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RESUMEN GENERAL

Compuestos marcadores y propiedades antioxidantes de mieles de
Quintana Roo, México

La produccion de miel en el estado de Quintana Roo, México, se destina para el
consumo local y ha sido poco estudiada. El objetivo de esta investigacion fue
identificar compuestos volatiles, Gtiles como marcadores, en mieles de Apis
mellifera y Melipona beecheii, asi como evaluar el potencial nutracéutico de
ambas, con el fin de caracterizar estos productos de importancia comercial en la
zona. Las muestras de miel fueron proporcionadas por apicultores de 28
comunidades. El potencial nutracéutico se evalud, cuantificando las
concentraciones totales de fenoles y flavonoides, ademéas de la capacidad
antioxidante aplicando los ensayos FRAP y ABTS. Los compuestos volatiles se
aislaron por microextraccion en fase solida y se analizaron mediante
cromatografia de gases acoplado a un detector de masas. Derivado del analisis
de componentes principales, los compuestos sugeridos como marcadores de
Apis fueron: 1,3,8-p-mentatrieno, safranal, 1,3,5,7-ciclooctatetraeno, 2-
metoxifenol, timol y zingibereno; mientras que para Melipona fueron: 1,1,5
trimetil-1,2-dihidronaftaleno, cadaleno, éster dietilico del acido butanedioico,
jasmona, alcoholes bencilico y feniletilico, éster etilico del acido benzoico y B-
damascenona. Las concentraciones de fenoles y flavonoides en mieles de Apis
fueron: 44.54 + 0.01 — 55.86 + 0.02 mg EAG 100 g*y 21.61 +0.01 —29.18 + 0.08
mg EQ 100 g?, y para Melipona fue: 16.10 + 0.53 — 65.89 + 3.86 mg EAG 100 g
1y 1.35+0.09-11.65+ 0.65 mg EC 100 g*. La capacidad antioxidante para las
mieles de Apis y Melipona fueron: 30.55 + 0.09 — 137.54 + 0.10y 24.62 + 2.13 —
96.47 = 3.75 (FRAP); y 83.97 £ 0.04 — 109.30 £ 0.05 y 30.80 + 1.36 — 160.80 £
2.32 ymol ET 100 g (ABTS), respectivamente. La detecciéon de compuestos
volatiles especificos en la miel es de utilidad para determinar su origen geogréfico
y floral. Ademas, las propiedades antioxidantes proporcionan informacion sobre
su potencial nutracéutico.

Palabras clave: Apis mellifera, Melipona beecheii, marcadores en miel, miel de
Quintana Roo, potencial nutracéutico.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias. Programa de Posgrado en Ciencia y
Tecnologia Agroalimentaria. Universidad Autonoma Chapingo.

Autor: M.C. Graciela Avila Uribe

Director de Tesis: Dra. Diana Guerra Ramirez
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GENERAL ABSTRACT

Marker compounds and antioxidant properties of honeys from Quintana
Roo, México

Honey production in the state of Quintana Roo, Mexico, is for local consumption
and its study has been scarce. The objective of this research was to identify
volatile compounds, useful as markers, in Apis mellifera and Melipona beecheii
kinds of honey, as well as to evaluate the nutraceutical potential of both, in order
to characterize these products of commercial importance in the area. Honey
samples were provided by beekeepers from 28 communities. The nutraceutical
potential was evaluated by quantifying the concentrations of total phenols and
flavonoids, in addition to the antioxidant capacity, by applying the FRAP and
ABTS assays. The volatile compounds were isolated by solid-phase
microextraction and analyzed by gas chromatography coupled to a mass detector
Derived from principal component analysis, the volatile compounds proposed as
markers of Apis were: 1,3,8-p-menthatriene, safranal, 1,3,5,7-cyclooctatetraene,
2-methoxy phenol, thymol and zingiberene, while Melipona were: 1,1,5-trimethyl-
1,2-dihydronaphthalene, cadalene, butanedioic acid diethyl ester, jasmone,
benzyl alcohol, phenylethyl alcohol, benzoic and ethyl ester and -damascenone.
The concentrations of total phenols and flavonoids in Apis honeys was: 44.54 +
0.01 — 55.86 + 0.02 mg GAE 100 g* and 21.61 + 0.01 — 29.18 + 0.08 mg QE 100
g!, and for Melipona it was: 16.10 + 0.53 - 65.89 + 3.86 mg GAE 100 g* and 1.35
+ 0.09 — 11.65 + 0.65 mg CE 100 g. The antioxidant capacity for Apis and
Melipona honey was: 30.55 + 0.09 — 137.54 + 0.10 and 24.62 £ 2.13 — 96.47 +
3.75 (FRAP); and 83.97 + 0.04 — 109.30 £+ 0.05 and 30.80 + 1.36 — 160.80 + 2.32
umol TE 100 g (ABTS), respectively. Detection of specific volatile compounds in
each type of honey is useful to determine its geographic and floral origin. In
addition, the antioxidant properties provide information about its nutraceutical
potential.

Key words: Apis mellifera, Melipona beecheii, markers in honey, Quintana Roo
honey, nutraceutical potential.

Doctoral thesis. Doctorado en Ciencias Agroalimentarias. Departamento de Ingenieria
Agroindustrial, Universidad Auténoma Chapingo

Author: M.C. Graciela Avila Uribe

Thesis Director: Dr. Diana Guerra Ramirez
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1. INTRODUCCION GENERAL

La miel es una sustancia dulce producida por abejas meliferas a partir del néctar
de las flores o de secreciones en partes vivas de las plantas (FAO, 2019), que
las abejas liban, transportan y transforman en sus panales (Ulloa et al., 2010).
En el territorio nacional, esta actividad pecuaria tiene una importancia econémica
de relevancia; para el afio 2020 el volumen producido fue de 54 mil toneladas, lo
que representa un valor de la produccién de aproximadamente 2 mil millones de
pesos y se produce principalmente en los estados de Jalisco, Yucatan, Chiapas,
Campeche, Veracruz, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Michoacan y Guerrero
(SIAP, 2020).

La produccion mundial de miel se enfoca principalmente en la especie Apis
mellifera, pero existe otra produccion a menor escala que proviene de otras
especies de abejas, aquellas conocidas como sin aguijén que son originarias de
paises ubicados en regiones tropicales y subtropicales como el sureste de Asia,
Africa, Australia, Mesoamérica y Sudamérica, una de ellas del género Meliponini
(Alvarez-Suarez et al., 2018; Chuttong et al., 2016; Michener, 2013).

La especie Melipona beecheii es nativa de la region sureste de México y su
produccion predomina desde tiempos anteriores a la conquista,
aproximadamente mas de 3000 afios. Debido a la insercion europea de la
especie Apis mellifera y la llegada de la abeja africana, el nUmero de colmenas
y por lo tanto de productores, ha disminuido drasticamente en los ultimos 40
afos, por lo cual, instancias no gubernamentales e instituciones académicas han
implementado la capacitacion en la reproduccién de esta abeja endémica
(Villanueva & Colli, 1996).

La miel en general, contiene un alto porcentaje de azUcares y en menor

proporcion compuestos fenolicos (Alvarez-Suarez et al., 2018). Estos Gltimos son
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los principales responsables de las propiedades nutracéuticas de la miel y de la
inhibicion o reduccién de compuestos oxidantes llamados radicales libres (do

Nascimento et al., 2018).

La capacidad antioxidante de la miel depende no solo de la presencia de
compuestos fendlicos, sino también de los flavonoides (Rao et al., 2016). Dada
su importancia en la salud del ser humano, es necesario el estudio de la
capacidad antioxidante, debido a que puede ayudar a comprender mejor su

potencial nutracéutico (Keckes et al., 2013).

Para determinar el origen floral y geogréfico de la miel se han tomado en cuenta
diversos aspectos como el analisis de parametros fisicoquimicos, compuestos
fendlicos, entre otros (Tsagkaris et al., 2021). Para este proposito, la
determinacion del perfil de compuestos volatiles, puede ser una herramienta (til

para ser utilizada como huella dactilar (Machado et al., 2020).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas ha sido la
técnica mas empleada por los investigadores cuyo objetivo ha sido la

determinacion del origen floral y geografico de la miel (Tsagkaris et al., 2021).

El municipio de José Maria Morelos, Quintana Roo, es uno de los principales
productores de las mieles Apis mellifera y Melipona beecheii, la primera por su
importancia en la generacién de ingresos econOmicos y la segunda por su
importancia cultural y gran potencial en los mercados de mieles diferenciadas y
con atribuciones benéficas a la salud. Sin embargo, la informacién cientifica
sobre la capacidad antioxidante y compuestos volatiles de las mieles antes

mencionadas es escasa.

Derivado de lo anterior, es relevante llevar a cabo una investigacion de la
capacidad antioxidante y compuestos volatiles de muestras de miel de dos
especies de abeja Apis mellifera y Melipona beecheii que se producen en
diferentes comunidades del municipio de José Maria Morelos, Quintana Roo,

México; para el presente trabajo se establecieron los siguientes objetivos:



1.1 Objetivo general

Evaluar el potencial nutracéutico y determinar el tipo de compuestos volatiles en
dos tipos de miel: Apis mellifera y Melipona beecheii mediante el analisis de sus
propiedades antioxidantes y perfil de compuestos volatiles para caracterizar

estos productos.
1.2 Objetivos especificos:

e Evaluar las propiedades antioxidantes en muestras de miel de las
especies Apis mellifera y Melipona beecheii mediante métodos
espectroscopicos para determinar su potencial nutracéutico.

¢ Analizar muestras de miel de las especies Apis mellifera y Melipona
beecheii por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
para identificar compuestos volatiles especificos que puedan ser
utilizados como compuestos marcadores de la miel de las dos especies
en la region de estudio.

1.3 Hipétesis

La capacidad antioxidante difiere entre las muestras de miel de Apis mellifera y

entre las de Melipona beecheii.

Los compuestos marcadores en las mieles de Apis mellifera y Melipona beecheii

estan relacionados con el origen floral.
1.4 Organizacion de la tesis

El presente documento contempla como primer capitulo una introduccion general
que describe el concepto de miel, la aportacion nutracéutica de los compuestos
fendlicos en la salud, el estudio de los compuestos volatiles para determinar el
origen geografico y floral de la miel y de la técnica mas utilizada por los
investigadores, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
Se finaliza el primer capitulo resaltando la importancia econémica y cultural de

las especies Apis mellifera y Melipona beecheii en el municipio de estudio, asi
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como la problematica existente, la cual justifica los objetivos planteados en la
presente investigacion. El segundo capitulo se enfoca en la revision de literatura,
la cual inicia con el concepto de miel, su importancia econémica a nivel nacional,
principales estados productores y municipios en el estado de Quintana Roo; se
menciona la importancia econdémicay cultural de la miel Apis mellifera y Melipona
beecheii en la region Maya del estado. También resalta la variedad de
compuestos presentes en la miel, como los compuestos fendlicos, dada su
importancia en la salud humana por sus propiedades antioxidantes, asi como el
papel que juega el andlisis de los compuestos volatiles como herramienta Gtil en
la determinacion de su origen. En el tercer capitulo se muestran los resultados
del analisis correspondiente a los parametros fisicoquimicos, las propiedades
antioxidantes y el perfil de compuestos volétiles de muestras de miel de Apis
mellifera. En el cuarto capitulo se presentan los resultados de las propiedades
antioxidantes y el perfil de compuestos volatiles por cromatografia de gases
acoplada a un espectrometro de masas en muestras de miel de Melipona
beecheii. En el quinto capitulo se describen los resultados obtenidos de los
capitulos tercero y cuarto, en donde los valores obtenidos de capacidad
antioxidante en ambos tipos de miel, fueron relevantes para conocer su potencial
nutracéutico. Los compuestos volatiles propuestos como marcadores en Apis
mellifera fueron 2-metoxifenol, 1,3,5,7-ciclooctatetraeno, 1,3,8-p-mentatrieno,
zingibereno, safranal y timol; mientras que para Melipona beecheii fueron alcohol
bencilico, alcohol feniletilo, éster etilico de acidos benzoico y butanedioico,

jasmona, cadaleno, B-damascenonay 1,1,5 trimetil-1,2-dihidronaftaleno.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Concepto de miel

Apis mellifera

Existen alrededor de 20 mil especies de abejas, de las cuales solo 11 producen
miel (Ball, 2007). La Apis mellifera es originaria del oeste de Europa,

encontrandose también en Asia y Africa (Ruttner, 1988).

La miel es una sustancia dulce producida por abejas meliferas a partir del néctar
de las flores o de secreciones en partes vivas de las plantas (FAO, 2019), que las
abejas liban, transportan y transforman en sus panales (Ulloa et al., 2010). Segun
el Codex Alimentarius (2001) se definen dos tipos de miel: 1) la miel de néctar o de
flores y 2) la mielada, que proviene de las secreciones de insectos chupadores o
gue son segregadas por las plantas.

La miel esta constituida principalmente de carbohidratos (79.7 - 80.5 %), de los
cuales predominan los monosacéaridos como la fructosa (31.8 - 38.2 %) y la glucosa
(26.1- 31.3 %); la sacarosa (0.5 - 0.7 %), la melecitosa (> 0.1 — 4.0 %) y
oligosacaridos (3.1 — 10.1 %). El segundo componente mas abundante es agua
(16.3 a 17.2 %); contiene también minerales (0.2 — 0.9 %) aminoacidos y proteinas
(0.3 - 0.6 %) y acidos orgéanicos (0.5 — 1.1 %) (Bogdanov et al., 2008).

Melipona beecheii

Pertenece a la especie de abejas que carecen de aguijon, originarias de paises
ubicados en regiones tropicales y subtropicales como el sureste de Asia, Africa,
Australia, Mesoamérica y Sudamérica, una de ellas es el género Melipona
(Alvarez-Suarez et al., 2018; Chuttong et al., 2016; Michener, 2013).



Hasta el momento, se han descrito 500 especies en todo el mundo. En México se
han registrado 46 especies, de las cuales 16 de ellas se encuentran en la Peninsula
de Yucatan. Las especies Melipona beecheii, Trigona nigra, Trigona fluviventris,

entre otras, tienen amplia distribucion en el pais (Cauich et al., 2015).

De acuerdo con el Codex Alimentarius sélo se considera miel a la producida por la
abeja Apis mellifera, pero no se contempla la “miel” de Melipona beecheii. Sin
embargo, esta Ultima se ha comercializado y consumido como alimento y como

auxiliar en afecciones de salud del ser humano (Cahuich et al., 2015)

La composicién de la miel de abejas sin aguijon es parecida al de Apis mellifera,
en el sentido de presentar en mayor proporcion azucares, de los cuales, los
reductores abarcan un intervalo de 35.8 — 82.1 %, siendo la fructosa la de mayor
porcentaje (29.2 — 59.2 %) seguida de la glucosa (21.8 — 45.7 %); la sacarosa se
presenta de 0.1 - 9.1 % y la humedad es el segundo constituyente mayoritario, el

cual puede tener valores de 17.3 — 45.8 % (Ramirez-Miranda et al., 2021).
2.2 Produccion nacional

2.2.1 Apis mellifera
En el territorio nacional, esta actividad pecuaria tiene una importancia econémica
de relevancia; para el afio 2020 la produccién fue de 54 mil toneladas, el valor de
la produccion fue de aproximadamente 2 mil millones de pesos y se produce
principalmente en los estados de Jalisco, Yucatan, Chiapas, Campeche, Veracruz,
Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Michoacén y Guerrero (SIAP, 2020) (Figura 1).

El estado de Quintana Roo ocupa el octavo lugar dentro de los diez principales
estados productores a nivel nacional; en el afio 2020 registré una produccién de 2
133 toneladas aproximadamente. La apicultura se concentra en los municipios de
Felipe Carrillo Puerto y José Maria Morelos (Figura 2), aportando al estado mas
del 50 % de la produccién (1 262 toneladas; SIAP, 2020).
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Figura 1. Principales estados productores de miel de
Apis mellifera. SIAP, 2020.
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Figura 2. Principales municipios productores de miel
de Quintana Roo. SIAP, 2020.

En el municipio de José Maria Morelos, la actividad se lleva a cabo en apiarios
establecidos desde 1 hasta 15 kildmetros de distancia de la vivienda del
productor; la superficie que destinan para establecer el apiario oscila entre los
150 hasta los 1000 m?, con un namero variable de cajas que van desde 10 hasta
75. La fuente floral de la que proviene la miel producida es mayoritariamente de
tajonal, seguido de jabin, guano, monte alto o llamado “chechen”, bejuco y tzalam
(Figura 3).
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Figura 3. Origen floral de las mieles de Apis mellifera
de José Maria Morelos, Quintana Roo.

La cosecha se lleva a cabo 2 veces por afio, la primera en los meses de abril a
julio, siendo la mas importante debido a que en esta época se presenta la floracion
y se obtiene una mayor produccion; y la segunda en los meses de noviembre a

enero. De ser necesario los apicultores compran insumos como azUcar para

Figura 4. Cosecha de miel en apiario de
la comunidad Pozo Pirata de José Maria
Morelos.

preparar jarabe que provea de alimento a las abejas en época de sequia. Con
respecto al rendimiento de miel obtenida por m?, se obtiene entre 500 y 1800 kg
por colmena, con un promedio de 1033.6 kg m?; los precios de venta del producto

varian entre 45 y 52 pesos por kilogramo, y el mercado principal es la venta en la
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misma comunidad, por medio de compradores que llegan al sitio, mientras que

otros lo venden en la cabecera municipal de José Maria Morelos.

Figura 5. Ejemplares de abeja Apis mellifera.

2.2.2 Melipona beecheii

La produccién mundial de miel se enfoca principalmente en la especie Apis
mellifera, pero existen otra produccién a menor escala que proviene de otras
especies de abejas, aquellas conocidas como sin aguijon. Estas abejas son
originarias de paises ubicados en regiones tropicales y subtropicales como
sureste de Asia, Africa, Australia, Mesoamérica y Sudamérica, una de ellas
pertenece al género Meliponini (Alvarez-Suarez et al., 2018; Chuttong et al., 2016;
Michener, 2013).

La produccion de miel de especies sin aguijon recibe el nombre de
meliponicultura, esta actividad ha sido aprovechada por el ser humano desde
tiempos milenarios, siendo muy apreciada por sus propiedades organolépticas,

medicinales y nutracéuticas (Chuttong et al., 2016).

En México, esta especie es nativa de la region sureste del pais y su produccion
predomina desde tiempos anteriores a a conquista, aproximadamente mas de
3000 afos, y el conocimiento de su producciéon se ha transmitido de generacién
en generacion. Debido a la insercion europea de la especie Apis mellifera y la
llegada de la abeja africana, en el estado de Quintana Roo el numero de
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colmenas y por lo tanto de productores, ha disminuido drasticamente en los
ultimos 40 afios, por lo cual, instancias no gubernamentales e instituciones
académicas han implementado la capacitacion en la reproduccion de esta abeja
endémica para aumentar el nimero de colmenas y la produccién de este

importante producto (Gutiérrez & Colli, 1996).

La produccion de miel de Melipona beecheii en el municipio de José Maria
Morelos, generalmente se lleva a cabo en los traspatios o cerca de los huertos
familiares en donde la familia tiene sembrados arboles (jabin, citricos, entre
otros) y arbustos de diferentes especies (achiote, tinto, vainilla, orquideas,
palma, etc), de donde las abejas tienen acceso al néctar y polen de sus flores.
Las colmenas son supervisadas por miembros de la familia y se establecen

dentro de troncos de arboles huecos, llamados “jobones” y también en cajas de

ga 6. Ejemples d ébja Meiponé
beecheii

madera, los cuales se estivan y se les cubre con un techo de guano o lamina, esta
infraestructura se conoce como “meliponario” y tiene la funcién de proteger a las
abejas de las inclemencias del tiempo y de depredadores como moscas (llamadas

“‘nenem”), abejas con aguijén (Apis y africanizadas), hormigas, abejorros y sapos.

Durante las temporadas que comprenden los meses de marzo a junio de cada

afo, los meliponicultores extraen la miel almacenada en el interior de la colmena,
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Figura 7. Meliponario de la comunidad San Diegb,
José Maria Morelos.

especificamente en depdsitos cerosos, con la ayuda de una jeringa. Esta actividad
se lleva a cabo 1 vez por afio, otras 2 veces y hasta 3, dependiendo del nimero
de jobones o cajas que posean, de la cantidad de miel almacenada en los sacos
y de la reserva floral que disponen las abejas. La comercializacién de la miel se
hace en recipientes pequefios de 50 mL o en otros de mayor tamafio, dependiendo
la produccién obtenida y la demanda del mercado.

Los meliponarios de la region de José Maria Morelos, obtienen un promedio de
650 g de miel por jobbn o caja y los precios por litro varian, dependiendo de la
cercania del meliponario con la cabecera municipal, desde 600 hasta 1600 pesos.
El principal canal de comercializacion es por medio de intermediarios que van a
comprar la miel directamente con los productores, y la venden principalmente a la
ciudad de Mérida, estado de Yucatan; también hacia el interior del estado de
Quintana Roo, como en el municipio de José Maria Morelos y Felipe Carrillo
Puerto.
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Aunque la miel de M. beecheii ha sido valorada por sus propiedades antioxidantes
y medicinales a nivel local, este conocimiento no se ha extendido en los circulos

cientificos, requiriéendose mas investigacion en este campo.

. SN p LN g PR
Figura 8. Depdsitos de miel en una colmena de
Melipona beecheii.

2.3 Aspectos de calidad

2.3.1 Apis mellifera
La determinacion de criterios de calidad establecidos en los productos alimenticios
es un factor de suma importancia para introducirlos en el mercado, la miel no es
la excepcidn, ya que contiene mas de 200 componentes y su calidad varia entre

paises y aun dentro de regiones de un pais (Algarni et al., 2016).

La calidad de la miel se establece a partir de parametros fisicoquimicos como
color, humedad, pH, acidez, conductividad eléctrica, actividad de diastasa,
hidroximetilfurfural (HMF) y azucares reductores (Bogdanov et al., 2002; Naila et
al., 2018). Dichos pardmetros ya han sido estandarizados: el color puede ser
variable, desde blanco agua, pasando por ambar extra claro hasta oscuro; el
contenido de humedad no debe superar el 20%; el pH debe oscilar entre 3.4 -
6.1; la acidez no mayor de 50 miliequivalentes de acido 100 g; la conductividad

eléctrica no mas de 0.8 mS cm, la actividad de diastasa no menos de 8
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unidades Schade (para mieles con HMF menor de 15 mg kg hasta 3 unidades
Schade); el contenido de HMF no debe rebasar los 40 mg kg (para mieles
provenientes de clima tropical hasta 80 mg kg?) y los azlcares reductores no
menos de 60 g 100 g* (Codex Alimentarius, 2001;SADER, 2020).

La miel con alto contenido de humedad es muy susceptible a la fermentacion, y
es un indicador del método de extraccion implementado y su estado de madurez.
El pH es un indicador de frescura, mieles con valores por debajo de 3.5, se
deterioran con mayor facilidad. La conductividad eléctrica se relaciona con el
contenido mineral y presencia de acidos como el glucoénico, ésteres, lactonas y
iones como el cloruro y fosfatos (Bogdanov, 2002, El Sohaimy et al, 2015). Cuando
la acidez excede el valor limite, es indicador de fermentacion de los azucares de

la miel a &cidos organicos (Bogdanov et al., 2008).

La actividad de diastasa y el contenido de HMF se relacionan con la frescura y
condiciones de almacenamiento empleados. Niveles bajos de actividad de
diastasa, indican poca presencia de la enzima amilasa; cuando el contenido de
HMF sobrepasa el limite permitido, se relaciona con sometimiento de la miel a
proceso térmico excesivo y/o un almacenamiento por periodos prolongados
(Ouchemoukh et al., 2007; Pasias et al., 2017).

Los parametros de calidad de la miel han sido muy estudiados, existen diversos
trabajos a nivel internacional que reportan su caracterizacion fisicoquimica
(Matysek et al., 2016; Al-Ghamdi et al., 2019; Al-Farsi et al., 2018; Alvarez-Suarez
et al., 2018; Bong et al., 2018; Nascimento et al., 2018). En el territorio nacional,
la miel de abeja producida en los estados de Yucatan y Campeche ha sido
ampliamente estudiada (Moguel et al., 2005, Anguebes et al., 2016, Alfaro et al.,
2010, Cuevas-Glory et al., 2008); sin embargo, se tiene poco conocimiento de la
calidad de este producto proveniente de otros estados cuya produccién tiene un

alto impacto en la produccién nacional.
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2.3.2 Melipona beecheii
La produccion de miel de melipona es muy limitada cuando se compara con la de
A. mellifera, que se caracteriza por tener mayor nivel de industrializacién; no
cuenta con estandares de calidad establecidos y se tiene poco conocimiento del
producto (Vit et al., 2004).

Los reportes de los parametros fisicoquimicos en mieles de abeja sin aguijon son
escasos. El pH varia de 2.8 a 6.6, la acidez de 1.0 a 120 meq kg' y la
conductividad eléctrica de 0.1 a 0.8 mS cm™ (Ramirez-Miranda et al, 2021). En
mieles multiflorales de M. beecheii de Cuba, se han reportado valores de HMF de
9.23 £ 1.32 y de diastasa de 1.3 £ 0.12 °Gothe (Alvarez-Suarez et al 2018).

En México no existe una regulacion de la calidad de miel de abejas sin aguijon, la
gue se tiene como referencia son las utilizadas para la miel de Apis, sin embargo,
los parametros de calidad difieren de los establecidos para Apis mellifera. La
comercializacién de este tipo de miel, debido a su relacion con propiedades
medicinales y benéficas para la salud humana esta teniendo gran auge, por lo que
es importante conocer los pardmetros fisicoquimicos que garanticen la
autenticidad (Cahuich et al., 2015).

2.4 Capacidad antioxidante

La composicidn de la miel en general, esta relacionada a diversos factores como
la especie de abeja, origen floral, las condiciones de almacenamiento y medio
ambiente. La miel contiene un alto porcentaje de azlcares, pero también son
importantes los compuestos minoritarios, los cuales le confieren sabor y aroma

especificos (Alvarez-Suarez et al., 2018).

Los compuestos fendlicos son metabolizados por las plantas y tienen propiedades
antioxidantes (Martins et al., 2016). Son los principales responsables de las
propiedades nutracéuticas de la miel y de ser capaces de inhibir o reducir la
produccion de compuestos oxidantes llamados radicales libres; estos compuestos

oxidantes pueden ocasionar dafios de indole oxidativo en moléculas tales como
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carbohidratos, lipidos, proteinas y el material genético de las moléculas o ADN (do

Nascimento et al., 2018).

Los radicales libres son moléculas, atomos o compuestos muy inestables en su
estructura, lo que los hace muy reactivos cuando tienen cerca otros compuestos,
moléculas o electrones con la finalidad de tener estabilidad en su estructura (Wu
& Cederbaum, 2003).

Los compuestos fendlicos encontrados en la miel se clasifican en acidos fendlicos
y flavonoides. De este tipo de compuestos se han identificado: los &cidos
glucénicos, vainilico, cafeico, siringico, p-cumarico, ferulico, clorogénico 3-

hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzoico, rosmarinico y galico (Da Silva et al., 2016).

La capacidad antioxidante de la miel depende no solo de la presencia de
compuestos fendlicos, sino también de los flavonoides (Rao et al., 2016). Estos
tienen una estructura C6-C3-C6, que incluye dos anillos de benceno conectados
a un anillo de pirano (Da Silva et al., 2016). Las sustituciones en los anillos forman
diferentes clases de flavonoides como las flavonas, flavonoles, flavanonas,
flavonoides, antocianidinas, isoflavonas y chalconas (Andersen & Marckham,
2016). Se han reportado diversos flavonoides en tipos de mieles, tales como
naringenina, hesperetina, pinocembrina, crisina, galangina, quercetina y

kaempferol, apigenina y catequina (Da silva et al., 2016).

Existen trabajos publicados en donde se reporta la actividad antioxidante de
mieles del género Apis de Brasil (do Nascimento et al., 2018), de Argentina
(Patrignani et al., 2016) de Iran (Degirmenci et al., 2020) entre otros, tambien,
otras investigaciones relacionadas con la capacidad antioxidante de propéleos y
miel de abejas sin aguijon (Jiménez et al., 2016) pero muy pocos los relacionados
con la especie Melipona beecheii (Alvarez-Saurez et al., 2018; Sousa et al., 2016).

Dada su importancia por los efectos benéficos para la salud del ser humano, es
necesario el estudio de los compuestos antioxidantes, debido a que puede ayudar

a comprender mejor su bioactividad (Keckes et al., 2013).
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2.5 Compuestos volétiles

El aroma en la miel es una de sus caracteristicas distintivas, resultado de la
liberacion de compuestos volatiles de bajo peso molecular (Soria et al., 2003;
Wolski et al., 2006). Se han detectado méas de 600 compuestos organicos en el
aislamiento de volatiles en muestras de miel (Jerkovic et al., 2009). Generalmente,
los compuestos volatiles en la miel provienen de diversas familias quimicas como
aldehidos, hidrocarburos, cetonas, alcoholes, ésteres, acidos, bencenos,

terpenos, furanos, norisoprenoides, entre otros (Barra et al., 2010).

La determinacion del origen de un producto, se ha vuelto un tema de autenticidad
en un mercado globalizado, por este motivo, se ha investigado compuestos
guimicos marcadores que sean indicadores del origen geogréfico y/o floral, una
de estas vias ha sido el analisis de compuestos volatiles (Kaskoniené &
Venskutonis, 2010). La composicion de los compuestos volatiles en la miel esta
muy relacionada con su origen geografico y botanico, debido a que las condiciones

del suelo y del clima, determinan la flora (Manyi-Loh, Ndip & Clarke, 2011).

Se han llevado a cabo muchos estudios para especificar los compuestos volatiles
gue mas se asocian a un tipo especifico de miel, que puede ayudar, de una
manera rapida y confiable, en la determinacion de su origen botanico (Kaskoniené
& Venskutonis, 2010).

Para poder extraer los compuestos volatiles a partir de una matriz compleja,
como lo es la miel, se requiere de de una técnica selectiva y eficaz. Muchas
investigaciones utilizan la técnica de microextraccion en fase sélida debido a que
presenta ventajas con respecto a otras. Por ejemplo, el proceso de extraccion es
relativamente sencillo y rapido, no es necesario el uso de disolventes organicos,
permite la identificacion de una gran cantidad de moléculas con poca
manipulacion de las muestras. Después del aislamiento de los compuestos
volatiles, la técnica mayormente utilizada para su identificacion y cuantificacion
es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Machado et
al., 2020).
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A la fecha, se han publicado investigaciones dirigidas a la identificacion de
compuestos volatiles del género Apis (Petretto et al., 2017; Beitlich et al., 2014;
Nayik & Nanda, 2015; Cuevas-Glory et al.,, 2012; Macowicz et al., 2018;
Karabagias et al., 2019), pero los estudios para las mieles provenientes de
abejas sin aguijén son escasos (Bankova et al., 2014; Syed Salleh et al., 2021;
Pino et al., 2006; Torres-Gonzalez et al., 2016; da Costa et al., 2018; Costa et
al., 2019).
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3. QUALITY PARAMETERS, ANTIOXIDANT CAPACITY AND
PROFILE OF VOLATILE COMPOUNDS IN HONEYS FROM THE
MUNICIPALITY OF JOSE MARIA MORELOS, QUINTANA ROO

3.1 Abstract

The state of Quintana Roo, Mexico, belongs to the Yucatan peninsula, one of the
most important beekeeping regions in the country. Honey production in this state
is destined for local consumption and has been little studied. The aim of this work
was to analyse the quality, antioxidant properties and characteristic volatile
compounds in honey samples collected in the municipality of José Maria Morelos,
Quintana Roo, Mexico. The honey samples were obtained directly from
beekeepers in 21 communities. According to the results, only five samples met
the specifications established by the Codex Alimentarius and the results were:
moisture 19.05 + 0.25 - 19.96 + 0.11 g water 100g*, pH 3.52 + 0.03 - 4.08 + 0.05,
acidity 19.20 + 1.42 - 31.62 + 1.51 meq Kg?, diastase number 8.43 + 0.20 - 11.82
+ 0.07, hydroxymethylfurfural content 10.82 + 0.31 - 30.05 * 4.56 mg Kg, and
total reducing sugars 72.01 + 4.32 - 75.23 + 2.78 g GIuE 100 g*. Likewise, the
antioxidant capacity values for the samples that met the quality parameters were
in the following ranges: 30.55 + 0.09 - 128.54 + 0.19 and 83.97 =+ 0.04 - 109.30 +
0.05 ymol TE 100 g* (FRAP and ABTS assays, respectively). According to the
principal component analysis, the volatile compounds: 1,3,8-p-menthatriene,
safranal, 1,3,5,7-cyclooctatetraene, phenol 2-methoxy, thymol and zingiberen can
be used as markers to determine the geographical and floral origin of the honeys
produced in the municipality of José Maria Morelos, Quintana Roo, Mexico.

Keywords: honey phytochemicals, antioxidant capacity, honey markers, Apis
mellifera, Quintana Roo honey.
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3.2 Introduction

Honey is a natural food produced by bees from flower nectar and other extra-
floral secretions. The process consists of nectar extraction, transport,
processing, combination with other substances, dehydration, concentration, and

storage in honeycombs (Ulloa et al., 2010).

Determining the quality criteria established in food products is a critical factor in
bringing them to the market, honey is no exception, since it contains more than
200 components and its quality varies between countries and even within
regions of a country (Algarni et al., 2016). Honey quality is established from
parameters such as color, moisture, pH, acidity, electrical conductivity, diastase
number, hydroxymethylfurfural (HMF) and reducing sugars (Bogdanov et al.,
2002; Naila et al., 2018).

Honey is appreciated for its taste, its antioxidant properties (Gul & Pehlivan,
2018) and its characteristic odor resulting from the release of low molecular
volatile compounds (Soria et al., 2003; Wolski et al., 2006) such as: aldehydes,
alcohols, acids, esters, ketones, hydrocarbons, furan derivatives, pyran,
terpenes and their derivatives, as well as cyclic compounds and sulphur
derivatives, which can be useful as markers to determine their origin and
authenticity (Zhu et al., 2022, Jerkovic & Marek, 2014, Kaskoniené &
Venskutonis, 2010). One of the most important beekeeping regions in Mexico is
located in the Yucatan Peninsula, comprising the states of Campeche, Yucatan
and Quintana Roo. Honey produced in the first two states has been extensively
studied (Moguel et al., 2005, Anguebes et al., 2016, Alfaro et al., 2010, Cuevas-
Glory et al., 2008) and bee producers have managed to obtain an export quality
product, however, honey produced in the state of Quintana Roo is only produced

for local consumption and to date, studies on its quality are scarce.

The objective of this work was to analyze the quality, antioxidant properties and
characteristic volatile compounds in honey samples produced in the municipality
of José Maria Morelos, Quintana Roo, Mexico, in order to identify communities
with potential for honey export.
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3.3 Materials and methods

Honey material

Honey samples were provided by beekeepers from the twenty-one communities
in the municipality of José Maria Morelos Quintana Roo, Mexico; its
geographical location is given in Figure 9 (19°44°46°°N, 88°42°45"W; 20 masl).
Table 1 shows the information provided by the beekeepers on the floral origin
and harvest date of each sample collected. The honeys were stored at room

temperature and protected from light until analysis.

T
page ™ |

Yucatin

Figure 9. Geographical location of José
Maria Morelos, Quintana Roo.

Reagents

Folin-Ciocalteu reagents, gallic acid, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox), sodium bisulfite, quercetin (95 % purity), n-alkane
mixture (C8-C20) (95 % purity), 2,4,6-tripiridil-s-triazine (TPTZ), iron (Ill) chloride
hexahydrate and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Quality parameters
To obtain the results of quality, antioxidant properties and profile of volatile

compounds, each honey sample was analyzed in triplicate. Color was measu
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Table 1. Floral origin and collection date of honey samples Apis mellifera

Sample Community Floral origin Collection
date

1 Aguada la *Huano (Sabal yapa) June 2021
Presumida

2 La Presumida *Jabin (Psicdia piscipula) May 2021

3 Cafetal Grande  *Tinto (Haematoxylon May 2021

campechianum)

4 Cafetalito *Jabin (Psicdia piscipula) March 2021

5 Candelaria *Bejuco (Dalbergia glabra) May 2021

6 Dzuiche Multi Floral February 2021

7 Insurgente Multi Floral June 2021

8 José Maria Multi Floral May 2021
Morelos

9 San Marcos Multi Floral March 2021

10 Kancabchen Multi Floral March 2021

11 La Carolina Multi Floral June 2021

12 Naranjal Multi Floral March 2021

13 Othon P. Blanco *Jabin (Psicdia piscipula) July 2021

14 Puerto Arturo Multi Floral March 2021

15 Nueva Reforma  Multi Floral May 2021

16 Sabana San Multi Floral May 2021
Francisco

17 San Diego Multi Floral May 2021

18 San Felipe | *Chechén (Metopium May 2021

brownei)

19 San Felipe 1l Multi Floral May 2021

20 San Isidro Multi Floral March 2021
Poniente

21 Santa Gertrudis  Multi Floral March 2021

* Common local name and scientific name

red with a colorimeter (96785C, Hanna Instruments, RI, USA), using glycerol as
reference. Results were expressed in mm, according to the Pfund scale (Isla et
al., 2011). Color was also determined with a Hunter lab colorimeter (MiniScan
XE Plus 45/0-L, HunterLab, Reston, Virginia, USA) on CieLab scale (L*, a*, b*).
The values of a* and b*, the tone angle parameter (Hue; h*) and color saturation
(Chroma; C*) were calculated by applying the equations 1 and 2, while the L*

value was taken as lightness (Karabagias et al., 2020):

h* =Tan™1 (b x/a %) (1)
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C*=4(a)?+ (b)? 2

Electrical conductivity, moisture content, pH, acidity, diastase number and
hydroxymethylfurfural (HMF) concentration were analyzed following the
procedures described by Bogdanov (2002). The content of total reducing sugars
was quantified according to the method of Miller (1959) with some modifications:
an aqueous honey solution (0.8 mg mL?) was mixed with 0.5 mL of 3,5-
dinitrosalicylic acid aqueous solution (10 mg mL™). The mixture was heated at
90 °C, for 10 min and then cooled in an ice water bath at room temperature. A
200 pL aliquot of the reaction mixture was transferred to the microplate reader
(Biotek Synergy 2, Agilent Technologies, VT, USA) and the absorbances were
read at 540 nm. A glucose calibration curve was prepared in the concentration
range of 0.2 - 1.0 mg mL*. Results were reported in g glucose equivalents per
100 g of honey (g GIUE 100 g).

Antioxidant properties
Antioxidant properties were evaluated in vitro by preparing honey solutions (1:5
w/v). The total phenolic content in each solution was determined by the Folin-

Ciocalteu method, adapted to microplates (Hernandez-Rodriguez et al., 2016).

A calibration curve was prepared from a stock solution of gallic acid in the linear
range of concentrations from 1.3 to 11.3 ug mLt. The absorbance was
measured in a microplate reader at 760 nm. Results were expressed as
milligram equivalents of gallic acid per 100 g of honey (mg GAE 100 g1). Total
flavonoid concentration was quantified in the solutions according to Chang et
al. (2002) with modifications, an aliquot of the honey solution (0.5 mL) was
mixed with 0.1 mL of 10% AICIl3-6H20 and 0.1 mL of 1M CHsCOOK. The
absorbances were measured at 415 nm. A quercetin calibration curve was
prepared in the concentration range from 0.5 to 10 pug mL. Results were

expressed as mg quercetin equivalents per 100 g of honey (mg QE 100 g1).
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Antioxidant capacity was assessed using the FRAP (Benzie & Strain, 1996)
and ABTS (Re et al., 1999) assays, adapted to microplates. Trolox calibration
curves were prepared in the concentration range of 4-46 uM and 5-60 pM,
respectively. Data were reported in umol Trolox equivalents per 100 g of honey
(umol TE 100 g1).

Volatile compound profile

Volatile compounds were extracted according to the method reported by Soria
et al. (2003), using a DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzene Carboxen
Polydimethylsiloxane; 50/30 ym SUPELCO, Bellefone, PA) microextraction
fiber. Analyses of volatile compounds were performed on a GC (7890 A, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to a MS (Agilent 240) with an ion
trap detector. The inlet temperature of the chromatograph was 250 °C and the
sample desorption time was 10 min. A VF-5 MS column (inert 5 %
phenylmethylpolysiloxane 30 m x 250 um x 0.25 ym) was used at a flow rate of
1 mL/min and a pressure of 0.5 atm. Oven temperature was set to 45 °C for 2
min, then to 200 °C at 6 °C/min, and to 250 °C at 20 °C/min. The operating time
for each sample was 30 minutes. Helium was used as carrier gas at a flow rate
of 1.0 mL/min. A mixture of n-alkanes (C8-C20, Sigma) was injected under the
same conditions as the sample. The retention times of the sample and the n-
alkane mixture components were used to calculate the Linear Retention Index
(LRI (Van Den Dool & Kratz, 1963). Compounds were identified by comparing
the calculated Linear Retention Index (LRI) with that reported in the NIST
Chemistry WebBook.

Statistical analysis

Significant differences in quality and antioxidant data were established by
analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's mean comparison test (p
value < 0.05). Pearson's test was applied to determine the correlation between

color and antioxidant properties.
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3.4

The volatile compounds identified were subjected to a principal component
analysis to determine the compounds that could explain the significant

differences found. The data were processed in SAS software version 9.0.

Results

Quality parameters

As shown in Table 2, statistically significant differences (p < 0.05) were found in
all measurements.

As for the color of the honeys, according to the Pfund scale, the samples
corresponding to the communities labeled with the numbers 4, 9 and 20,
presented an extra light amber color, 3 and 14 amber and the rest light amber
(see Table 1). The results of the color measurement using the L*a*b*
coordinates showed that the brightness values were highest in samples 4, 9 and
20 (see Table 2); positive values for a* (reddish) and b* (yellowish) were
obtained in all measurements. The positive chroma results indicate that the light
scattering is in the first quadrant of the Munsell solid, so that the honeys show
yellow and red components (see Figure 15, supplementary material). The color
of the honeys showed a negative correlation with the antioxidant capacity values
determined by the FRAP test (r =-0.87), Table 3 (supplementary material) shows
the results of the quality parameters. The moisture content was 17.49 + 0.08 -
21.60 + 0.03 g water 100 g*. According to Codex Alimentarius (2001), twelve
samples meet the specification for this parameter (20 g water 100 g?). A
correlation was found between moisture and pH content (r = 0.85).

The pH values were 3.41 + 0.03 - 4.08 + 0.03 which are within the limits (3.4 -
6.1) established by Codex Alimentarius (2001). Acidity is an indicator of
freshness in honey, for this parameter, a maximum value of 50 meq kg*; all
honey samples are within the recommended limit.

The electrical conductivity of the honeys was in the range of 0.05 + 0.01 - 0.38
+ 0.01 mS cm?, samples 9, 10 and 20 showed the lowest values.

As for the diastase number, the Codex Alimentarius stipulates that this

parameter must be higher than 8 Schade units. As shown in Table 3, eleven of
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the samples meet this specification. A correlation between this variable and HMF
content (r =0.82), ABTS (r = 0.98) and reducing sugars (r = 0.99) was observed.
The hydroxymethylfurfural (HMF) content is related to the degradation of
carbohydrate-rich foods (Morales, 2008), in the case of honey, a maximum
concentration of 50 mg kg is allowed (Codex Alimentarius, 2001). As shown in
Table 2 (supplementary material) of the 21 samples collected, 14 were found to
be within the established range. As shown in Table 2 (supplementary material),
the amount of total reducing sugars in all samples is within the standard, which
states a minimum of 65 g of reducing sugars per 100 g of honey.

Antioxidant properties

Samples 3 and 19 had the highest concentration of phenolic compounds 57.13
+ 0.02 - 57.01 £ 0.05 mg GAE 100 g, while flavonoids represented between
18.16 and 61.46 % of the total phenolic compounds. Sample 21 had the highest
flavonoid concentrations (29.18 + 0.08 mg QE 100 g!) (see Figure 10A).

FRAP and ABTS assays determined the antioxidant capacity. Figure 10B shows
that in most cases the values obtained by both assays had the same trend. On
the other hand, a positive correlation between the antioxidant capacity,

evaluated by the FRAP assay, and the flavonoid content (r = 0.96) was found.

Volatile compounds profile

The volatile compounds of the 21 honey samples were identified by comparing
the calculated linear retention index (LRI) values with those of the NIST library.
A total of 45 compounds were identified (seeTable 5), of which the most
abundant were terpenes (28.9 %), followed by alcohols (24.4 %), aldehydes and
hydrocarbons (8.9 % each), esters (6.7 %), furan derivatives and amines (4.4 %
each), an aromatic nitrile and a halide (2.2 % each). The results of the principal
component statistical analysis (PCA) grouped the 45 identified compounds into
three principal components that explain 40 % of the variability (see Figure 11).
Fifteen compounds were found to have the most significant correlations, these
were ethylbenzene (C2), 1,3,5,7-cyclooctatetraene (C3), ethanone 1-(2-furanyl)
(C4), benzenemethanamine N-(1-methylethyl)- (C8), p-mentha-1,5-dien-8-ol
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(C10), phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) (C16), propanoic acid 2-methyl-2-ethyl-
3-hydroxyhexyl ester (C26), phenol 2-methoxy- (C34), benzene 1,2-dimethoxy-
(C35), thymol (C36), zingiberene (C37), benzene 4-ethenyl-1,2-dimethyl- (C40),
safranal (C42), 1,3,8-p-menthatriene (C43) and ethanone 1-(4-methylphenyl)-
(C44)

3.5 Discussion

Honey color is related to pollen pigments, which consist mainly of carotenoids,
flavonoids and tannins (Ruiz-Navajas et al., 2014). The extra light amber color
of honey samples 9 and 20 is consistent with their low flavonoid content (Figure
10A). On the other hand, a negative correlation was found between color and
antioxidant capacity values obtained by the FRAP assay (r = - 0.87). Therefore,

amber-coloured honeys (3 and 14) are among the samples with the highest
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Figure 10. Total phenolic, flavonoids, FRAP and ABTS assays.

antioxidant capacity, which is consistent with Petretto et al. (2017). Color values
corresponding to light amber in 16 honey samples were comparable with honeys
from the state of Tabasco, Mexico (Balcazar-Cruz et al. (2019) and Argentina
(Patrignani et al., 2016).

In general, the moisture measured in the honey samples was higher than that of
honeys from Yucatan and Iran, which are 17.9-19.2 g 100 g-1 (Moguel et al.,
2005) and 13.68-17.62 g 100 g* (Akbari et al., 2020), respectively. The moisture
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content of honey depends on climatic and/or harvesting conditions. The
municipality of José Maria Morelos, Quintana Roo, Mexico, is a geographical
area with a sub-humid climate, with average temperatures of 26 °C, 54 %
humidity and a rainfall of 1268 mm (INAFED, 2022). Therefore, it is locally
accepted that honey contains up to 21 % humidity. According to Akbari et al.
(2020), a moisture content above 20 % facilitates yeast growth and thus
fermentation and deterioration of product quality. Other parameters that
contribute to the preservation of honey are pH (< 4.2) and a percentage of sugars
close to 80 % (Gonzéalez et al., 2011). Although some of the honey samples
under study had relatively high moisture contents, pH and reducing sugars

content are within the limits allowed by the Codex Alimentarius.

The pH values obtained in this study were similar to those reported by Al-Farsi
et al. (2018) in multifloral honeys of Oman (pH 3.46-4.79) and Cuba (average
pH 4.76) (Alvarez-Suarez et al., 2018).

Acidity is a parameter associated with the organic acids found in honey, which
vary according to the flower and bee species (Biluca, et al., 2016). Gluconic acid
predominates in bee honey and is produced by enzymatic activity (Karabagias
et al., 2014). The acidity of honey samples 18 and 19 was higher compared to
the results reported by Karabagias et al. (2017) in honey from Lakonia (26.10
mEq kgt) and Evritania (31.28 mEq kg™) regions.

Electrical conductivity is a very useful parameter to determine the authenticity of
monofloral honeys and to distinguish nectar honey from honeydew (Akbari et al.,
2020). It has been reported that nectar honeys have electrical conductivity
values between 0.30-0.64 mS cm* (Manzanares et al., 2011). Based on the

results, only 2 monofloral samples (2 and 3) can be classified as nectar honeys.

Diastase (a- and B-amylase) is an enzyme naturally present in honey. Its content
depends on the characteristics of the flowers, the geographical origin, the age
of the bees, the period of nectar collection, the physiological period of the colony,
the amount of nectar flow and the sugar content (Oddo, Piazza & Pulcini, 1999).
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The diastase number of all samples was lower than 20 Schade units, the
maximum value found for Moroccan honeys (Ouradi et al., 2020). The diastase
number is an indicator of honey ageing or exposure to temperatures above 60
°C (Yucel & Sultanoglu, 2013). Diastase values lower than eight Schade units
could be indicative of early honey harvesting (Vorlova & Pridal, 2002) or glucose-
based bee feeding (Da Silva et al., 2016). Samples 2, 4, 5, 9, 10, 10, 11, 12, 14,

15, and 20 had the lowest values for this parameter.

Samples 2, 3, 9, 11, 12, 19 and 20 showed HMF values (see Table 3) higher
than those allowed by the Codex Alimentarius (50 mg kg?). However, for the
national market, the Mexican standard NOM-004 SAG-GAN 2018 allows a
maximum of 80 mg kg™ for honeys declared to be of tropical origin (SADER,
2020).

Regarding antioxidant properties, samples 10 and 12 presented similar values of
total phenolic content to Brazilian ones (30.5 mg GAE 100 g1), Japanese grape
flower (Hovenia dulcis) (do Nascimento et al., 2018) and Argentinean (39.5 mg
GAE 100 g') honeys from the Pampean province (Patrignani et al., 2016). In
particular, samples 3, 19 and 13 presented higher values than Manuka honey
(42.96 mg GAE 100 g1), whose antioxidant properties have been an international
reference for comparing honeys from different origins (Moniruzzaman et al.,
2013).

Sample 21 had a much higher flavonoid concentration than Manuka honey (9.76
mg QE 100 g) (Moniruzzaman et al., 2013). The results of all studied samples
were higher than Brazilian honeys (0.2-2.1 mg QE 100 g*) (do Nascimento et al.,
2018).

The antioxidant capacity of samples 8 and 13 in the FRAP and ABTS assays,
were higher than lIranian Shakhbuz honeys (78.60 pymol TE 100 g') and
Mingachevir honeys (76.80 umol TE 100 g') (Degirmenci et al., 2020). In
addition, the ABTS assay was observed to have the same trend as the FRAP
assay. 8 and 13 had the highest antioxidant capacity in both assays (Figure 10B).
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In general, the honeys had a high content of reducing sugars compared to
Manuka honey (58.61 g 100 g') (Moniruzzaman et al., 2013). Fructose is one of
the main sweeteners present in honey. It provides benefits to human health (Trinh
et al., 2022).

With regard to the principal component analysis, the 15 most significant volatile
compounds were grouped into 3 principal components; component 1 consists of
C4, C26, C34, C35, C36 and C37 (Table 4 in supplementary material);
component 2 consists of C2, C3, C8 and C10 and in the third component of C16,
C40, C42, C43 and C44.

Compounds C34, C35, C36 and C37 were identified in sample 9, which comes
from the community of San Marcos and is of multifloral origin (Table 1).
Compounds C2, C8 and C10 were present in sample 1 from the community of
Aguada la Presumida, also of monofloral origin, and multifloral sample number
20, from the community of San Isidro Poniente, presented compounds C42, C43
and C44.

According to Kaskoniené and Venskutonis (2010), compounds that can be useful
as markers in honeys must meet two requirements: their floral origin must be
known and the percentage of area with which they occur in the samples must be
known as well. Based on the above, the following compounds were chosen as
marker compounds: 1,3,8-p-menthatriene, safranal, 1,3,5,7-cyclooctatetraene,
phenol 2-methoxy, thymol and zingiberene. Of the 6 compounds mentioned, 2-
methoxy phenol was identified in cashew honeys (Moreira et al., 2002).
Compounds 1,3,5,7-cyclooctatetraene, safranal and 1,3,8-p-menthatriene are
described for multifloral honeys from Yucatan and Jabin flower (Cuevas-Glory et
al., 2012), while thymol was identified in honeys from Thymus capitatus (Odeh et
al., 2007). Zingiberene was found in honeys from Poland (Stefanikova et al.,

2021) and very abundant in ginger extracts (Yeh et al., 2014).
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Figure 11. Principal component
analysis of volatile compounds.

3.6 Conclusions

The samples from the communities of Aguada La Presumida, José Maria
Morelos, Othén P. Blanco, Sabana San Francisco and Santa Gertrudis comply
with the quality parameters established by the Codex Alimentarius, including
moisture, acidity, pH, diastase number, HMF and reducing sugars. Samples from
the communities of José Maria Morelos and Othén P. Blanco were found to have
a high flavonoid content and a higher antioxidant capacity. In particular, the Santa

Gertrudis sample was superior to the Manuka honey in flavonoid content.

The volatle compounds  1,3,8-p-menthatriene, safranal, 1,3,5,7-
cyclooctatetraene, phenol 2-methoxy, thymol and zingiberene were chosen as

markers to identify honeys from the municipality of José Maria Morelos, Quintana
Roo, Mexico.

Future studies should focus on the characterization of honey samples produced
in Quintana Roo, Mexico, with respect to melissopalynological studies, sugar
profile, detection of volatile compounds and flavonoids.
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4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y PERFIL DE
COMPUESTOS VOLATILES EN MIEL Melipona
beecheii DEL MUNICIPIO DE JOSE MARIA
MORELOS, QUINTANA ROO, MEXICO

4.1 Resumen

Melipona beecheii, es una especie nativa que esta presente en toda la Peninsula
de Yucatan. En afios recientes ha tomado relevancia la identificacion de
compuestos que determinen su potencial nutracéutico y origen geografico, pero
la investigacion dirigida a mieles de esta especie es escasa. El objetivo de este
trabajo fue determinar la capacidad antioxidante e identificar compuestos
volétiles en muestras de miel de Melipona beecheii producidas en el municipio
de José Maria Morelos, Quintana Roo, México. Los resultados mostraron un
contenido fendlico entre los intervalos 16.10 + 0.56 a 65.89 + 3.86 mg EAG 100
g!y de flavonoides 1.35 + 0.09 a 11.65 + 0.65 mg EC 100 g. La capacidad
antioxidante en el ensayo FRAP se encontrd entre los valores 24.62 + 2.13 a
96.47 + 3.75y ABTS 33.26 + 1.38 a 160.81 + 2.32 umol ET 100 g*. De acuerdo
al andlisis de componentes principales, los compuestos marcadores fueron:
1,15 trimetil-1,2-dihidronaftaleno, cadaleno, éster dietilico del acido
butanedioico, jasmona, alcohol bencilico y feniletilo, ester etilico del &acido
benzoico y B-damascenona. La capacidad antioxidante e identificacion de
compuestos volatiles clave, informan del potencial nutracéutico y origen
geografico y floral.

Palabras clave: marcadores en miel de Melipona beecheii, abeja sin aguijon,
potencial nutracéutico, compuestos bioactivos.

Doctoral thesis. Doctorado en Ciencias Agroalimentarias. Departamento de Ingenieria
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4.2 Introduccion

La especie de abeja sin aguijon Melipona beecheii es nativa del sureste
mexicano y es la mas importante que se haya documentado en la civilizacién
Maya (Lépez-Maldonado, 2010). Se distribuye a lo largo de las dos costas de
México y esta presente en toda la Peninsula de Yucatan. Desde tiempos
antiguos, los mayas la llamaban “Xunaan Kaab” que significa sefiora abeja
(Xolalpa et al., 2018). Fue preferentemente domesticada debido a la ausencia de
su aguijon que la hace facil de producir, el atractivo color y sabor de su miel y
sus propiedades terapéuticas (Yam-Puc et al., 2019).

En las mieles de Melipona beecheii, se han encontrado numerosos compuestos
bioactivos, tales como &cidos fendlicos y flavonoides, los cuales tienen actividad
antioxidante. Debido a esto, se ha incrementado el interés en el estudio de las
propiedades nutracéuticas y antioxidantes en este tipo de mieles (Cahuich et al.,
2015).

La miel de melipona proviene de diversos origenes florales, lo que le confiere un
aroma especifico, producto de cientos de compuestos volatiles que provienen
del néctar y de las condiciones climatolégicas propias de la regién (Costa et al.,
2019).

La determinacion de compuestos volatiles en mieles de abejas sin aguijon se ha
utilizado en afios recientes como marcadores analiticos para determinar el origen
geografico y botanico, La metodologia mas aceptada para su aislamiento y
analisis es la microextraccién en fase solida SPME, seguida de su andlisis por
cromatografia de gases acoplada a masas (da Costa et al., 2018).

Existen numerosos estudios enfocados a la determinacion de compuestos
volatiles en mieles de Apis (Petretto et al., 2017; Beitlich et al., 2014; Nayik &
Nanda, 2015; Cuevas-Glory et al., 2012; Macowicz et al., 2018; Karabagias et
al., 2019); en propoleos y mieles de abeja sin aguijon (Bankova et al., 2014; Syed
Salleh et al., 2021; Pino et al., 2006; Torres-Gonzalez et al., 2015; da Costa et
al., 2018; Costa et al., 2019), sin embargo, la publicacion de investigaciones
dirigidas a la identificacion de compuestos volatiles en mieles de Melipona

beecheii, son escasos.
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El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad antioxidante e identificar
compuestos volatiles, para generar informacion del potencial nutracéutico y del
origen geografico y floral de mieles de Melipona beecheii, provenientes del

municipio de José Maria Morelos, estado de Quintana Roo, México.

4.3 Materiales y métodos

Muestras de miel

Las treinta y uno muestras de miel fueron colectadas durante el mes de marzo
2020, directamente de los meliponarios, de origen multifloral, provenientes de
siete comunidades del municipio de José Maria Morelos, Quintana Roo, México
(19°44°46°°N, 88°42°45°"0; 20 msnm): Santa Gertrudis, Pozo Pirata, San Diego,
José Maria Morelos, Gavilanes, Zafarrancho y San Isidro Poniente. Las muestras
colectadas fueron protegidas de la luz y se almacenaron a temperatura ambiente
antes de ser analizadas.

Reactivos
Los reactivos Folin-Ciocalteu, acido gélico, catequina (95 % pureza), acido 6-
hidroxy-2,5,7,8-tetramethylcroman-2-carboxilico (Trolox), la sal de diamonio
2,2"-Azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulféonico) (ABTS) y mezcla de n-
alcanos (C8-C20) (95 % pureza) fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis
MO, USA).

Capacidad antioxidante

La concentracion de fenoles totales se cuantificé siguiendo el método de Folin-
Ciocalteu adaptado a microplacas (Hernandez-Rodriguez et al., 2016). Las
accesiones de miel se disolvieron con agua destilada para obtener una
concentracion adecuada. En cada pozo de una microplaca se adicionaron 20 uL
de disolucién de miel, 125 uL de agua destilada, 20 uL de disolucién de Folin-
Ciocalteu y 30 uL de Na2COs al 20%, después de 30 minutos de reaccién, las

absorbancias se midieron a 760 nm en un lector de microplacas (Biotek Synergy
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2, Agilent Technologies, VT, USA). Se preparo6 una curva de calibracion de acido
gdlico en un intervalo de concentraciones de 1.30 a 11.30 pug mL™2. El contenido
fendlico total se expresé en miligramos equivalentes a acido galico por 100
gramos de miel (mg EAG 100 g).

La concentracion de flavonoides totales se determiné segun el método descrito
por Chang et al. (2002) con modificaciones, una muestra de miel (0.5 g) se
mezclé con agua destilada (4.3 mL) y se agitd en Vortex a 300 rpm durante 3
min. Posteriormente se agregé 0.1 mL AIClz 6H20 al 10 % y 0.1 mL de acetato
de potasio 1 M. Las absorbancias se determinaron a 415 nm. La curva de
calibracion de catequina se prepar6 en un intervalo de concentraciones de 0.5 a
10.0 pg mL*. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de
catequina por 100 gramos de miel (mg EC 100 g1).

La capacidad antioxidante se evalud por los ensayos FRAP (Benzie y Strain,
1996) y ABTS (Re et al., 1999) adaptados a microplacas. Las curvas de
calibracion de Trolox se prepararon en el intervalo de concentraciones de 4 a 46
MMy 5 a 60 uM respectivamente. Los resultados se expresaron en micromoles

equivalentes de Trolox por 100 g de miel (umol ET 100 g1).

Perfil de compuestos volatiles

Para extraer los compuestos volatiles, se siguié el método de Cuevas-Glory et
al. (2012) con modificaciones; en un vial de 15 mL se mezcld la miel (2 g) con 1
mL de agua destilada, la mezcla se agitoé en vortex (3000 rpm, 5 min) y después
se sonico (5 min). Posteriormente se calentd en bafio de vapor a 68 °C y se
mantuvo en agitacion durante 15 minutos. Transcurrido dicho tiempo, la fibra de
micro  extraccion DVB/ CAR/ PDMS (Divinylbenzene/ Carboxen/
Polydimethylsiloxane; 50/30 um SUPELCO, Bellefone, PA), se insert6 en el vial
y se dejo impregnar de los compuestos volatiles durante 30 min.

El andlisis de los volatiles adsorbidos en la fibra, se hizo en un cromatografo de
gases (7890 A, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) acoplado a un
espectrometro de masas (Agilent 240, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
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con detector de trampa de iones. La temperatura del inyector fue de 250 °Cy el
tiempo de desorcién fue de 10 min.

Se utilizé una columna VF-5 MS (fenilmetilpolisiloxano inerte al 5%; 30 m x 250
pgm x 0.25 pym) a un flujo de 0.5 mL/min y una presion de 0.5 atm. La temperatura
del horno se llevé a 45 °C, durante 2 min, y después se programoé de 45 a 200
°C a 6 C/min, y finalmente de 200 a 250 °C a 20 °C/min, con la temperatura
maxima del horno mantenida durante 30 min. Se utilizé6 Helio como gas
acarreador a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. Una mezcla de n-alcanos
(C8-C20) se inyectd bajo las mismas condiciones de la muestra. A partir de los
tiempos de retencion de los componentes de la muestra y los tiempos de
retencion de los n-alcanos, se calculé el indice de Retencion Lineal (IRL) (Van
Den Dool & Kratz, 1963).

Los resultados cualitativos se obtuvieron comparando el IRL calculado con el
reportado en la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST por sus siglas en inglés) del software del cromatdgrafo. Se tomaron en
cuenta solo aquellos compuestos volatiles cuya sefal del pico presentara un R.
Match mayor de 860 y una probabilidad mayor del 20 % en el cromatograma de

la muestra analizada.

Analisis estadistico

Los datos correspondientes a la capacidad antioxidante, se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo con el disefio experimental
completamente al azar. Cuando se observaron diferencias significativas se
aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de
significancia p < 0.05.

Los compuestos volatiles de las muestras de miel fueron sometidos a un analisis
de componentes principales (ACP), en donde se determinaron los compuestos
gue mejor explicaran las diferencias significativas encontradas. Estos analisis se

hicieron con el paquete estadistico SAS versién 9.0.
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4.4 Resultados

Capacidad antioxidante

De acuerdo a la Figura 12, de las 31 muestras analizadas, las que presentaron
el maximo contenido de fenoles fueron las muestras 3, 6 10 y 16
correspondientes a las comunidades de Pozo Pirata, Santa Gertrudis, José
Maria Morelos y Gavilanes, respectivamente. Los valores minimos se
concentraron en las muestras 5, 8, y 26 que son representativas de las
comunidades de San Diego. La concentracion de flavonoides fue mayor en las
muestras de Pozo Pirata, Santa Gertrudis y Gavilanes (1,3, 6, y 16
respectivamente), mientras que la miel ndmero 23, representativa de la

comunidad de José Maria Morelos se encontrd entre los valores mas bajos.
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Figure 12. Contenido de fenoles y flavonoides en
mieles de Melipona beecheii.

De acuerdo con el ensayo FRAP, las muestras de las comunidades de Pozo
Pirata, Gavilanes y Santa Gertrudis (3 y 16 y 22 respectivamente) presentaron
los valores mas altos (96.47 + 3.75, 9233 + 129 y 7152 + 0.84
respectivamente), mientras que las correspondientes a San Diego (muestra
namero 5) tuvieron el valor mas bajo. En el ensayo ABTS, las mieles etiquetadas
con los numeros 3, 6, 16 y 22 tuvieron una mayor capacidad antioxidante. De
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acuerdo a lo anterior, se observo una tendencia de las muestras 3, 6, 16 y 22
ademas de tener el contenido mas alto de fenoles y flavonoides, también
mostraron una mayor capacidad antioxidante por los dos ensayos aplicados
(Figura 13).
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Figure 13. Ensayos FRAP y ABTS en mieles
de Melipona beecheii.

Perfil de compuestos volatiles

En las 31 muestras de miel se identificaron 41 compuestos volatiles (Cuadro 7
en material complementario), de los cuales el alcohol feniletilico estuvo
presente en todas las muestras analizadas, seguido del alcohol bencilico y del
ester etilico del acido bencenoacético con una presencia del 83.87 % de las
muestras, mientras que el éster etilico del &cido benzoico se encontré en el
77.42 %, el éster dietilico del acido butanodioico con 35.48 %; jasmona, fenol
2,4-bis(1,1-dimetiletilo) y cadaleno con 19.35 % cada uno; y B-damascenona
y 1,1,5 trimetil-1,2-dihidronaftaleno con un 9.68 % cada uno. Aparte de los
compuestos identificados, se encontraron picos en el cromatograma que no
pudieron ser identificados, por tal motivo, la suma total de porcentaje de area

de pico en cada una de las muestras analizadas, no alcanza el 100 por ciento.
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Figura 14. Anélisis de componentes
principales de los compuestos volatiles
de Melipona beecheii.

El analisis de componentes principales, agrupdé los 41 compuestos volatiles
identificados en 3 componentes principales, los cuales explicaron el 31 % de la
variabilidad (Figura 14). Del total de los compuestos, se encontr6 que 21 de ellos
presentaron valores mas significativos en sus correlaciones, siendo: el alcohol
bencilico (C1), alcohol feniletilico (C2), éster etilico del acido benzoico (C3), el
éster dietilico del acido butanodioico (C4), éster etilico del 4cido bencenacético
(C6), la jasmona (C9), el fenol 2,4-bis(1,1-dimetiletilo) (C11), hotrienol (C12),
naftaleno (C13), éter de etilo del (3-metoxifenil) metanol (C14), m-tolil carbinol
(C15), 3,5-dimetil benceno metanol (C16), (E)-etil cinamato (C17), cadaleno
(C18), caproato de etilo (C22), 2,5-dimetil benzaldehido, (C23), B-damascenona
(C25), berbenol (C28), bencil nitrilo (C29), ester de etilo del acido 4-
metoxifenilacetico (C30) y 1,1,5-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (C35).

4.5 Discusion
La concentracion de fenoles en las mieles estudiadas, mostraron valores
mayores a los extractos acuosos de propdleo de otras especies de abeja sin
aguijon de Brasil: 40.1 +4.25y 48.1 + 0.5 mg EAG 100 g (Jiménez et al., 2016,
Sousa et al., 2016 respectivamente). La concentracion de flavonoides superé a
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la reportada en mieles multiflorales de Melipona beecheii de Cuba: 4.19 + 0.37
mg EC 100 g e incluso las de Apis mellifera en el mismo estudio 2.68 + 0.38 mg
EC 100 g (Alvarez-Suérez et al., 2018).

Los valores de capacidad antioxidante de las muestras evaluadas fueron
mayores a los reportados en mieles de abeja sin aguijon en el ensayo FRAP:
52.30 + 2.50 umol ET 100 g (Jiménez et al., 2016). En cuanto al ensayo ABTS,
las muestras de miel con mayor capacidad antioxidante, presentaron valores
mayores a los publicados para mieles de Melipona de Brasil 81.6 = 4.5 umol ET
100 g* (Sousa et al., 2016).

Con respecto a los componentes principales (Figura 14), los compuestos
volatiles agrupados en el componente 1 (6valo amarillo) fueron: C2, C3, C4, C6,
C12, C14, C28, C29 y C30; en el componente 2 (6valo rojo): C1, C9, C11, C17,
C23y C25y en el componente 3 (6valo rosa): C15, C16, C18, C22 y C35.

Para la eleccion de los posibles compuestos marcadores, se tomé en cuenta la
frecuencia de cada compuesto en las muestras evaluadas y su relacion con un
origen floral; las muestras elegidas fueron: alcohol bencilico (C1), alcohol
feniletilico (C2), éster etilico del &cido benzoico (C3), éster dietilico del acido
butanodioico (C4), jasmona (C9), cadaleno (C18), f-damascenona (C25)y 1,1,5-
trimetil-1,2-dihidronaftaleno (C35).

El alcohol bencilico, alcohol feniletilico y éster etilico del acido benzoico fueron
identificados en propéleos de melipona provenientes de Croacia, China y
Republica Checa (Bankova et al., 2014). El alcohol feniletilico también ha sido
encontrado en mieles de Apis de Marruecos (Petretto et al., 2017), mieles
neozelandesas de Kanuka (Kunzaa ericoides) (Beitlich et al., 2014), y mieles de
azafran (Crocus sativus) (Nayik & Nanda, 2015).

El alcohol bencilico, tiene propiedades anestésicas, ha sido utilizado en heridas
cutaneas superficiales (Wilson & Martin, 1999); el alcohol feniletilico tiene accién
antifangica, se ha reportado que alarga la vida de anaquel en fresas
almacenadas a 4 °C durante 15 dias (Mo & Sung, 2007). El éster etilico del acido

benzoico se encuentra en frutos como el arandano y las plantas lo sintetizan
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como mecanismo de defensa contra microorganismos (Martinez-Alesén, Meuter
& Paulus, 2009).

El éster dietilico del acido butanodioico se reporté en compuestos volatiles de
extractos acuosos de propéleo de abejas sin aguijon (Syed Salleh et al., 2021).
Se ha detectado como compuesto aromético, derivado de la fermentacion de
hidromiel y vino (Carmona et al., 2002).

La jasmona se ha relacionado con mieles uniflorales de jabin (Psicdia piscipula)
del estado de Yucatan (Cuevas-Glory et al., 2012). Se encuentra como parte de
los compuestos constituyentes de las flores de jasmin; dicho aroma es de alto
valor en la industria de la perfumeria (Pawelczyk & Zaprutko, 2009).

El compuesto 1,1,5-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) se ha encontrado en
mieles monoflorales de abejas sin aguijon de Brasil (da Costa, et al., 2018) y el
cadaleno como constituyente del propdéleo de abejas sin aguijon del estado de
Yucatan (Pino e tal.,, 2006). El TDN se desarrolla durante la maduracion o
envejecimiento del vino (Winterhalter, 1991) y el cadaleno pertenece a la familia
de los sesquiterpenos, de los cuales, se ha probado sus propiedades
antimicrobianas, antifingicas, antiinflamatorias y antiparasitarias en la salud
humana (Paduch et al., 2007).

La B-damascenona es un norisoprenoide considerado como un marcador
(Kaskoniené & Venskutonis, 2010), ha sido reportado en mieles irlandesas de
ivy (Hedera helix) (Macowicz et al., 2018), y en mieles de pino (Karabagias et al.,
2019), asi como también en el aroma de mieles de melipona en polvo (Costa et
al., 2019). Este compuesto se considera producto de la degradacion de los
carotenos, posee alto potencial antioxidante y mejora el sistema inmune (Manyi-
Loh, Ndip y Clarke, 2011).

Con base en lo descrito anteriormente, los compuestos elegidos como posibles
marcadores, tienen potencial nutracéutico debido a sus propiedades
anesteésicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, antifingicas y antiparasitarias.
Ademas, contribuyen al desarrollo del aroma de la miel de melipona, lo que

determina las caracteristicas del producto.
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4.6 Conclusion
El contenido fendlico y de flavonoides de las muestras de Melipona beecheii
tuvieron valores mas altos en muestras provenientes de las comunidades de

Gavilanes, Pozo Pirata y Santa Gertrudis.

De acuerdo al analisis de componentes principales, los compuestos volatiles
propuestos como marcadores fueron: 1,1,5 trimetil-1,2-dihidronaftaleno,
cadaleno, éster dietilico del &cido butanodioico, jasmona, alcohol bencilico y
feniletilico éster etilico del acido benzoico y B-damascenona, los cuales
identifican el origen geografico y floral de las mieles de Melipona beecheii del

municipio de José Maria Morelos, Quintana Roo, México.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los objetivos planteados y de los resultados obtenidos en las mieles
de Apis mellifera y Melipona beecheii, se observaron diferencias significativas
entre las muestras de cada especie, en el contenido fendlico y la capacidad

antioxidante.

Entre las muestras de miel de Apis mellifera, la concentracion mas alta de
compuestos fendlicos fue 55.86 mg EAG 100 g, mientras que para las muestras
de Melipona beecheii fue 65.89 mg EAG 100 g*.

Con respecto al ensayo FRAP, entre las muestras de miel de Apis, el valor
maximo fue 137.54 umol ET 100 g, mientras que entre las de Melipona fue de
96.47 umol ET 100 g*. En el ensayo ABTS, el tipo de miel con mayor capacidad
antioxidante fue el de Melipona 160.81 umol ET 100 g.

Los compuestos volatiles propuestos como marcadores en miel de Apis fueron
1,3,8-p-mentatrieno, safranal, 1,3,5,7-ciclooctatetraeno, 2-metoxifenol, timol y
zingibereno, y para Melipona fueron: 1,1,5-trimetil-1,2-dihidronaftaleno,
cadaleno, éster dietilico del &cido butanodioico, jasmona, alcohol bencilico y
feniletilico, éster etilico del acido benzoico y B-damascenona. Los cuales son de

utilidad para determinar el origen geografico y floral.
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ANEXOS

Table 2. Honey color in Pfund scale and CieLab system

C Chromaticity
Sample (Pfund scale
mm) L* a* b* Ch H
1 71.33 +0.589 10.41 + 0.22d 9.83+0.632>  14.98 + 0.31f 17.93 £ 0.13¢ 0.99 + 0.04ef
2 77.67 £ 0.58¢%¢ 9.30 + 0.40¢ 9.42 £0.17bcd  14.84 + 0.32f 17.58 + 0.24¢ 1.01 + 0.02¢
3 90.67 + 0.58P 6.16 + 0.07i 9.91 + 0.102b 9.81 + 0.27i 13.95+0.17M  0.78 + 0.02!
4 48.33 + 0.58 13.72 + 0.30P 5.87 + 0.059 20.82 £ 0.41° 21.63 +0.40°¢  1.30 + 0.01ab
5 77.33 + 0.58def 9.41 + 0.47¢ 9.29 +0.26Pcd  14.82 + 0.11f 17.49 + 0.21sf  1.01 +0.01¢
6 83.33+ 0.58¢ 8.09 + 0.07"9 10.64 + 0.422 12.37 +0.38" 16.33 +0.289 0.86 + 0.039:
7 76.33 + 0.58¢f 7.34 +0.509h 8.78 £ 0.19¢de  12.06 + 0.57" 14.92 + 0.47h 0.94 + 0.03¢f
8 83.67 + 0.58¢ 6.16 + 0.47 9.72 £ 0.122bc  9.84 + 0.46'i 13.83 + 0.37i 0.79 + 0.02N
9 34.33 + 0.58k 14.73 + 0.312 6.43 +0.209 20.27 £ 0.45P¢  21.27 +0.45¢ 1.26 + 0.01°
10 58.33 + 0.58" 13.25 + 0.33° 8.54 + 0.25¢f 20.71 +0.19° 22.40 +0.10P 1.18 + 0.01¢d
11 78.67 + 0.58¢ 6.55 + 0.30N 8.67 + 0.25def 9.10 + 0.28k 12.57 + 0.30k 0.81 + 0.02"
12 58.67 + 0.58" 12.07 + 0.28¢ 8.57 +0.24%f  19.39+0.36%¢  21.20 + 0.38¢ 1.15 + 0.01¢
13 77.33 £ 0.58def 5.94 +0.19 9.49 +£0.32b¢d  9.70 + 0.501 13.58 + 0.31i 0.80 + 0.04N
14 104.33 + 0.582 12.30 + 0.13¢ 6.39 + 0.369 18.80 + 0.63¢ 19.86 + 0.66¢ 1.24 + 0.01bc
15 76.33 + 0.58¢f 11.13 £ 0.10¢ 8.58 + 0.23%ef  17.32 +0.14¢ 19.33 + 0.02¢ 1.11 + 0.01¢
16 78.00 + 0.01¢¢ 6.43 +0.21i 5.64 + 0.469N 8.12 + 0.33k 9.89 +0.18 0.96 + 0.05¢f
17 76.67 + 0.58¢f 7.84 +0.14%9 7.78 + 0.63f 10.33 + 0.13 12.94 + 0.3k 0.93 + 0.04f9
18 75.67 + 0.58 6.08 + 0.05' 10.05 + 0.072>  10.16 + 0.06' 14.29 + 0.02N  0.79 + 0.01hi
19 72.00 + 0.019 10.44 + 0.08¢ 9.39 +0.030cd  14.53 + 0.41f9 17.30 + 0.36%%9  1.00 + 0.01ef
20 41.67 + 0.58i 14.79 + 0.172 4.84 +0.17 23.37+0.132 23.87 +0.142 1.37 + 0.012
21 71.67 + 0.589 8.40 + 0.26 9.50 + 0.33bcd 13,60 + 0.249 16.59 + 0.29%9  0.96 + 0.02¢f

L: luminosity; a*(positive): reddish; b*(positive): yellowish; Ch: chroma; H: hue.
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Table 3. Quality parameters of the honey samples

Sample EC M pH A DN HMF RS
(mS cm™) (g water (meq kg™?) (Schade (mg kg) (g GIUE
100 g?) units) 100 g?)
1 0.19 + 0.019 19.05 +0.25"  3.52 + 0.03ik 31.62 + 1.51¢de 855+ 150%de  30.05 + 4.569ef 70.33 + 3.87bcd
2 0.31 +0.01¢ 20.86 +0.10b¢  3.74+0.02¢f9  29.19+1.01%ef  7.14+0.19¢f9  62.76 + 2.91ab 66.37 + 1.20019
3 0.31 +0.01¢ 20.48 + 0.10¢ 3.94 + 0.01b¢ 2757 +1.268%9  7.91+0.33%ef 5504 +0.57b¢ 71.06 + 0.70Pcd
4 0.25 + 0.01¢ 19.26 + 0.05'9"  3.85 + 0.03¢d 24.28 + 1.659Ni  6.84 +0.25(¢h  17.99 + 1.24ef 68.20 + 1.82bcd
5 0.25 + 0.01¢ 20.60 £ 0.03¢¢  3.61 + 0.08Ni. 33.21 +0.36°¢¢  5.66 + 0.46N 29.36 + 2.85def 66.90 + 1.60%ef
6 0.15 + 0.010 20.63+0.02¢d  3.58 + 0.03Ni. 27.30 £ 1.068%9  15.27 +0.172 46.56 + 5.69bcd 70.16 + 9.98bcd
7 0.27 +0.01¢ 20.38 + 0.13¢ 3.61 + 0.03hi 2955+ 1.11%f 11.71+0.97° 9.78 + 1.17¢f 74.50 + 2.372bc
8 0.22 + 0.01f 19.49 + 0.17' 3.56 + 0.01i 28.590 + 0.65%ef  8.43 + 0.20cde  27.55 + 1.10def 72.01 + 4.32bcd
9 0.06 + 0.01k 19.95 + 0.08e 3.44 + 0.04k/ 27.53 +0.468'9 569 + 0.31h 55.20 + 0.55b¢ 64.48 + 8.149
10 0.05 + 0.01k 20.36 + 0.08¢ 3.41+0.03 45.62 + 4.622 6.54 + 0.309 37.89 + 3.24cde 65.73 + 3.169
11 0.33 +0.01b 20.95 + 0.08° 4.02 + 0.02ab 28.96 + 0.87%ef  5.82 + 0.40N 80.60 + 1.902 73.01 + 0.20bcd
12 0.16 + 0.01h 17.49 + 0.08i 3.83 + 0.02de 29.07 + 0.45%ef  4.48 + 0.25 61.43 + 5.56ab¢ 74.68 + 1.80abc
13 0.13 + 0.01i 19.35+0.10"  3.96 + 0.06P 22.74 +2.17ik  9.79 +0.33¢ 10.82 + 0.31f 75.23 + 2.782b
14 0.26 +0.01%¢  19.27 +0.09"9"  4.08 + 0.032 23.30 £ 0.45Mii  6.56 + 0.249h 45.32 + 5.90bcd 75.83 + 2.422
15 0.15 + 0.010 18.77 + 0.09i 3.98 + 0.03" 25.32 + 2.55(¢h  4.32 + 0.34i 23.03 + 8.07def 76.44 + 1.612
16 0.38 +0.012 19.96 + 0.11¢ 4.08 + 0.052 19.20 + 1.42k 11.82 +0.07P 22.94 + 6.70%ef 69.90 + 0.20¢cde
17 0.27 + 0.01¢ 21.60 + 0.032 3.66 +0.029hi  37.32+0.82° 14.38 + 0.592 45.87 + 0.53bcd 73.30 + 2.032bc
18 0.26 £ 0.019%¢  21.59 +0.042 3.68 + 0.01¢h 36.05+0.32b¢  11.75 + 0.36° 28.07 + 8.93def 66.51 + 7.70def
19 0.20 + 0.019 19.45 + 0.08 3.78 +0.02¢def 36.14 £+ 0.525¢  8.40 + 0.30%de 56,95 + 2.57abc 74.03 + 0.762bc
20 0.09 + 0.01k 19.45 + 0.08 3.68 + 0.02¢h 21.95+0.77% 493 +0.18 67.52 + 0.35a0 75.31 + 1.962
21 0.17 + 0.01h 19.07 + 0.24%h  3.73 + 0.01'9 31.16 + 0.509¢  9.06 + 0.39¢d 27.74 + 2 51def 70.11 + 1.53¢de

EC: electrical conductivity, M: moisture; A: acidity; DN: diastase number; HMF: hydroxymethylfurfural; RS: reducing sugars.
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Table 4. Antioxidant properties of Apis mellifera honey samples

Sam TPC _ TE % TEC FRAP _ ABTS _
ple (mg GA;)E 100 g (mg QE 100 g (umol Tl)E 100g~ (umol Tl)E 100 g

1 49.13 + 0.043b¢ 12.62 +1.18¢%4¢ 25.69 69.56 + 0.08%¢"  94.44 + 0.04cd
2 51.74 £ 0.032P¢ 12,18 + 0.97¢4¢ 23.54 74.82 £ 0.10%¢ 88.34 + 0.15%¢f
3 57.13 + 0.022 13.14 + 1.22¢de 23.00 89.85 + 0.15”¢  102.74 + 0.03%P¢
4 40.59 + 0.01%9 17.97 + 1.203b¢ 44.27 36.76 + 0.08" 71.99 £ 0.069"
5 52.01 + 0.012b¢ 9.45 +1.19¢%¢ 18.16 62.54 + 0.08"9  102.40 + 0.02%P¢
6 51.93 + 0.012P¢ 22,90 + 0.01%P¢ 44.10 80.80 + 0.04¢ 97.66 + 0.102P¢
7 52.23 +£ 0.022P¢  20.66 *+ 0.002P° 39.56 137.54 + 0.10? 98.78 £ 0.073P¢
8 53.75+ 0.032P¢ 23,97 + 0.013P¢ 44.59 92.89 + 0.08° 109.30 + 0.05?

9 21.60 + 0.01) 8.62 + 0.00° 39.91 21.52 + 0.02' 33.60 + 0.02
10 31.07 + 0.01M 18.85 + 0.01%P¢ 60.67 38.08 + 0.04" 67.33 +0.07"
11 48.25 + 0.01bcd 13.80 + 0.11Pcd 28.60 71.14 £ 0.05%¢f 107.57 + 0.132P
12 39.25 + 0.049" 18.06 + 0.01%P¢ 46.01 37.43 +0.03" 78.74 + 0.06"9N
13 55.41 + 0.023 21.61 + 0.012bc 39.00 128.54 + 0.192 103.08 + 0.152P
14 47.01 + 0.03¢9¢ 15.95 + 0.00Pcd 33.93 89.18 + 0.07"¢ 94.71 + 0.10Pcd
15 42.55 + 0.01°"9 26.15 + 0.03P 61.46 40.20 + 0.05" 76.83 + 0.06"9N
16 44.54 + 0.019¢f 17.61 + 0.02b¢ 39.53 65.79 £ 0.07%'9  83.97 + 0.04°9
17 53.50 + 0.052P¢  20.16 + 0.03P¢ 37.68 76.30 + 0.09%¢ 95.90 + 0.053P¢
18 51.94 + 0.012Pc 21,89 + 0.00%P¢ 42.14 76.67 + 0.07%¢ 97.78 + 0.052P¢
19 57.01 + 0.052 22.65 + 0.012bc 39.73 58.46 + 0.02¢ 89.12 + 0.06%%¢
20 24.42 + 0.044 12.44 + 0.00¢9¢ 50.94 20.35 + 0.02' 48.86 + 0.04'
21 55.86 + 0.022P 29.18 + 0.08% 52.23 30.55+0.09"  101.72 + 0.032b¢

TPC: Total phenolic content; TF: total flavonoids. TFC: total flavonoid content. Means with the same letter
are not statistically different. P value (0.05), Tukey.
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Table 5. Linear retention index and peak area percentage of volatile compounds

Number and compound name SAMPLES
LRI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 3-Furaldehyde 8254 1.6 0.3 0.3 0.5 0.3 1.8 04 04

2 Ethylbenzene 8514 1.0

3 1,3,5,7-Cyclooctatetraene 886.1 4.5

4 Ethanone, 1-(2-furanyl)- 909.5 0.1 0.3

5 Benzonitrile 986.6 0.2 0.3 0.3 0.7 0.9

6 0-Cymene 1028.4 0.6 0.4 1.2 0.7

7 Phenylethyl Alcohol 1122.1 10.2 11.2 12.3 13.6 25.9 219 44 3.4 1.2 18.1

8 Benzenemethanamine, N-(1- 1138.5 0.6
methylethyl)-

9 2,6,6-Trimethyl-2- 1153.8 0.7 0.4 0.9 0.3 0.4 0.4 0.2
cyclohexene-1,4-dione

10  p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1181.8 0.2

11  Methyl salicylate 1201.0 0.7 0.6 0.7 0.9

12  Cyclohexene, 3-methyl-6-(1- 12025 1.1 0.8 1.8 13 0.9 24
methylethylidene)-

13  Furan, 3-phenyl- 1231.7 0.9 0.5 0.9 2.1 0.6 0.4 0.3 0.4 0.4

14  Benzaldehyde, 4-methoxy- 1264.5 10.6 135 15.1 3.2 6.4 4.2 25.3 2.0 0.6

15  Beta.Damascenone 1385.2 0.6 1.4 0.7 0.6 1.0 0.3

16  Phenol, 2,4-bis(1,1- 1509.2 0.5 0.4 1.0
dimethylethyl)-

17  Benzene, 1,3-dichloro- 1019.5 1.3

18 1,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7- 11115 45 6.6 1.6 0.7 3.0
dimethyl-

19  1,14-Tetradecanediol 1210.9 0.5

20 Benzene, 1-methyl-3-(1- 1028.3 0.2 0.6 2.7 1.6
methylethyl)-

21  phenol-4-ethyl 1170.8 0.3

22  Benzeneacetic acid, ethyl 1248.0 2.5 1.2 1.3 8.0
ester

23  Benzophenone 1641.5 0.2 0.8 0.3 0.4 0.3 0.3 0.7 0.3

24 Phenol, 4-methoxy-3-methyl-  1196.2 0.3 0.6 0.3 0.2

25  Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 1280.2 0.3 0.8 0.5
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Table 5. Linear retention index and peak area percentage of volatile compounds (continued)

Number and Compound LRI SAMPLES
Name 4 5 6 7 8 9 10 11

26  Propanoic acid, 2-methyl-, 1376.2 0.3 0.3
2-ethyl-3-hydroxyhexyl
ester

27 p-Cresol 1081.2 0.4

28 Benzaldehyde, 3,4- 1444.4 0.7
dimethoxy

29 linalool 1107.8 0.8

30 2-Phenylpropenal 1165.4 1.2 04

31 alpha.terpineol 1202.8 0.4

32 Indole 1301.0 0.2

33 5,7-Octadien-2-ol, 2,6- 1202.7 0.4 0.8
dimethyl-

34  Phenol, 2-methoxy- 1095.8 22.5

35 Benzene, 1,2-dimethoxy- 1152.0 1.6

36 Thymol 1294.6 2.0

37  Zingiberene 1438.7 3.8

38 Benzene, (2-methyl-1- 1100.6 15
propenyl)-

39 Cosmene 1138.5 4.4

40 Benzene, 4-ethenyl-1,2- 1100.5 0.4
dimethyl-

41  3-Allyl-6-methoxyphenol 1358.4 0.2
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Table 5. Linear retention index and peak area percentage of volatile compounds (continued)

Number and compound LRI SAMPLES

name 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 3-Furaldehyde 825.4 1.3 0.52 0.55

3 1,3,5,7- 886.1 0.2 131 0.58 0.55 1.33
Cyclooctatetraene

5 Benzonitrile 986.6 0.3 0.2

6 0-Cymene 1028.4 0.3 0.48 0.47

7 Phenylethyl Alcohol 1122.1 1.8 8.8 10.2 6.30 19.33 35.40 31.43 3.41 3.87 9.80

9 2,6,6-Trimethyl-2- 1153.8 0.4 0.4 0.39 0.55
cyclohexene-1,4-dione

11  Methyl salicylate 1201.0 0.2 0.4 0.37 0.78 0.54 0.45

12 Cyclohexene, 3-methyl- 1202.5 1.40
6-(1-methylethylidene)-

13 Furan, 3-phenyl- 1231.7 04 0.2 0.2 1.07 0.68 0.40 0.42 0.48 0.38 0.66

14 Benzaldehyde, 4- 1264.5 1.9 2.0 5.3 2.20 2.26 2.44 14.24
methoxy-

15 Beta.Damascenone 1385.2 0.3

16  Phenol, 2,4-bis(1,1- 1509.2 0.3 0.5 0.99 0.60 1.19
dimethylethyl)-

17  Benzene, 1,3-dichloro- 1019.5 3.08

18 1,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7- 1111.5 1.1 0.3 1.67 1.55
dimethyl-

21  phenol-4-ethyl 1170.8 0.61

22  Benzeneacetic acid, 1248.0 0.71
ethyl ester

23  Benzophenone 1641.5 0.2 0.16 0.38

24 Phenol, 4-methoxy-3- 1196.2 0.2 0.41
methyl-

25  Phenol, 4-ethyl-2- 1280.2 0.2 0.56 0.55

methoxy-
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Table 5. Linear retention index and peak area percentage of volatile compounds

Number and compound name LRI SAMPLES
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
27  p-Cresol 1081.2 0.27 0.59
30  2-Phenylpropenal 1165.4 0.7
31 alpha.terpineol 1202.8 0.2 0.97
33  5,7-Octadien-2-0l, 2,6- 1202.7 0.77 0.96 0.73
dimethyl-
40 Benzene, 4-ethenyl-1,2- 1100.5 0.59
dimethyl-
42  1,3-Cyclohexadiene-1- 1207.8 0.6 2.33
carboxaldehyde, 2,6,6-
trimethyl-
43  1,3,8-p-Menthatriene 1023.7 2.31
44 Ethanone, 1-(4- 1162.6 1.52
methylphenyl)-
45  Benzyl alcohol 1035.5 1.12
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Figure 15. Munsell color chart of CieLab

system
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Cuadro 6. Propiedades antioxidantes de mieles de Melipona beecheii.

CFT FT FRAP ABTS
Muestra (mg EAG 100 (mgEC100g- %FT (umol ET 100 (umol ET 100 g-

gt Y ) Y
1 24.07 + 0.610k! 7.57 +1.34b 31.45 39.34 +1.21%¢h  63.33 + 1.509
2 22.83 +0.69"™  3.38 + 0.14Mii 14.81 32.90 + 0.39%Im 55,34 + 2.08/k!
3 49.24 + 0.49¢ 11.65 £ 0.652 23.66 96.47 £ 3.75% 160.81 = 2.322
4 22.42 + 0.46"m 5.69 £ 0.12° 25.38 33.44 +1.73%k  64.68 + 1.809"
5 16.10 £ 0.56' 3.45+0.12M  21.43 24.62 £2.13" 48.85 + 0.56"mn
6 45.85 + 0.56°¢ 8.24 +0.17" 17.97 63.24 £ 0.79¢ 130.91 + 4,13
7 23.26 +0.97"™ 4,92 +0.56%4¢ 21.15 35.29 +0.719"  61.56 + 1.63MH
8 17.82 +0.769"  3.33 + 0.15"# 18.69 25.72 £ 0.26" 45.24 + 0.58°
9 27.34 +0.489h 4,43 +0.29%4¢  16.20 31.36 £ 0.98%Im 47 55 + 4 27"°
10 53.56 + 1.57° 4.84 + 0.41¢4¢ 9.04 62.27 £ 6.00°¢ 107.86 + 7.514
11 35.97 £3.23%9¢ 456+ 0.12¢4¢  12.68 46.91 + 0.909%¢ 88.20 £ 0.57¢
12 26.41 +0.61"" 3.63+0.13%e" 1375 25.40 £ 0.23" 33.26 £ 1.38°
13 27.55 +0.379h  3.67 £0.23%eh  13.32 28.58 £ 0.15mn 56.32 + 6.36"
14 30.17 +1.50%9  3.32 +0.13M# 11.00 25.66 £ 1.08" 30.85 = 1.36°
15 29.57 +1.06"9 5.16 + 0.08%4¢  17.45 34.64 +0.269N  44.24 + 2.67°
16 65.89 + 3.862 7.16 +0.87° 10.87 92.33 + 1.292 128.28 + 4.02°¢

CTF: Contenido total fenélico; FT: Flavonoides totales. Medias con la misma letra no son estadisticamente
diferentes. Valor de P(< 0.05), Tukey.
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Cuadro 6. Propiedades antioxidantes de mieles de Melipona beecheii

CTF ET FRAP ABTS
Muestra (mg EAG 100 % FT mol ET 100 mol ET 100 g-
(mg i (mg EC 100 ) (1 o (1 A g
17 3237x184°7  3.21+0.16 9.92  34.17+0.937 62.11 + 1.59M
18 20.29 £ 0.29" 3.28 + 0.06M 16.17 38.26 + 0.82f 59.43 £+ 1.05h
19 24.66 + 1.29' 2.82 +0.14) 11.44 38.31 +1.39f 67.92 + 1.009:h
20 21.58 £ 0.73m 3.00+0.23i 13.90 41.72 £1.64" 64.93 +1.639Ni
21 24.51 + 0.221 3.05+0.30! 12.44 39.53 + 0.66f 57.50 + 4.231ik
22 48.74 + 0.48°¢ 4.10 + 0.09d-ef 8.41 71.52 +0.84° 119.86 + 3.85¢
23 30.48 + 0.35f9 1.36 + 0.04k 4.46 42.16 £ 0.43¢ 71.67 +£0.91f9
24 23.92 +1.68k 3.84 +0.168%9 16.05 42.18 + 0.52¢ 63.53 + 1.199:ni
25 19.08 £ 0.24° 5.19 + 0.21¢d 27.20 33.90 £ 2.084 48.52 + 1.76Mno
26 18.33 £ 0.579" 4.49 + 0.07¢de 2450 34.27 +0.58" 49.21 + 0.95'mn
27 23.41 + 0.50k! 3.56 + 0.229hi 15.21 42.83 +0.66 61.68 + 0.22Nii
28 19.35 +0.72° 3.91 + 0.42def 20.21 29.67 +0.26' 50.83 + 0.63kIm
29 35.42 +1.114 4.48 + 0.62¢.de 12.65 38.71 £ 0.32f 66.93 + 0.429h
30 28.36 + 1.09%9 4.02 + 0.759ef 14.18 38.55 + 0.74f 59.63 + 1.75hii
31 38.37 +£1.754 558 + 0.16°¢ 14.54 48.83 + 0.254 79.14 + 2.42f
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Cuadro 7. indice de retencion lineal y porcentaje de area de pico de los compuestos volatiles de mieles de Melipona
(continua)

Muestra de miel

cr RL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
1 1038.90 34.68 30.76 1.86 10.10 31.73 - 29.64 3432 2103 439 - 3.77 488 23.07 296 - 20.30 22.14 26.83 26.53 2817 19.61 - 20.28 2244 2111 10.01 27.61 - 13.79 10.13
DS 312 1.06 0.27 114 2.09 3.39 0.14 1.43 0.77 0.05 033 1.39 0.28 251 113 1.56 0.52 3.64 2.07 0.46 0.47 4.75 0.31 1.72 1.55 0.31
2 1119.00 26.80 23.09 11.78 23.39 38.03 19.85 2210 4.21 1348 20.18 9.05 3.13 4.04 1739 1265 1097 2042 274 1033 9.89 946 2282 1246 1162 10.28 1051 9.67 6.33 13.09 1270 13.72
DS 194 1.10 0.37 0.39 2.32 0.77 1.90 0.17 171 0.14 031 0.08 036 0.08 0.10 1.57 1.41 0.06 0.51 0.53 131 2.67 331 0.79 0.26 2.16 0.38 0.41 2.53 1.44 0.96
3 1176.50 2.65 2.26 214 4.49 - 1.70 3.85 - 365 16.03 1.07 - - 237 1363 1266 4.79 - 3.29 2.04 3.50 - 2431 6.12 4.53 4.75 5.53 - 1798 535 4.07
DS 0.25 0.05 0.06 0.44 0.01 0.32 0.05 141 0.04 0.17 0.62 1.57 0.02 0.01 0.04 0.40 3.82 0.81 0.11 0.80 0.35 1.79 0.33 0.42
4 117830 1.77 2.38 3.47 1.46 - 12.46  2.96 - 3.09 2.04 - - - 1.34 0.97 - 1.02 - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.14 0.03 0.27 0.16 0.71 0.02 0.21 0.15 0.02 0.05 0.02
5 1195.60 0.66 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.05
6 1247.60 9.71 11.74 479 1831 061 1016 9.5 - 1285 10.69 17.96 - - 11.22 13.04 398 10.19 - 8.35 7.03 8.45 5.68 208 10.02 7.77 6.33 4.79 - 4.08 12.87 4.49
DS 0.72 0.16 0.97 0.74 0.01 0.70 111 0.06 0.27 0.77 0.70 1.36 0.04 1.39 0.15 0.30 0.75 0.51 0.04 0.39 0.11 0.24 0.16 0.42 1.06 0.44
7 125950 3.16 4.19 - - - - - - - - - - - - - - - - 531 - - - 1.66 - 1.06 - - - 122 181 -
DS 0.25 0.11 0.33 0.02 0.05 0.37 0.49
8 1354.90 0.91 - - - - - - - - - - - - - - - 117 - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.07 0.03
9 1401.80 1.48 2.08 - 1.83 - - - 1.10 - - - - - 3.12 - - 3.14 - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.02 0.16 0.23 0.04 0.02 0.04
10 1312.80 - 0.38 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.34 0.42 0.24 0.37 - - -
DS 0.03 0.07 0.01 0.04 0.07
11  1510.40 - 0.50 - 1.01 - - 0.76 0.62 - - - 0.80 - - 0.86 - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.06 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01
12 1105.30 - - 2.96 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.15
13 1197.20 - - 0.64 1.25 - 0.90 0.66 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 231 2.82 - 2.26
DS 0.03 0.04 0.04 0.02 0.14 0.29 0.21
14  1318.60 - - 0.76 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.01
15 1140.80 - - - 0.26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.02
16  1266.70 - - - 0.39 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.01
17 1476.60 - - - 0.40 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.69 - - - - -
DS 0.05 0.03
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Cuadro 7. indice de retencion lineal y porcentaje de area de pico de los compuestos

(continda)

volatiles de mieles de Melipona

Muestra de miel

P R 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
18 1690.10 E - 026 - E E E - 035 - E E - 020 - E B E E B E B E B -~ o060 - - 049 1.69
DS 0.01 0.03 0.04 0.02 007 001
19  832.60 - - - 100 042 - 175 045 025 028 138 245 - 024 075 026 211 - 034 053 023 - 028 - - 147 136 - - o
DS 002 0.04 0.05 001 003 001 004 004 001 001 003 001 003 006 001 0.05 0.05 0.04 0.05
20 995.00 - - - - 033 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.05

21 895.10 - - - - - 044 - - - - - - - 037 - - 091 - - 073 - - o061 - - o091 - - 073 -
DS 0.01 0.04 0.03 0.06 0.04 0.07 0.05

22 997.70 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 026
DS 0.05
23 1226.50 - - - - - - 159 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.02

24 123230 - - - - - - 080 076 - - - - 047 - 043 - 18 280 319 321 - - 178 141 160 - 558 - 127 -
DS 0.03  0.02 0.05 0.02 004 002 038 025 003 001 002 0.63 0.01

25  1387.40 - - - - - - 055 - - - - - - - - - 049 - - - - - - - - - 090 - - -
DS 0.02 0.05 0.02

26 1493.20 - - - - - - - - - - - - - - - - 178 - - - - - - - - - - - - -
DS 0.05

27 1163.30 - - - - - - - 043 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.02

28 1090.60 - - - - - - - - 040 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.01

29 114490 - - - - - - - - 025 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.03

30 1502.90 - - - - - - - - o061 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DS 0.05

31 1556.10 - - - - - - - - 036 - - - - - 024 - - - - - 068 - - - - 069 - 148 047 -
DS 0.04 0.04 0.02 0.06 0.03 0.06
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Cuadro 7. indice de retencion lineal y porcentaje de area de pico de los compuestos volatiles de mieles de Melipona

Cp

IRL

11

12

13

14

Muestra de miel

15

16

17

23

24

27

28

29

30

31

32
DS
33
DS
34
DS
35
Ds
36
Ds
37
Ds
38
Ds
39

Ds
33
Ds
34
Ds
35
Ds
36
Ds
37
Ds
38
Ds
39
Ds
40
Ds
41
Ds

1156.00

1160.30

1189.90

1366.50

1238.30

1648.30

1204.60

1488.00
1156.00

1160.30

1189.90

1366.50

1238.30

1648.30

1204.60

1488.00

1534.70

1594.00

2.30
0.07
0.24
0.01
0.38
0.02
0.20
0.01

1.02
0.03

2.30
0.07
0.24
0.01
0.38
0.02
0.20
0.01

0.70
0.06

1.02
0.03

0.39
0.05

0.33
0.02

0.70
0.06

0.30
0.05
0.64
0.04

0.29
0.01
0.23
0.03

0.39
0.05

0.33
0.02

0.80

0.30
0.05
0.64
0.04

0.29
0.01
0.23
0.03

0.80
0.02
0.77
0.02

4.49
0.05

2.58
0.06

0.17
0.01

0.17
0.01

3.60
0.11
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Cp: Compuesto volatil; 1: alcohol bencilico, 2: alcohol feniletilico, 3: éster etilico de acido benzoico; 4: éster dietilico de acido butanodioico; 5: éster etilico de acido
octanoico, 6: éster etilico de acido bencenoacético; 7: éster 2-feniletilico de acido acético; 8: éster etilico de acido bencenopropanoico; 9: jasmona; 10: 1-(2-
aminofenil) etanona; 11: 2,4bis(1,1-dimetiletil) fenol; 12: hotrienol; 13: naftaleno; 14: éter etilico (3-metoxifenil) metanol; 15: m-tolil-carbinol; 16: 3,5-dimetil
bencenometanol; 17: (E)- etil cinamato; 18: cadaleno; 19: 3-furaldehido; 20: metilfurfuril mercaptano; 21: 1,3,5,7-ciclooctatetraeno; 22: etil caproato; 23: 2,5-dimetil
benzaldehido; 24: 3-fenil furano; 25: B-damascenona; 26: 2-fenil-5-metil-2-hexanal; 27: 1,3,5,7-ciclooctatetraeno-1-carboxaldehido; 28: berbenol; 29: bencil nitrilo;
30: éster etilico de &cido 4-metoxifenilacético; 31: a-calacoreno; 32: oxido de nerol; 33: anisol; 34: 2,6-dimetil-3,7-octadieno-2,6-diol; 35: 1,1,5-trimetil-1-2-
dihidronaftaleno; 36: 2,4,6-trimetil-1,3,6-heptatrieno; 37: benzofenona; 38: estragol; 39; alfa-curcumeno; 40: calameneno; 41: éster etilico de &cido laurico.

IRL: indice de retencion lineal. Porcentaje promedio de area de pico relativa. DS: desviacion estandar. (-) no detectado.
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