico o Ho CO2H
clorogénico E

O

[

OH
OH
Acido salicilico O\ OH
OH
Acido 4-hidroxi benzoico 0
S OH
OH
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Acido caféico

Acido 2-hidroxi cindmico

(fenilactico) o isomero

Glicésidos (hexosa) del acido

laurico

Glicosidos (hexosa) del acido

sabatico

Tricetina

Acido laurico

1
N OH
HO
OH
O OH
X
OH
H, Hx Hy H, H2
H3C\C/C\C/C\C/C\C/C\C/C\C—O—
Ho Ho H» H> Ha H
O
1
O
" o
@)
OH
H, Hx Hx Hy Ho
H3C\ /C\ /C\ /C\ /C\ /C\
C C C C C C—0O—H
H  Hz H, H, Hz |
@)
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Acido trans-trans abscisico o el HsC CHg CH3

isdbmero cis-trans

e S
"OH
o~ CH; O “OH
Acido sebécico @)
H/OV\/\/\A/\O/H
@)
Luteolina OH
OH
|
OH O

Anexo 5. Estructuras de compuestos fenolicos y flavonoides identificados en muestra 2

NOMBRE ESTRUCTURA
acido 3,4- O oH
dihidroxi \\C/

benzoico (4cido

protocatéquico)

OH
OH
acido 2-hidroxi o\ OH
cinamico (fenil
lactico) o OH

isbmero
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rutina, OH
hesperidina o O
. O
hesperitina OH

OH e}
HsC O
HO
HO OH
Rutina
HO OH
HO
HsC O
O OH
OCHjs
HO o)
HO
O
OH
|
OH O
Hesperidina
glicosidos H, Hz Hy H, H
(hEXOS&) del H3C\C/C\ /C\ /C\C/C\ /C\C—O—
4cido laurico H H2  H, H; Ho y)
glicosidos O

(hexosa) del

acido sebacico
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acido laurico

acido sebacico

83



