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Resumen

La miel es un edulcorante natural, que como componentes mayoritarios presenta
glucosa y fructosa, y en cantidades menores, enzimas, vitaminas, minerales y
compuestos fendlicos. Estos ultimos son transferidos desde las plantas en el momento
en que la abeja recolecta el néctar para producir la miel. La tendencia mundial es
comercializar las mieles de acuerdo a su origen geografico o botéanico, esta
informacion puede ser obtenida a partir del analisis melisopanilégico y del anélisis de
diferentes sustancias de la miel, como compuestos fendlicos (flavonoides y acidos
fenolicos). Para estar acordes con las tendencias del mercado y generar valor agregado
en la cadena apicola colombiana, en este trabajo se analizaron diferentes componentes
de las mieles producidas en la region cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta, con
el fin de establecer indicadores que permitan diferenciar las mieles de esta region de
acuerdo al origen geogréfico. Se encontrd6 que las muestras analizadas fueron
homogéneas para toda la zona de muestreo. Adicionalmente, los acidos cumarico,
caféico y cinamico, y los flavonoides luteolina, quercetina, kaemferol, e isoramnetina,
estuvieron presentes en concentraciones de 2,95 a 0,1 pg/g en todas las muestras
analizadas, por lo que se considera que la combinacion de este grupo de compuestos
fenolicos representa un indicador. También se establecié un perfil de compuestos
fenolicos compuesto por 21 sefiales cromatograficas que puede ser usado como la
huella digital del producto. Los analisis fisicoquimicos (pH, acidez total, HMF,
diastasa, color, rotacién especifica, minerales) de estas mieles se compararon con los
datos de mieles provenientes de otras regiones del pais, observandose diferencias
significativas. Para las mieles de la zona cefetera de la Sierra Nevada de Santa Marta
en conjunto, los pardmetros fisicoquimicos conformaron otro indicador de
diferenciacion. Estos indices permitiran diferenciar estas mieles de las de otros lugares
de produccion.

Palabras clave: compuestos bioactivos, actividad antioxidante, diferenciacién, origen
geografico, analisis multivariado.
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Abstract

Honey is a natural sweetener that has as main components glucose and fructose, and in
smaller quantities, enzymes, vitamins, minerals and phenolic compounds. These latter
are transferred from the plants at the time that the bee gathering nectar to produce
honey. The worldwide trend is to market the honey according to its geographical or
botanical origin, this information may be obtained from the melisopanildgico analysis
and the analysis of different substances in honey, as phenolic compounds (flavonoids
and phenolic acids). To be consistent with market trends and generate added value in
Colombian beekeeping chain, this study different components of the honey produced
in the coffee region of the Sierra Nevada de Santa Marta, in order to establish
indicators to analyzed differentiate the sweetness of this region according to the
geographical origin. It was found that the samples analyzed were homogeneous for the
entire sampling area. Additionally, coumaric, caffeic, and cinnamic acid, and
flavonoids luteolin, quercetin, kaemferol, and isorhamnetin, were present at
concentrations of 2.95 at 0.1 ug / g in all samples tested, so it is considered that the
combination of phenolic compounds of this group represents an indicator. A profile of
phenolic compounds consisting of 21 chromatographic signals that can be used as a
fingerprint of the product was also established. The physicochemical analysis (pH,
total acidity, HMF, diastase, color, specific rotation, minerals) of these honeys were
compared with the data of honeys from other regions, significant differences were
observed. For Honeys cefetera area of the Sierra Nevada de Santa Marta together, the
physicochemical parameters formed another indicator of differentiation. These indices
allow differentiating these honeys in other production sites.

Keywords: bioactive compounds, antioxidant activity, differentiation, geographical
origin, multivariate analysis.
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Introduccidén

Este estudio de investigacion se realizo en marco del proyecto “Identificacion de
marcadores para la miel de abejas originaria de cultivos de café organico en la Sierra
Nevada de Santa Marta” desarrollado por el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos ICTA de la Universidad Nacional de Colombia y financiado por el
Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacién — Colciencias.

La miel que fue utilizada inicialmente por su poder edulcorante, ahora es consumida
por tener otras propiedades, junto con los propoleos y la jalea real, han llegado a ser
considerados como alimentos funcionales naturales. La capacidad antioxidante,
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, anti-trombdtica y anti-alérgica de la miel,
el propdleos y la jalea real se atribuye a muchos factores, como su pH, contenido de
azUcar, los niveles de perdxido de hidrogeno y el contenido de compuestos fenolicos.

Los paises lideres en la investigacion en mieles son Nueva Zelanda, Australia, Japon y
Turquia. En el &mbito latinoamericano son Argentina, Brasil y Chile los paises que
presentan los mayores indices de produccion (Laverde et al., 2010). En Colombia, la
investigacién en este campo es incipiente.

Una tendencia importante en la comercializacion de las mieles corresponde a
productos altamente diferenciados. Se tienen como referencia los casos de Nueva
Zelanda y Francia; para el caso de Nueva Zelanda este pais ha logrado posicionar sus
mieles mediante la comprobacion de la actividad antibacteriana de la miel proveniente
de un arbusto denominado Manuka. Esta propiedad permite utilizar las mieles como
tratamiento efectivo de heridas mediante la aplicacion del producto en forma topica.
Para el caso de Francia el proceso de diferenciacion se basé en desarrollo de sellos de
garantia del producto, inicialmente certificando el origen botanico como es el caso de
la miel de acacia, la miel de lavanda y la miel de girasol, entre otros (Saddier, 2008).
Posteriormente, desarrollaron sellos de origen en los cuales se certifica que el producto
posee una cualidad o caracteristica debida fundamentalmente al entorno geogréafico
con sus factores naturales y humanos (Sanchez et al, 2013).

Considerando las tendencias mundiales en el mercado de los alimentos hacia
productos inocuos y diferenciados por su origen, se pretende generar conocimiento y

13
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disponer de herramientas concretas que permitan evidenciar las fortalezas y mejorar la
calidad de los productos apicolas colombianos, de manera que aumente la
competitividad de esta cadena, sacando provecho de la biodiversidad, las condiciones
ambientales favorables y la disponibilidad de recursos naturales.

La Sierra Nevada de Santa Marta es una region colombiana que posee gran
biodiversidad y un ecosistema ideal para la produccion de cafés especiales, este
producto es parte importante de la economia del sector. Dichos cafés son cultivados de
manera organica o de forma tradicional, y a partir de este entorno natural se produce y
recolectan mieles de varios origenes florales.

En este trabajo se pretende conocer la composicion de flavonoides y &cidos fenolicos
como caracteristica singular de las mieles, ademas evaluar diferentes parametros
fisicoquimicos como indicadores para la diferenciacion por origen de la miel de abejas
producida en la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta, de manera que
caracterizando este producto se pueda acceder a mercados mucho mas exclusivos y
especializados en los que se reconoce el origen, la inocuidad y su relacion con la
agricultura organica, con mercado justo y el valor propio del café de Colombia.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar indicadores que permitan diferenciar las mieles provenientes de la zona
cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta como aporte de informacion para la
denominacion de origen y generacion de valor agregado en la cadena apicola.

Objetivos especificos

Seleccionar pardmetros quimicos que estén relacionados con indicadores de
propiedades bioactivas de esta miel.

Determinar la presencia de marcadores quimicos que se relacionen con el origen
geografico de la miel, analizando si son caracteristicos de la zona cafetera de la Sierra

Nevada de Santa Marta.

Establecer posibles correlaciones entre las propiedades bioactivas y otras propiedades
fisicoquimicas de miel de la Sierra Nevada de Santa Marta.
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1. Capitulo 1. Antecedentes

La miel es uno de los productos alimenticios naturales que estan disponibles en todo el
mundo, y el Unico edulcorante natural que se puede utilizar en la nutricion humana sin
ningun tipo de preparacion (Kenjeri¢ et al., 2007).

Este producto natural es esencialmente una solucion acuosa concentrada de diferentes
hidratos de carbono, que incluyen fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa, y otros oligo y
polisacaridos. Estos carbohidratos comprenden aproximadamente 95% del peso seco
de una miel; la fructosa y la glucosa son los azlcares mayoritarios. En el proceso de
digestion después de la ingesta de la miel, los principales carbohidratos son
transportados en la sangre y pueden ser utilizados para suplir las necesidades
energéticas del cuerpo humano (Bogdanov et al., 2008).

Ademas de estas sustancias, la miel contiene componentes minoritarios, tales como
proteinas, enzimas (alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, catalasa y fosfatasas),
aminoacidos y acidos organicos (acido gluconico), lipidos, vitaminas, minerales y
metabolitos secundarios, principalmente flavonoides y acidos fendlicos. Los aportes
dietéticos de estos componentes secundarios a la ingesta diaria recomendada son
marginales. Sin embargo, su importancia con respecto a la nutricién reside en los
efectos fisiologicos, ya que presentan varias propiedades relacionadas con la salud
(Alvarez et al., 2012).

Minerales y otros oligoelementos también estan presentes en la miel y desempefian un
papel clave en sus actividades biomédicas relacionadas. Estos elementos tienen
funciones biologicas conocidas, tales como el mantenimiento del equilibrio oxidativo
intracelular (Escuredo et al., 2013). La calidad de la miel depende de su composicién
quimica y origen botanico. Los perfiles de flavonoides de mieles estdn determinados
por su origen botanico y geografico, y por las condiciones climéaticas de la zona
(Bertoncelj et al.,, 2011). Por lo tanto, la identificacion y cuantificacion de los
flavonoides en la miel es de gran interés. Los flavonoides constituyen uno de los
mayores grupos de origen natural de compuestos fendlicos. Se derivan de las plantas,
y cuando las plantas son utilizadas por las abejas para recoger el néctar o melaza, estos
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componentes bioactivos se transfieren de la abeja a la miel. Tres subgrupos de
flavonoides con estructuras similares estan presentes en la miel, a saber: las flavonas,
los flavonoles y las flavanonas (Bertoncelj et al., 2011).

1.1. Compuestos fenolicos

Son una clase de compuestos quimicos constituidos por un grupo hidroxilo unido
directamente a un grupo hidrocarburo aromatico. Los compuestos fendlicos se
clasifican como fenoles simples o polifenoles basado en el nimero de unidades de
fenol en la molécula. Los compuestos fendlicos son producidos por las plantas y
microorganismos, con variacion intra e inter especies. Los organismos que sintetizan
compuestos fenolicos lo hacen en respuesta a las presiones ecoldgicas, tales como
ataque de patogenos e insectos, la radiacion UV y heridas. Los fenoles se encuentran
casi en todos los alimentos de origen vegetal. Estas sustancias influyen en la calidad,
aceptabilidad y estabilidad de los alimentos, ya que actian como colorantes,
antioxidantes y proporcionan sabor. Lo mas destacable de los compuestos fendlicos
son sus propiedades antioxidantes. Por un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y
por otro, impiden que los metales catalicen las reacciones de oxidacion (Creus 2004).

Los compuestos fendlicos son producidos en las plantas, se localizan en drganos
aéreos jovenes como hojas, tallos, flores y frutos, generalmente disueltos en liquidos
vacuolares de tejidos epidérmicos (Juan Esteban, 2001). Estos son componentes
minoritarios pero importantes de la miel, transferidos por la abeja desde la planta al
recolectar el néctar.

1.1.1. Clasificacion

Los compuestos fendlicos se agrupan de acuerdo a su estructura quimica en tres
grupos principales: los acidos fendlicos, los polifenoles, y los flavonoides, siendo este
altimo el grupo mas comun. Los flavonoides se dividen en dos grandes grupos:
antocianinas y antoxantinas, que se agrupan a su vez en subclases (Figura 1) que estan
relacionadas estructuralmente pero tienen funciones diferentes (Zambrano et al.,
2013).

1.1.2. Flavonoides

Dentro del grupo de fenoles son muy importantes los flavonoides, estos son
compuestos con una alta capacidad antioxidante que estan presentes en la mayoria de
las plantas, especialmente en las frutas y hortalizas. Su actividad antioxidante ha
atraido fuertemente la atencién de las industrias de procesamiento de alimentos y de
las compafiias de pigmentos, cosmeticas y farmaceéuticas (Ochoa & Ayala, 2005).
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Estos compuestos fenolicos son uno de los grupos mas importantes que se producen en
las plantas como producto de su metabolismo secundario. Los flavonoides constituyen
las clases mas importantes de polifenoles, con mas de 5.000 compuestos ya
identificados. No son sintetizados por el cuerpo humano. Los usos de los flavonoides
dependen de su forma de combinarse; cada planta contiene una Gnica combinacion de
flavonoides (Schieber, et al., 2001).

Figura 1. Arbol familiar de los compuestos fenolicos.

Compuestos fendlicos alimenticios |

‘f‘%cidos; fendlicos | Flavonoides ‘ Folifenoles ‘
Antoxantinas Antocianinas
I
Y,
Y
*

Flavonoles w Flavonas  Flavanonas  Antocianidinas
Flavanoles Isoflavonoides

Los flavonoides tienen una estructura de anillos formada por 15 &tomos de carbono
(C6-C3-C6), que consiste en dos anillos aroméaticos (A y B) que contienen
generalmente grupos hidroxilos unidos por una cadena lineal de tres carbonos como se
muestra en la figura 2. En algunos casos el anillo heterociclico C se encuentra de
forma abierta (Schieber et al., 2001). Los diferentes tipos de flavonoides difieren en el
nivel de oxidacion y la saturacién del anillo C, mientras que los compuestos
individuales dentro de una clase difieren en el patron de sustitucion de los anillos A'y
B. Las diferencias en la estructura y la sustitucién influiran en la estabilidad del radical
fenoxilo y por lo tanto en las propiedades antioxidantes de los flavonoides (Wojdyto,
etal., 2007).

Figura 2. Estructura basica de un flavonoide.

En las plantas, los flavonoides se encuentran la mayoria de las veces, ligados a
moléculas de carbohidratos. A este tipo de combinacion nucleo flavonoide bésico +
una o varias unidades de carbohidratos, se les denomina glicésidos, y cuando no tienen
moléculas ligadas de carbohidratos se les denomina agliconas de flavonoides
(Martinez, 2005).
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Como se observa en la tabla 1, los flavonoides estan presentes en la cebolla, uva,
frutas citricas, papaya, manzana, cereza, melocoton, brécoli, vino tinto, té verde y

productos de soya (Berkoff, 2009).

Tabla 1. Tipos de flavonoides en alimentos.

Subclase Estructura Compuestos Fuente
Hierbas, apio,
o O Sinensetina, apigenina, pimentdn, uva,
Flavona O \ diosmina y luteolina naranja y limoén
o
Quercetina, miricetina y Cebolla, vino,
kaemferol tomate, naranja,
Flavonol O manzana, te, frutas
rojas
Miel, citricos,
o O Naringenina, tomate, lupulo y
Flavanona O hesperidina y cerveza
isoxanthohumol
o
Catequina, epicatequina | Vino, chocolate,
Flavanol o o O y galocatequina €ocoa, te, uva,
Catequina O manzana y pera
OH
° Genisteina, daidzeina, Soya y
O gliciteina leguminosas
Isoflavona O
[e]
Cinidina, pelargonidina, Frutas rojas,
O delfinidina y peonidina | manzana, uva, pera
Antocianina y naranja
O/Azncar

1.1.3. Flavonoides y acidos fenolicos en miel de abejas

Teniendo en cuenta el hecho de como se produce la miel, la composicion de
flavonoides varia de acuerdo a la procedencia de la miel, dependiendo de la(s)
planta(s) que se utilizo(aron) como fuente principal de néctar para su produccion.
Aunque algunos de los compuestos flavonoides estan presentes en mas o menos todos
los tipos de miel, otros flavonoides son especificos para un cierto tipo planta y, como
tal, podrian utilizarse como marcadores para ese tipo de producto (Kenjeri¢ et al,
2008).

Los flavonoides presentes en la miel se dividen en tres clases con estructuras
similares: flavonoles, flavonas y flavanonas. Estos flavonoides son importantes debido
a su contribucion al color y el sabor de la miel y también por sus efectos beneficiosos
para la salud (Estevinho et al., 2008).
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Dentro de la gran variedad que existe de estos compuestos, de los flavonoides mas
comunes reportados en la miel de abejas se encuentra la quercetina, este es la
estructura base de otros compuestos fendlicos como isoramnetina. En la figura 3 se
presentan las estructuras de algunos de estos compuestos.

Figura 3. Estructura quimica de flavonoides comunes en miel.

OH O OH ©
QUERCETINA (flavonol) ISORAMNETINA (flavonol)
PM 302.236 g/mol PM 316.26 g/mol
OH O
|
HO = |
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0 o] =
on O~ | P
\I_'/ “ > 0H
DHOHO o
T N
CH
RUTINA (flavonol glicdsido) OHOH
PM 610.517 g/mol NARINGINA (flavanona glicésido)
PM 580.54 g/mol
OH OH

OH O
MIRICETINA (flavonol) LUTEOLINA (flavona)
PM 318.24 g/mol PM 286.24 g/mol
HO . O O
OH O
KAEMFEROL (flavonol) CRISINA (flavona)
PM 286.23 g/mol PM 254.24 g/mol
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La quercetina (Q) es uno de los flavonoides mas estudiados, se le han reportado gran
numero de actividades biologicas. Posee 5 grupos hidroxilo unidos a la molécula, uno
de estos grupos estan unidos al anillo heterociclico C, dos estan unidos al anillo A y
los otros dos al anillo B (Fig. 3). La estructura de Q cumple con los principales
determinantes para una buena reactividad frente a los radicales libres y actividad
antioxidante. Los hidroxilos fendlicos de esta molécula juegan un papel clave en el
barrido de radicales libres por donacién de &omos de hidrégeno, también pueden
tomar parte en la quelacion de iones metalicos. En el anillo heterociclico C, el grupo
carbonilo y el doble enlace entre C2 y C3, da efecto de conjugacion. El hidroxilo en
posicién 5y el grupo carbonilo del anillo C también desempefian un papel importante
en la quelacién de los metales. La estructura de Q promueve sus propiedades
antirradicales y metal-quelante y conduce a su buen desempefio antioxidante (Czepas
& Gwozdzinski, 2014).

Q es un flavonol que se encuentra ampliamente distribuido. Adicionalmente, presenta
un gran nuamero de derivados glicosilados, que se diferencian por el azlcar que
poseen. Tipicos flavonol- O-glucésidos son: la rutina (quercetina-3- O-rutindsido),
hiperdsido (quercetina-3- O-galactosido), isoquercetina (quercetina-3- O-
glucopirandsido), quercitrina (quercetina-3- O -ramndsido).

La isoramnetina un derivado O-metilado de la quercetina (Fig. 3), también se reconoce
por su funcion antioxidante en sistemas alimentarios y los beneficios que representa
para la salud humana. Isoramnetina puede tener potencial como antioxidante natural,
para alternar sustancias sintéticas como aditivos alimentarios con su actividad
antioxidante (Pengfei, et al., 2009). La isoramnetina es un flavonoide tipo flavonol, se
produce naturalmente en las plantas, pero también es un metabolito de la quercetina,
estructuralmente se diferencia de la quercetina por la presencia de un grupo metoxilo
en anillo B. Es un flavonoide aglicona, que posee una buena capacidad antioxidante e
inhibe la xantina oxidasa, ademas de presentar efectos beneficiosos contra el cancer.

Los &cidos fenolicos son un tipo de compuestos organicos, pertenecientes a la familia
de los compuestos fendlicos. Estan presentes en muchas especies de plantas, vegetales
y frutas. Contienen un anillo fendlico y una funcion organica de acido carboxilico.
Dependiendo de la sustitucion del grupo radical se da la variedad de compuestos de
este tipo existentes, en la figura 4 se presentan las estructuras de algunos de estos
compuestos.

Los compuestos fenolicos en la miel bajo estudio son los acidos fenodlicos y
flavonoides, que se consideran marcadores potenciales para el origen botanico de las
mieles (Alvarez-Suarez et al.,, 2012). Estos acidos fenolicos se dividen en dos
subclases: los acidos benzoicos sustituidos y acidos cindmicos.
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Figura 4. Estructura quimica de acidos fenolicos comunes en miel.
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1.2. Extraccion de flavonoides y acidos fenolicos

Los procedimientos analiticos para determinar los flavonoides y acidos fendlicos
individuales en miel implican extraccion a partir de la matriz de la muestra, separacién
y cuantificacién. En los ultimos afios, numerosos estudios de compuestos fendélicos de
miel (&cidos fendlicos y flavonoides) se han centrado en la extraccion de los
flavonoides de la miel usando la resina de Amberlite XAD-2, donde se necesitan
cantidades considerables de miel y disolvente, junto con multiples extracciones con
dietil éter (Baltrusaityté et al., 2007, Gheldof et al., 2001, lurlina et al., 2009, Kenjeri¢
et al., 2007, Martos et al., 2000y Yao et al., 2004).

En muestras quimicas como la miel es posible realizar la extraccion de flavonoides y
acidos fendlicos mediante extraccion liquido — liquido usando metanol o acetonitrilo
como solvente. Sin embargo la extraccion en fase solida es la técnica mas utilizada por
los autores para extraer los flavonoides de la miel, debido a su versatilidad y
simplicidad. Utilizando cartuchos desechables preempacados, los compuestos son
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separados mediante la aplicacion de un sistema adecuado desorbente solido y eluente
selectivo a los componentes de interés (Carson, 2000). Los procedimientos de
extraccion en fase solida (SPE) con cartuchos comerciales pueden proporcionar un
método méas simple, mas répido y menos costoso en comparacion con el uso de
Amberlite XAD-2.

En el 2008 Michalkiewicz et al., compararon la capacidad de aislamiento y
recuperacion de los compuestos fendlicos de la miel usando cuatro tipos de resinas:
BondElut C18, poliméricos Strata-X, Oasis HLB y Amberlite XAD-2, para la
extraccion de algunos é&cidos fendlicos (géalico, p-hidroxibenzoico, p -cumarico,
vanillico, caféico y siringico) y los flavonoles (rutina, quercetina y kaempferol) a
partir de muestras de miel. Se encontrd que la silice C18 es menos apropiada para la
recuperacion de los compuestos ensayados, mientras que la resina Amberlite XAD-2
fue efectiva en la recuperacion de todos los flavonoides y de los acidos fendlicos,
excepto para la quercetina en la que la recuperacion fue sélo del 54%.

Por el contrario, D'Arcy (2005) informd que los &cidos galico y eldgico no fueron
retenidos en la resina Amberlite, mientras que algunos otros &cidos fenolicos (p -
cumarico, cafeico, clorogénico y ferualico) tuvieron recuperaciones que estaban en un
rango del 16% al 62%. Las recuperaciones de los flavonoides fueron mayores del
80%. Pulcini et al., (2006) sustituyeron la extraccion de los compuestos fendlicos de
miel con Amberlite XAD-2, mediante el uso de cartuchos SDB-L Strata, este
procedimiento SPE proporciond resultados reproducibles con altas recuperaciones de
los flavonoides (93 al 101%) y del 82 al 95% para los acidos malico, citrico, succinico
y ferulico. El analisis por espectrometria de masas tandem de los compuestos fendlicos
permitio una adecuada deteccion y cuantificacion.

Biesaga y Pyrzynska (2009) investigaron los compuestos fendlicos de mieles de
alforfon, acacia y ligamaza, con cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem, sin la eliminacion de la glucosa, fructosa y sacarosa propia de la
miel. Mediante un procedimiento de limpieza se identificaron diferentes acidos
fenolicos y los flavonoides rutina, miricetina, naringina, naringenina, quercetina y
apigenina (Bertoncelj, 2011).

Otra posibilidad es la microextraccion liquido-liquido, Campillo et al., 2015,
analizaron compuestos fenolicos extraidos a partir de 1 g de miel utilizando
acetonitrilo y cloroformo, el método fue optimizado y validado para ocho compuestos
de flavonoides tipo aglicona: baicaleina, hesperitina, fisetina, naringenina, crisina,
miricetina, quercetina y kaemferol. Los valores de recuperacion oscilaron entre 80% y
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111%. Las muestras se analizaron con un detector DAD acoplado a masas, lo que da
mucha sensibilidad al método.

Otros métodos como extraccion asistida por ultrasonido y extraccion asistida por
microondas han sido reportados con un porcentaje de recuperacion de flavonoides en
miel superior al 90% (Michalkiewicz et al., 2008, Biesaga & Pyrzynska, 2013).

1.2.1. Identificacion de compuestos fendlicos por cromatografia
liquida y espectrometria de masas

Diferentes métodos de andlisis se pueden utilizar para identificacion de compuestos
fendlicos. La cromatografia liquida se considera que es la técnica de separacién mas
uatil para el analisis de polifenoles en diferentes muestras, que junto con diversas
técnicas de deteccion, tales como un detector de matriz de diodos (DAD) y / o
espectrometria de masas (MS), permite la identificacion y cuantificacion de
compuestos fenolicos.

El DAD puede detectar simultaneamente compuestos y asi obtener cromatogramas a
diferentes longitudes de onda. Esta caracteristica mejora significativamente la
eficiencia del sistema de deteccion, en particular cuando los diferentes grupos de
polifenoles se encuentran mezclado en una muestra. Cuando se eligen longitudes de
onda adecuadas (por ejemplo, en el maximo de absorcion), todos los grupos se pueden
detectar con una sensibilidad mas alta. Una seleccion apropiada de la longitud de onda
de deteccion también puede hacer posible la cuantificacién de un pico no resuelto o
mal resuelto (Tsao & Deng, 2004).

En algunos casos la espectrometria de masas es utilizada junto con la deteccion UV
para facilitar la identidad de flavonoides con la ayuda de datos de referencia. Dado que
el tipo de componentes fendlicos y su concentracion pueden variar en gran medida, la
técnica mas adecuada es la cromatografia liquida acoplada a varios tipos de detectores.
La cromatografia liquida acoplada a masas (LC-MS) permite una alta selectividad,
sensibilidad y universalidad en el analisis de diversos componentes polifendlicos en
matrices complejas, como es el caso de la miel. El estdndar actual es LC-MS/MS
(cromatografia liquida con un analizador de iones triple cuadrupolo) que se utiliza para
la identificacion de analitos especificos segln las caracteristicas de transicion de iones
(Stephens et al., 2010).

Para la identificacion de flavonoides desconocidos en miel, se ha utilizado la
espectrometria de masas tandem (MS/MS o MS") (Kenjeric et al., 2008; Truchado et
al., 2011). Esta técnica permite obtener informacion de la aglicona, los tipos de
carbohidratos u otros grupos sustituyentes presentes, los enlaces interglucosidicos, y
los puntos de union de los sustituyentes a la aglicona, a partir del estudio detallado de
la fragmentacion del compuesto (Kriiger & Ganzera 2012).
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Los flavonoides constituyen un gran grupo de metabolitos secundarios fendlicos. Mas
de 9000 glicoconjugados de flavonoides se conocen actualmente en el reino vegetal y
mas de 50 de ellos pueden estar presentes en una sola planta. La espectrometria de
masas, gracias a la aplicacion de diferentes estrategias para la ionizacion, la separacion
y deteccion de moléculas analizadas, se convirtio en el método de eleccion para la
identificacion, caracterizacion estructural y analisis cuantitativo de los productos
naturales (Stobiecki et al., 2014).

1.2.2. Caracterizacion de flavonoides y acidos fenélicos

La deteccion de los flavonoides se basa usualmente en absorcion UV a varias
longitudes de onda. La mayoria de los flavonoides muestran dos bandas principales de
absorcion, la banda | en el rango 320-385 nm representa absorcion del anillo B y la
banda Il en el rango 250-285 nm representa absorcion del anillo A (Robards, et al.,
2010). Los acidos fendlicos muestran generalmente un solo pico de méxima absorcion.

El espectro UV vy el tiempo de retencion pueden conducir a la identificacion de los
analitos separados, comparando estos con estandares de referencia.

1.2.3. Medida de fenoles y flavonoides totales por
espectrofotometria en mieles

Ademas de la cromatografia liquida, los flavonoides y el total de los compuestos
fendlicos se pueden determinar por métodos espectrofotométricos. La medida de estos
compuestos en la miel es muy importante y se relaciona muchas veces con otras
propiedades bioactivas y fisicoquimicas. A continuacién se presentan ejemplos de la
investigacion de estos compuestos en diferentes tipos de mieles.

1.2.3.1. Fenoles totales

El reactivo de Folin-Ciocalteu es empleado para cuantificar los fenoles totales (FT)
presentes en muestras de miel. Se fundamenta en la adicion de un compuesto
coloreado de Folin que es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato, se basa en
una reduccion del color por una reaccion de oxido-reduccion generada por los fenoles,
es medido a los 30 min, se construye una curva patron usando como estandar acido
galico, el extracto se diluye a una concentracion en la cual el contenido de fenoles se
encuentre dentro del intervalo de la curva patron. Los resultados se expresan como
equivalentes de acido galico por kg de miel (EAG/kg de miel). Las lecturas se realizan
a 760 nm.

En mieles monoflorales de Cuba fue investigado el contenido de FT, de acuerdo con
estos resultados las mieles que se clasifican como de color ambar, tuvieron los valores
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mas altos de FT (595,8 £ 6,8 mg EAG/kg de miel), mientras que los contenidos mas
bajos se midieron en mieles clasificadas como de color claro (233,6 £ 5,5 mg EAG/kg
de miel) (Alvarez-Suarez et al., 2010).

Se analizaron mieles de tipo monofloral y multifloral del noreste de Argentina, el
contenido de fenoles totales oscil6 187,30-1073,21 mg EAG/kg. Los valores mas altos
se obtuvieron para las mieles multiflorales 1073,21 y 875,75 mg EAGI/Kg,
aproximadamente tres veces mas altos que los obtenidos para las muestras de mieles
monoflorales de limén. Se observd una correlacion (r) positiva entre el color y el
contenido de flavonoides o compuestos fendlicos (r= 0,98 y r= 0,92, respectivamente),
las mieles multiflorales tienen contenido mas alto de flavonoides y colores mas
oscuros (Isla et al., 2011).

En mieles producidas por abejas Melipona subnitida conocida como miel "Jandaira”
que provienen de Paraiba, occidente de Brasil, la cantidad de fenoles totales estimado
usando el reactivo de Folin-Ciocalteu, varid desde 1200 a 1300 mg EAG/kg de miel
(Sarmento da Silva et al., 2013). Esta miel de especie nativa contiene mayor cantidad
de fenoles de lo reportado para mieles producidas por Apis mellifera en diferentes
lugares del mundo.

1.2.3.2. Flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides totales se realiza por colorimetria,
aprovechando la reaccién entre cloruro de aluminio y el nitrito de sodio, los cuales
forman un complejo coloreado que presenta su maximo de absorcion a 510 nm. Se
contruye una curva de calibracion de quercetina, sobre la cual se mide el extracto. Los
resultados son expresados como equivalentes de quercetina por unidad de muestra.

Para mieles chilenas el contenido total de flavonoides varié de 0,14 a 138 mg
Equivalente Quercetina por kg de miel (mg EQ/kg) (Muiioz et al., 2007). Se
analizaron mieles de tipo monofloral y multifloral del noreste de Argentina, el
contenido de flavonoides totales oscilé 60-120 mg EQ/kg, en este caso las mieles
multiflorales tienen més alto el contenido de flavonoides y colores mas oscuros (Isla et
al., 2011).

Burkina Faso es un pais de Africa occidental donde analizaron 27 mieles de tipo
multifloral, el contenido de flavonoides totales vario desde 1,7 hasta 83,5 mg de
QE/kg. No se mostré una correlacion significativa entre el contenido fenolico total y el
contenido total de flavonoides (R® = 0,11) (Meda et al., 2005).
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1.3. Antioxidantes en alimentos

La palabra antioxidante se describe como la capacidad de las moléculas redox en los
alimentos y los sistemas biolégicos para eliminar los radicales libres. Los
antioxidantes son compuestos que estdn en la dieta y ayudan a las células a hacer
frente al estrés oxidativo producido por los radicales libres, contribuyendo a la
prevencion de muchas enfermedades. Los alimentos contienen una amplia variedad de
compuestos antioxidantes que eliminan los radicales libres: fenoles simples, acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, carotenoides, vitaminas antioxidantes como el acido
ascorbico, tocoferoles y compuestos que contienen azufre. Estos compuestos estan
presentes en grandes cantidades, particularmente en las hortalizas, frutas, frutos secos,
legumbres y granos. La medicion de la capacidad antioxidante de los alimentos ha
atraido la atencion de cientificos, consumidores y la industria alimentaria desde hace
varios afos debido a los beneficios potenciales y el papel en la salud humana que
pueden desemperiar estos compuestos (Serpen et al., 2012).

1.3.1. Capacidad antioxidante en la miel de abejas

Una amplia gama de constituyentes menores esta presente en la miel, muchos de los
cuales se sabe poseen propiedades antioxidantes. En los Gltimos afios, se ha descrito
un creciente nimero de compuestos que demuestran el caracter emergente de su
potencial antioxidante, entre éstos se encuentran los compuestos fendlicos, que
también contribuyen a exaltar la calidad sensorial de la miel. La tipificacion de los
compuestos fendlicos y de otros quimicos en mieles, es clave para mejorar el
conocimiento que se tiene de la quimica de las mieles, particularmente como un agente
antioxidante. Por otra parte, el contenido de las sustancias fendlicas en mieles de
diversos climas, podria ser no solamente un marcador del origen floral sino también un
indicador potencial de su calidad biolégica (Mufioz et al., 2007).

Numerosos estudios demuestran que un gran ndmero de hierbas medicinales y
aromaticas, asi como las frutas y las hojas de algunas plantas que poseen actividad
antioxidante, pueden ser utilizadas como una fuente natural de compuestos captadores
de radicales libres (Blasa et al., 2007 ; Javanmardi et al.,2002 ;Yu et al.,2005). La
mayoria de estas plantas son utilizadas por las abejas para recoger néctar y, en
consecuencia los componentes bioactivos de plantas se pueden transferir a la miel.

1.3.2. Beneficios de los antioxidantes de miel en salud humana

El uso de la miel en el tratamiento de heridas cronicas y Ulceras diabéticas, cataratas y
otras enfermedades oculares, Ulceras pépticas y otras dolencias gastricas, reduccion del
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riesgo de enfermedades del corazén, cancer, deterioro del sistema inmune y diferentes
procesos inflamatorios ha sido documentado (Junta Nacional de la Miel, 2002). Los
beneficios de la miel fueron parcialmente atribuidos a su actividad antibacteriana. Sin
embargo, dado que en algunas de estas enfermedades es claro el papel nocivo de los
radicales libres, generalmente se considera que las propiedades terapéuticas de la miel,
se deben en parte, a su actividad antioxidante (Aljadi, & Kamaruddin, 2004).

Actualmente, se ha prestado gran atencion al potencial antioxidante de la miel como
un parametro elegible para la calidad. Este parametro se correlaciona estrictamente a la
presencia de eliminadores de radicales de oxigeno eficientes, tales como los
compuestos fenolicos. Se sabe que las especies altamente reactivas como los fenoles
acttan en las plantas como antioxidantes y agentes protectores contra varias fuentes de
dafio (UV, agentes patogenos, etc), por lo tanto, pueden desempefiar un papel
importante en el control de reacciones oxidativas también en el cuerpo humano
(Alvarez-Suarez et al., 2010).

1.3.3. Miel como antioxidante de alimentos

La miel también puede prevenir las reacciones de oxidacion y deterioro de los
alimentos, tales como pardeamiento enzimatico de frutas y hortalizas y la oxidacion de
lipidos en la carne (McKibben & Engeseth 2002; Nagai et al., 2006; Chang et al.,
2011). Los responsables de su efecto antioxidante son los compuestos fendlicos, pero
ademas la miel contiene un numero de componentes reconocidos por actuar como
antioxidantes, que incluyen la vitamina C, la vitamina E, enzimas tales como la
catalasa y peroxidasa (Ferreres, et al., 1994). La composicion y la capacidad
antioxidante de la miel dependera de la fuente floral utilizada para recoger el néctar,
factores estacionales y del medio ambiente; el procesamiento también puede tener
efecto sobre la composicion de miel y la actividad antioxidante (Almamarias et al.,
2002; Yao et al.,2003).

1.3.4. Funcion antioxidante de los flavonoides y &cidos fenolicos

La oxidacion puede iniciarse por procesos fisicos 0 quimicos Yy continua
indefinidamente en presencia de un sustrato apropiado hasta que un mecanismo de
defensa bloquea al proceso. Las sustancias objetivo de los procesos oxidativos son los
acidos grasos poliinsaturados, el colesterol y el ADN, pero los lipidos como
constituyentes de la membrana celular son los mas susceptibles debido a la velocidad
de progreso de las reacciones destructivas en cadena (Robards et al., 2010).

Los radicales libres son moléculas o porciones de ellas con un electron desapareado.
Los antioxidantes actian como fuente de hidrégeno y se oxidan en lugar del acido
graso protegiendo las células contra el dafio de los radicales libres. Los antioxidantes
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mas conocidos son las vitaminas C y E y los carotenoides, sin embargo se ha
demostrado que los flavonoides también actian como antioxidantes dependiendo de su
estructura molecular y del nimero y la posicion de los grupos hidroxilo. Se han
encontrado flavonoides que tienen 20 veces mas poder antioxidante que la vitamina C
y 50 veces méas que la vitamina E (Berkoff, 2009).

Los flavonoides y los &cidos fendlicos presentan una amplia gama de efectos
bioldgicos, incluyendo actividad antibacteriana, anti-inflamatoria, anti-alérgenica y
anti-trombotica. Los estudios epidemioldgicos apuntan a su posible papel en la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares y el céncer. Estos compuestos
fendlicos se comportan como antioxidantes a través de diversos mecanismos que
incluyen la captura directa de especies reactivas del oxigeno, la inhibicion de las
enzimas responsables para la produccion de aniones superoxido y la quelacién de
metales de transicion que participan en procesos de formacién de radicales (Pyrzynska
& Biesaga, 2009).

La capacidad antioxidante de los flavonoides y los acidos fenolicos esta relacionada
con la presencia de caracteristicas estructurales que les permiten: quelar iones de
metales de transicion tales como Fe?', Cu? o0 Zn?", transportar electrones,
secuestrar especies reactivas de oxigeno (ROS), como el anion superoxido, el oxigeno
singlete y radicales peroxilo lipidicosy estabilizar ROS libres por hidrogenacion o
formacion de complejos (Acker et al., 1996).

La quercetina tiene una estructura de catecol en el anillo B, asi un grupo 4-carbonilo
conjugado con un doble enlace 2,3 en el anillo C, lo que permite la deslocalizacién de
electrones. La presencia combinada de un grupo 3-hidroxi con un enlace 2,3-doble
aumenta adicionalmente la estabilizacion de resonancia para la deslocalizacion de
electrones; por lo tanto, tiene un valor antioxidante superior a otros compuestos. Los
flavonoides con mayor poder antioxidante son: catequina, quercetina, isoxhantohumol,
genisteina, naringenina, y el glucido de cianidina (Messina, 2009).

La posicion 3,4 de dihidroxilacion en el anillo fendlico del &cido caféico tiene mayor
actividad antioxidante en comparacion con el acido p-cumarico. El acido caféico
presenta mayor actividad antioxidante debido a la conjugacion adicional en la cadena
propenoica lateral, lo que podria facilitar la deslocalizacion de electrones por
resonancia entre el anillo aromatico y el grupo propendico ( Kimy Lee, 2004 ).

1.3.5. Medidas de capacidad antioxidante en miel

Métodos diferentes son apropiados para evaluar la actividad antioxidante de una
sustancia y en la mayoria de los casos es necesario utilizar varias pruebas para obtener
una buena fiabilidad. No hay ningin método oficial para la determinacion de la
actividad antioxidante de la miel. Varias pruebas estan en uso, cada uno basado en
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diferentes principios y las condiciones experimentales; el ensayo FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), el método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), ORAC
(capacidad de absorcion de oxigeno radical), TEAC (actividad antioxidante
equivalente Trolox). Incluso cuando los investigadores utilizan el mismo método, a
menudo se incluyen diferentes modificaciones. Por lo tanto los resultados de los
diferentes estudios son dificiles de comparar. Un paso adelante con respecto a este
problema fue hecho por el trabajo de Bertoncelj et al., (2007), donde se establecio un
enfoque analitico préctico para la normalizacion de las propiedades antioxidantes de la
miel. Su hallazgo fue que es necesario utilizar una combinacion de pruebas
antioxidantes, analisis comparativos y evaluacion estadistica para determinar el
comportamiento antioxidante de la miel.

1.4. Denominacion de origen en miel

Teniendo en cuenta el nimero de las posibles fuentes florales para que las abejas
produzcan la miel, es comprensible que una miel no sea completamente igual a otra.
Aunque esta es una cuestion problematica desde el aspecto de las exigencias del
mercado, al mismo tiempo, esta variabilidad permite al consumidor la posibilidad de
elegir el tipo de miel que tiene las mejores caracteristicas, de acuerdo con sus propias
preferencias. Cientificamente, esta variabilidad podria ser el resultado de diferentes
factores, pero en la mayoria de los casos se relaciona con el origen floral de la miel.
Algunas mieles monoflorales son consideradas como una clase de miel més valiosa;
las denominaciones botanicas se utilizan ampliamente en el mercado Croata, asi como,
a menudo se logran los precios mas altos en las mezclas de miel. Por supuesto, estas
denominaciones deben ser verificables, a fin de proteger a los consumidores y
preservar la reputacion de la denominacién (Persano & Bogdanov, 2004).

La disponibilidad limitada y el aumento de precios de algunos tipos de miel han
proporcionado un estimulo importante para la falsificacién no sélo con respecto a la
produccién de miel, sino también en relacion con la descripcion del origen botanico y
geografico (Kenjeri¢ et al., 2007).

En el ambito de la produccién mundial, se destacan la miel de Manuka, originada en
Nueva Zelanda, y la miel de madrofio, producida en Cerdefia (Italia). Son ejemplos de
productos diferenciados y con marca de origen. EI mayor auge en la diferenciacion de
producto lo comienzan a tener las mieles organicas o ecolégicas, mieles poliflorales y
mieles monoflorales con alta demanda en los paises del Norte, en particular, algunos
paises de la Union Europea, Estados Unidos y Japon (Laverde et al., 2010).

Definir los atributos de la miel resulta importante para su posterior comercializacion y
para aportarle un valor agregado a las mismas. El valor de la miel en el mercado
internacional estd determinado en gran parte con base en su color, sabor y contenido
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de humedad (Ciappini et al., 2013). La calidad y el origen de la miel de abejas son los
principales factores para determinar el precio de comercializacion.

Respecto al origen, China suple el mercado de la miel a los precios mas bajos. A su
vez, Argentina se ubica en un puesto intermedio, mientras México y Australia
comercializan a los mejores precios (Van & Jan, 2006).

1.5. Quimiometria y analisis multivariado

La quimiometria es una disciplina que se enfoca en la aplicacion de métodos
matematicos y/o estadisticos sobre datos quimicos. El analisis quimiométrico se
considera una caracteristica muy importante de los enfoques analiticos modernos para
la caracterizacion de matrices complejas, permite extraer informacién de datos
quimicos multivariantes utilizando herramientas de la estadistica y las matematicas
(Luis, Rosa, y Karoly, 2007).

El andlisis multivariado involucra el uso de técnicas estadisticas y matematicas para
extraer informacion de un conjunto de datos complejo, se maneja la informacién como
un todo y no como un conjunto de datos individuales, esto permite dilucidar todas las
complejas interacciones entre las variables y comprender su correlacion en toda la
matriz de datos.

Varias técnicas quimiomeétricas, como el analisis de componentes principales (PCA) y
el analisis discriminante lineal (LDA), se utilizan con el fin de establecer las variables
mas influyentes y similitudes entre las muestras de miel estudiadas (Bertoncelj et al.,
2011). El PCA es una de las técnicas multivariadas mas utilizadas, por lo general a
nivel introductorio, debido a su capacidad para reducir la dimensionalidad de los datos
multivariados y para proporcionar una vista previa rapida de la estructura de datos.
Permite una facil identificacion de los valores atipicos y grupos similares o grupos de
objetos.

Las técnicas quimiometricas han sido ampliamente aceptadas como las herramientas
mas poderosas para caracterizar y clasificar muestras segin el origen geografico y
botéanicos, de los cuales el PCA se emplea cominmente para el modelado y analisis de
guimica compleja o datos bioldgicos, esta herramienta produce modelos interpretables
y fiables capaces de manejar estructuras incompletas, datos ruidosos y colineales
(Zhou, 2014).

Para explorar la informacion oculta en las grandes cantidades de datos generados
mediante el uso de analisis por HPLC-DAD vy lograr observar las sutiles diferencias
entre los diferentes tipos de muestras, el analisis multivariado se ha convertido en el
nuevo foco de la investigacion en los Gltimos afos.
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1.5.1. Determinacién de flavonoides y acidos fenolicos como
marcador de origen botanico y geografico, aplicaciones de
guimiometria

En diversas regiones del mundo la miel es un alimento consumido de manera habitual,
se han dedicado muchos esfuerzos a la investigacion de sus componentes. Su valor
comercial se ha enfocado en la veracidad de su origen botanico y geogréfico. A
continuacion se presentan resultados de investigaciones donde se establece el origen
geografico y/o botanico de diversos tipos de mieles mediante el analisis de sus
componentes fenolicos y la aplicacion de herramientas quimiométricas.

Entre las diferentes posibilidades de andlisis de componentes quimicos para
determinar el origen botanico de las mieles estan: compuestos volatiles, metales,
proteinas, &cidos organicos (Mato, et al., 2006) y azucares (Cavia, et al., 2009).
Actualmente los flavonoides y otros compuestos fendlicos son ampliamente utilizados
como una herramienta para este propdsito, debido al hecho de que estos compuestos
son metabolitos secundarios no volatiles estables, que parecen ser relativamente poco
afectados por factores ambientales (Ferreres et al., 1994) .

Doce muestras de miel, correspondientes a seis variedades botanicas diferentes:
acacia, alforfon, brezo, tilo, multifloral y violeta, se tomaron directamente de apiarios
ubicados en el oeste de Polonia. Se identificaron los &cidos caféico, clorogénico, p-
cumarico, feralico, homogentisico, p-hidroxibenzoéico y vanillico y los flavonoides:
apigenina, hesperetina, kaempferol, luteolina, ramnetina, rutina y quercetina.
Hesperetina se determiné por primera vez en las mieles de brezo y de tilo, mientras
que la rutina en miel de violetas. Los resultados de este estudio mostraron que el perfil
de los compuestos fendlicos en mieles polacas recogidas de un territorio
geogréaficamente delimitado, parece ser Util para la determinacion de su origen
botanico, la composicion cuantitativa estos compuestos demostré una variacion
significativa en las mieles de diferente origen floral (Sergiel et al., 2014).

Zhou et al., (2014) analizaron los flavonoides presentes en 187 mieles de diferentes
provincias de China de dos origenes florales: miel de violeta y miel de arbol chaste.
Kaempferol y morina estuvieron presentes en las mieles de violeta, el acido ferdlico
estuvo presente en ambas clases de miel, estos tres compuestos fueron utilizados como
marcadores florales, se establecié una huella digital cromatografica para cada clase de
miel a 270 nm y 360 nm, estos cromatogramas presentaron diferencias evidentes, que
podrian ser utilizados para caracterizar la miel de violeta y miel de arbol chaste. El
analisis de componentes principales se aplico para clasificar las muestras de miel de
acuerdo a sus origenes florales. Los resultados mostraron que la miel de violeta y miel
de arbol chaste se pueden clasificar con éxito por sus fuentes florales, los métodos
analiticos desarrollados a través de este estudio podrian considerarse promisorios para
la trazabilidad de las fuentes nectariferas de mieles monoflorales o multiflorales.
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Los perfiles fenolicos de muestras de miel polaca de brezo (Calluna vulgaris L.) y de
alforfon (Fagopyrum esculentum L.) fueron determinados. Los componentes fenolicos
se aislaron de muestras de miel usando Amberlite XAD-2 como sorbente de extraccion
en fase solida. Para la determinacién de la composicion de los extractos de miel se usé
HPLC-DAD, de los 20 estandares disponibles en el estudio, 15 fueron identificados
en todas las muestras analizadas, para la miel de brezo predominé el &cido absisico,
mientras que en la miel de alforfon los &cidos 4-OH benzoico y ferdlico fueron los
mayoritarios. Teniendo en cuenta las muestras de las mismas mieles monoflorales, se
observaron perfiles fenolicos caracteristicos cualitativamente similares pero
ligeramente diferentes cuantitativamente. Estos perfiles pueden ser considerados como
"huellas digitales” de mieles de brezo y alforfon (Jasicka-Misiak et al., 2012).

Se estudiaron un total de 58 muestras de miel multifloral de diferentes regiones de
Serbia para determinar su perfil fenolico, el contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante. UHPLC-MS hizo posible la identificacion de los 36 compuestos: 24
flavonoides y 12 acidos fenolicos. La cuantificacion de los compuestos fenolicos
permitio la discriminacion y la clasificacion de las mieles de acuerdo a su origen
geogréfico, utilizando técnicas de reconocimiento de patrones, andlisis de
componentes principales y andlisis parcial de minimos cuadrados. Las muestras
procedian de las regiones de VVojvodina y Zlatibor se distinguian claramente de las del
resto de Serbia debido a la presencia de acido dicafeoilquinico, acido elégico, éster
fenetil &cido cafeico y el &cido clorogénico, entre otros (Gasic¢, et al., 2014).

En Lituania, a partir de 35 muestras de miel obtenidas de diferentes fuentes, se
obtuvieron los extractos fenolicos mediante el uso de la resina Amberlite XAD-2. El
analisis preliminar de los compuestos fendlicos en muestras de miel se realiz6 por
HPLC con detectores de UV y masas. Los resultados obtenidos mostraron que todas
las muestras contienen acido p-cumarico, kaempferol, crisina y apigenina. Este estudio
demuestra variaciones notables en las propiedades antioxidantes y el contenido de
compuestos fenolicos en la miel obtenida de diferentes fuentes (Baltrusaityté et al.,
2007).

En una investigacion realizada con mieles de tres regiones geograficas de Argentina se
optimizé el procedimiento de extraccion para las agliconas de los flavonoides
miricetina, luteolina y quercetina, empleando la resina Amberlite XAD-4. El
contenido de las agliconas de los flavonoides, varié de acuerdo con las diferencias en
las caracteristicas geoquimicas, la vegetacion tipica y con el origen geogréafico de las
mieles. Los resultados obtenidos permitieron considerar a estos tres flavonoides como
marcadores quimicos para establecer el origen fitogeografico de las mieles (lurlina, et
al., 2009).

Los flavonoides de nueve mieles monoflorales de eucaliptos australianos fueron
analizados y relacionados con su origen botanico. Todas las muestras de miel
analizadas en este estudio presentaron un perfil de flavonoides comun que comprende
tricetina, quercetina, luteolina, miricetina y kaempferol; estos mismos flavonoides en
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investigaciones previas se habian sugerido como marcadores florales para mieles de
eucalipto europeo (Martos et al., 2000). Por lo tanto, el analisis de flavonoides podria
ser utilizado como un método objetivo para la autenticacion del origen botanico de las
mieles de eucalipto. Por otra parte, las diferencias especificas de la especie botanica
también se pueden encontrar en la composicion de los perfiles de flavonoides de miel
(Yao et al., 2004 a).

Kenjeric¢ et al., en el 2007 establecieron el perfil de flavonoides para 40 muestras de
miel croata de acacia Robinia de dos temporadas de produccion y lo compararon con
los flavonoides encontrados en mieles Robinia de otros paises. Todas las muestras
analizadas mostraron un perfil tipico de flavonoides. El contenido de flavonoides fue
diferente para dos temporadas, estacionales. Los flavonoides quercetina, luteolina,
kaempferol, apigenina, crisina y galangina se identificaron a 340 nm, mientras que la
presencia de los acidos fendlicos se confirm6 a 290 nm. Los autores concluyeron que
los perfiles cromatogréaficos obtenidos de las muestras analizadas, incluso en ausencia
de un compuesto marcador especifico, podrian ser utilizados como un criterio de
diferenciacion para miel de acacia Robinia.

Kenjeri¢ et al., (2008), identificaron flavonoides caracteristicos y especificos en la
miel monofloral de salvia (Salvia officinalis L.) proveniente del area de la costa croata.
El andlisis por HPLC mostrd que todas las muestras de miel de salvia examinadas
contenian quercetina, luteolina, kaempferol, apigenina, crisina y galangina asi como
los &cidos p-cumarico y caféico. Todas las muestras de miel analizadas mostraron un
perfil de flavonoides comun y especifico, que podria ser la base para la diferenciacion
de la salvia de otras mieles monoflorales.

Se han encontrado diferencias considerables en la composicion y el contenido de
compuestos fendlicos entre las diferentes mieles monoflorales. Por ejemplo, las mieles
de brezo (Erica sp.) se caracterizan por un mayor contenido de derivados del acido
fenolico y pequefias cantidades de flavonoides. En muestras de miel de citricos
(Citrus sp.) y de romero (Rosmarinus officinalis), los flavonoides representan el
principal componente acompafiado con bajos niveles de acidos fenolicos (Andrade, et
al., 1997). A veces, un compuesto fenolico individual ha sido identificado como un
marcador potencial para el origen floral de la miel, por ejemplo, el acido elagico ha
resultado ser componente caracteristico de la miel de brezo ( Ferreres, et al., 1996 ), el
kaempferol se ha utilizado como un marcador para la miel de romero ( Ferreres et al.,
1998 ), mientras acido rosmarinico estaba relacionado con miel de tomillo (Andrade et
al., 1997) y la quercetina en la miel de girasol (Yao, et al., 2003). Sin embargo, en la
mayoria de los casos, teniendo en cuenta la presencia de diversos compuestos
fendlicos en muestras de miel analizadas, es dificil definir un marcador
individual. Frecuentemente, el exceso de un derivado de acido fendlico podria estar
relacionado con el origen floral de la miel. En el caso de la miel de brezo (Erica sp.) el
acido absisico es un compuesto fendlico importante, mientras que en la miel de
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lavanda (Lavandula stoechas L.) el principal es el acido m-cumarico (Andrade et al.,
1997).

Por el contrario, Pulcini et al., (2006) indicaron que para la caracterizacion del origen
botanico de una miel, las diferencias en la composicion total de los flavonoides pueden
ser mas adecuada que el uso de cualquier compuesto especifico Unico.

Para el caso puntual de mieles colombianas no se han reportado los principales
flavonoides y acidos fendlicos que estas contienen, en el presente estudio fueron
determinados para la zona geogréafica especifica de la Sierra Nevada de Santa Marta,
de donde se obtiene productos de origen mono, bi, oligo, poli y multifloral.
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2. Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Recoleccion de las muestras

En este estudio se analizaron 70 muestras de miel recolectadas de 9 corregimientos
que comprenden la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta, departamento
del Magdalena, Colombia. Las zonas de muestreo se agruparon de acuerdo a la
cercania de las regiones en 4 nucleos. Por codificacion interna del laboratorio, las
mieles se enumeraron de 44 a 113, en la tabla 2 se describe el nombre del
corregimiento correspondiente con el codigo de la muestra.

Tabla 2. Nucleos de recoleccion de las mieles, zona cafetera Sierra Nevada de Santa Marta

Corregimiento Codigo Muestra Nucleo

Siberia 44,45,56,57,61,62,66,70,71,74,75,78,82,83,84,85, | Ciénaga
89,90,94,98,99,100,101,102,104,105,109,110,113

Palmor 47,76,93,108

San Pedro 48,49,52,53,54.55,59,64,69,73,77,86,91,92,96,103
106,111,112

Aracataca 46,63 Aracataca

Sacramento 50,81,87

La fuente 68,79

Santa Clara 51,65,67,72,80,88,97,107 Fundacion

Minca 58,60 Santa

Bonda 95 Marta

2.1.2. Clasificacién de las muestras por cultivo

Las muestras se clasificaron segun las practicas agricolas del cultivo de café de donde
se recolecto la miel: convencional y organica. También se realizo otra clasificacion a
partir de los resultados de los analisis melisopalinol6gicos como mieles: monoflorales,
biflorales, oligoflorales, poliflorales y multiflorales.
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2.1.3. Anélisis melisopalinologico

Este analisis permitio identificar de qué fuentes florales fue tomado el néctar de las
mieles provenientes de cultivos de café de la Sierra Nevada de Santa Marta, mediante
la identificacion microscopica del polen que resulta en la miel durante el proceso de
recoleccion. Fue realizado segun el método de acetdlisis de Erdtman (1969)
modificado por Fonnegra (1989). El procedimiento consistio en tomar 10g de miel que
fueron disueltos en agua tibia y etanol al 95% Yy posteriormente centrifugados con
acido acético y &cido sulfarico (9:1). Después se hizo un montaje en placa de los
granos de polen para examinarlos e identificarlos, mediante microscopia éptica, de
acuerdo a la forma de los contornos. Las clases de frecuencia se establecieron a partir
del conteo de al menos 300 granos de polen por cada muestra de miel. La clasificacion
se basd en los siguientes criterios: tipo de polen predominante (PD> 45%), el tipo de
polen secundario (PS, 16 a 45%), polen de menor importancia (PMI 15.3%) y polen
menor (PM, < 3%).

Las 70 muestras de la zona de estudio fueron clasificadas segun el polen predominante
en la miel como: monoflorales cuando el 45% del polen encontrado pertenece a una
misma especie, bifloral cuando el polen pertenece a dos especies vegetales, polifloral
cuando pertenece a tres, oligofloral cuando el polen pertenece a una familia vegetal y
multifloral cuando en las muestras de miel hay mas de tres tipos de polen.

Esta informacion esta disponible en el Anexo A del documento.

Con las muestras recolectadas y clasificadas se procedié a cumplir los objetivos del
proyecto.

Para facilidad del lector, en este trabajo se describe la metodologia y los resultados
segun los objetivos planteados, por esta razon los objetivos fueron colocados en los
intermedios de estos dos capitulos.

Obijetivol: Seleccionar paradmetros quimicos que estén relacionados con
indicadores de propiedades bioactivas de esta miel.

Actividades desarrolladas para cumplir este objetivo: Establecer la capacidad
antioxidante, el contenido de fenoles y flavonoides totales de mieles de la zona
cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta.

Los ensayos de capacidad antioxidante y fenoles totales fueron realizados dentro del
proyecto macro de Colciencias denominado “Programa estatégico en alternativas para
la generacion de valor en productos apicolas en Colombia a través de la innovacion y
el desarrollo tecnologico” del cual hace parte este proyecto. Los resultados obtenidos
en ese proyecto fueron tomados para realizar el analisis estadistico y la discusion de
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los mismos. El analisis de flavonoides totales fue realizado por la autora de este
trabajo.

Los métodos que se emplearon se describen a continuacion.

2.2. Contenido de fenoles totales Folin Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu consiste en detectar la concentracion de fenoles por la
formacion de sales de molibdeno de color azul cuantificables a 700 — 765 nm. Se
utilizé la metodologia propuesta por Silici et al., 2010. Fue construida una curva de
calibracion con &cido galico de cinco niveles (0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,40 mg/mL). La
respuesta fue expresada como mg de acido galico/g miel.

2.3. Contenido de flavonoides totales

Los flavonoides totales se midieron mediante un ensayo colorimétrico con tricloruro
de aluminio utilizando quercetina como estandar de referencia. Una alicuota (1 mL) de
la muestra diluida apropiadamente o soluciones estandar de quercetina se afiadieron a
un matraz aforado de 10 mL que contenia 4 mL de agua destilada. En el tiempo cero,
0,3 ml 5% de NaNO; se afiadieron al matraz. Después de 5 min, se adicionaron 0,3 mL
10% AICIs. A los 6 min se afiadieron a la mezcla 2 mL de NaOH 1 My 2,4 mL de
agua destilada. La absorbancia de la mezcla, de color rosado, se determind a 510 nm
frente a blanco de reactivo preparado. Se construy0 una curva de calibracion con
guercetina con concentraciones de 0,001; 0,062; 0,125 y 0,25 mg/mL, a los que se les
hizo el mismo procedimiento que las muestras. El contenido total de flavonoides se
expres6 como EQ mg/kg muestra. El andlisis se realizé por duplicado (Ma rghitas, et
al., 2009).

2.4. Capacidad antioxidante

24.1. ABTS

Para establecer la actividad inhibidora del radical 2,2’-azino- bis (3-
etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio (ABTS), se empleo el método propuesto por
Moon & Shibamoto (2009), se basd en la decoloraciéon del cation radical ABTS,
observandose una disminucion en la absorbancia a 734 nm. La curva de calibracion
fue construida con seis niveles de trolox en metanol (0,03; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40
mmol/L). Los resultados fueron expresados como mmol equivalente Trolox/kg de
muestra.
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2.4.2. Ensayo de reduccion de Hierro Fe+3 FRAP

En ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mide la capacidad del
antioxidante presente en la muestra para reducir el complejo de Fe** a Fe** lo cual se
evidencia por la formacion de color azul en medio &cido. Se siguié la metodologia
propuesta por Haung y colaboradores (2005). Se construy6 una curva de calibracion
con seis niveles de trolox en metanol (0,03; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 mmol/L) Los
resultados fueron expresados como mmol equivalente trolox/kg muestra.

Obijetivo 2. Determinar la presencia de marcadores guimicos que se relacionen
con el origen geografico de la miel, analizando si son caracteristicos de la zona
cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta.

Actividad desarrollada para cumplir este objetivo: Se establecidé por técnicas
cromatograficas el perfil de flavonoides de mieles de esta zona cafetera
proveniente de cultivos tradicionales y organicos.

2.5. Extraccion, separacion e identificacion de flavonoides y
acidos fenolicos de miel

En general, un procedimiento analitico para la determinacién de compuestos fendlicos
individuales implica las etapas basicas de aislamiento de una matriz de la muestra,
separacion analitica, identificacion y cuantificacion (Pyrzynska & Biesaga, 2009).

2.5.1. Extraccién de flavonoides y acidos fenolicos de miel

Fueron probadas dos metodologias de extracccion de los compuestos fendlicos de
interés, estas se describen a continuacion.

2.5.1.1. Extraccion con Amberlite XAD-2

El método de extraccion inicial seleccionado fue el reportado por Ferres et al., (1994);
lurnina et al., (2009); Kenjeri¢ et al., (2008); Mufioz et al., (2007) y Yao et al., (2004).
Este consistio en realizar una extraccion en fase sélida empleando la resina
hidrofébica de copolimero de poliestireno entrecruzado (Amberlite XAD-2®)
selectiva por compuestos fenolicos, en la cual quedan retenidos los flavonoides y
acidos fenolicos, que posteriormente son eluidos con metanol. El procedimiento
consistio en mezclar 50 g de miel con 75 g de Amberlite XAD-2 y 250 mL de agua
acidificada a pH 2 (con HCI), se agito la mezcla por 1 hora, después de esto, la mezcla
se empacd en una columna de cromatografia de vidrio con algodén en el fondo, se
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dejo 1 hora en reposo, por goteo lento se descart6 esta solucion, se hizo un lavado de
la resina con 250 mL de agua acidificada, esta se descartd por goteo de la llave de la
columna, se hizo el mismo porcedimiento con 250 mL de agua destilada. La columna
finalmente fue lavada con 400 mL de metanol, este extracto se recolecto, se
rotavapord a 50 °C hasta casi sequedad, al residuo se le agregaron3 porciones de éter
etilico de 20 mL en embudo de separacidn, fueron recolectadas las porciones de fase
etilica y evaporadas a sequedad, este residuo se reconstituyé y afor6 a 1 mL con
metanol, se filtrd6 con membrana PTFE de 0,2 um en viales de color ambar y se
inyecto en el cromatografo bajo las condiciones de elucion descritas en el apartado
2.5.3.1.

2.5.1.2. Extraccion con Acetonitrilo (ACN)

Se tomaron 15 g de miel en un tubo falcon, se diluyeron en 15 mL de acido férmico a
pH 2, a la mezcla se le adicionaron 14,25 mL de acetonitrilo y 0,75 mL de hexano, se
agité por 5 min en vortex, seguido de 10 min de ultrasonido. Se agregaron 7 g de
sulfato de magnesio previamente secado y se centrifugd por 10 min a 7000 rpm a
temperatura ambiente. Este procedimiento se hizo dos veces por muestra. Luego, por
muestra, se tomo el sobrenadante de los dos tubos (fase de acetonitrilo), recuperando
aproximadamente 25 mL, se concentrd el extracto a presion reducida hasta obtener 1
mL, que fue filtrado por membrana PTFE de 0,2 um. El extracto obtenido se inyecto
en el cromatdgrafo, bajo las condiciones de elucion descritas en el apartado 2.5.3.1.
Este procedimiento de extraccion fue creado para esta matriz alimentria, se procedié a
validar el método.

2.5.2. Validacion del método ACN de extraccion de flavonoides y
acidos fenolicos de miel

Para el método de ACN se evaluaron los parametros de validacion: linealidad,
porcentaje de recuperacion y precision (repetibilidad: precision intradia y
reproducibilidad: precision entre dias), se obtuvieron de acuerdo a los criterios
descritos por la Directiva 2001/110 / CE de 2002 y la Directiva 2001/110 / CE, 2002).
La sensibilidad del método fue probada con el limite de deteccion (LD) y el limite de
cuantificacion (LC) de los diferentes analitos.

La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean proporcionales a
la cantidad del analito que se va a determinar en la muestra de laboratorio. Se evaluo
usando una matriz similar a la miel (jarabe de glucosa, fructosa y sacarosa) como
blanco, esta se someti6 al proceso de extraccién con ACN descrito anteriormente, con
el sobrenadante obtenido (blanco matriz) se prepararon curvas de calibracidn con las
mezclas de estandares (&cidos: galico, clorogénico, caféico, cinamico, cumarico,
fertlico y los flavonoides: quercetina, rutina, naringina, isoramnetina, miricetina,
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luteolina, kaemferol, crisina) a seis niveles: 5, 14, 23, 32, 41 y 50 pug/mL. Con los
cromatogramas obtenidos se grafico el area bajo la curva de los picos de interes frente
a la concentracion para cada estandar y se midio el coeficiente de correlacion.

El porcentaje de recuperacion es la capacidad que tiene un método analitico para
determinar cuantitativamente la cantidad conocida de analito adicionada a la matriz.
Se evaluo fortificando el blanco matriz a 3 niveles de concentracion con las mezclas
de estandares (5, 14, 32 pg/mL) y se sometié al mismo procedimiento de extraccion
con ACN como la miel. Se cuantifico la cantidad de analito (estandar) recuperado por
interpolacion de las areas obtenidas en las curvas de calibracion. Esta determinacion se
hizo por triplicado. El porcentaje de recuperacion se calcul6 con la siguiente formula:

%R = S~ M x10g
C

A
Donde: CX = Concentracion promedio de las determinaciones.
Cw= Concentracion de la muestra.

CA:Concentracic’)n real adicionada.

La precision del método se expresd como la desviacién estandar relativa en porcentaje,
es decir coeficiente de variacion (CV), de esta manera se calculd la repetibilidad del
andlisis de cuatro muestras de blanco matriz fortificadas a los tres niveles
especificados (5, 14, 32 ug/mL), fue realizada por el mismo analista en el mismo dia.
Para evaluar la reproducibilidad se repitieron los andlisis en dos dias consecutivos. Los
LD y LC se estimaron mediante la fortificacion de blancos a diferentes
concentraciones, se determinaron como la cantidad de analito para el cual la sefial
ruido fue mayor que 3 y 10, respectivamente.

2.5.3. Separacion de flavonoides y acidos fendlicos por CLAE-DAD

Para la separacion de los compuestos extraidos se emple6 un cromatdgrafo liquido de
alta eficiencia JASCO LC2000 con detector ultravioleta y arreglo de diodos, con
bomba cuaternaria y muestreador automatico. La columna de separacion fue una C18
marca phenomenex de 125 x 4 mm y tamario de particula de 5 pum.

2.5.3.1. Condiciones de elucién

La separacion de los compuestos fenolicos se hizo por elucion en gradiente binario. Se
empled el método de Ferres et al., 1994, con ligeras modificaciones. Se utiliz6 como
solvente acuoso acido formico (100:1) a pH 2 (A) y como fase organica metanol grado
HPLC (B). La elucién de los compuestos se realizé en modo de gradiente a un flujo
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de ImL/min, iniciando con B al 20%, al minuto 15 B al 30%, se mantuvo isocratico
hasta el minuto 26, donde B aumenta a 40%, al minuto 37 B aumenta a 45%,
isocratico hasta los 58 minutos cuando B aumenta a 60%, al minuto 61 B fue de 20% y
se mantuvo isocratico hasta los 66 minutos. EI volumen de inyeccion fue de 20 pL por
muestra. La temperatura del horno se mantuvo a 40°C. Los solventes empledos eran
marca Merck al 99% de pureza.

2.5.3.2. Estandares

La seleccion de los estdndares para su compra y uso en esta investigacion, se basé en
la revision bibliografica de estudios similares llevados a cabo con mieles
latinoamericanas debido a que no se cuenta con esa informacion para mieles
colombianas. Se seleccionaron los compuestos fendlicos mas comunes reportados por
estas investigaciones.

Los patrones de referencia empleados para identificar y cuantificar los fenoles
extraidos fueron los &cidos fendlicos: cumarico, galico, caféico, cinamico, ferulico,
clorogénico y los flavonoides: quercetina, rutina, naringina, luteolina, kaemferol,
miricetina, crisina e isorhamnetina, marca Sigma-Aldrich. Las longitudes de onda del
método se establecieron a: 254, 282, 298, 350 y 370 nm, por ser las méaximas
longitudes de absorcion de los estandares trabajados.

Con los estandares se preparon soluciones stock de 1000 ppm en metanol, a partir de
estas se hicieron las diluciones necesarias. Estas soluciones madre fueron almacenadas
a4 °C en oscuridad.

2.5.4. ldentificacion de flavonoides y acidos fenolicos por CLAE-DAD

Los flavonoides y acidos fendlicos se identificaron por comparacién de los tiempos de
retencion de los analitos desconocidos con los patrones, sobreponiendo los
cromatogramas obtenidos de los estdndares con los de los extractos fendlicos
obtenidos de la miel. Por las bajas concentraciones de los flavonoides y &cidos
fenolicos en las muestras no fue posible analizar en los espectros UV los maximos de
absorcion para ser comparados con los de los estandares.

2.5.5. Cuantificacion de flavonoides y acidos fendlicos por CLAE-
DAD

Se prepararon seis niveles de la curva de calibracion, con una mezcla de los catorce
estandares, las concentraciones utilizadas fueron 5, 14, 23, 32, 41 y 50 pg/mL. Todas
las curvas de calibracién mostraron buena linealidad (r*> 0,99).
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Después de ser identificados, se integré en los cromatogramas el area bajo la curva de
los picos de interes. A partir de las curvas de calibracion, se hizo la cuantificacion a
través de analisis de regresion lineal, relacionando el area del pico de cada compuesto
representativo frente a la concentracion respectiva. Los resultados se expresaron como
Hg de compuesto por g de miel. Se emple6 el software ChromNAV.

2.6. Confirmacion por UHPLC-MS

Diez extractos de las muestras analizadas por CLAE-DAD, fueron sometidas a
confirmacion de los resultados por cromatografia liquida ultrardpida acoplada a
espectrometria de masas (UHLC-MS), en modo SIM, con ionizacién por electro
espray. Los cddigos de las muestras analizadas fueron: 44, 45, 56, 57, 81, 82, 83, 98,
100y 113.

2.6.1. Condiciones de espectrometria de masas

El sistema UHPLC-MS consistié en un modelo G1312A, bomba binaria Agilent 1100,
un inyector automatico modelo G1330B. La separacion de compuestos se hizo en fase
inversa utilizando una columna Phenomenex (Torrance, CA, EE.UU.), C18 (150 x 2,0
mm, 3 micras de tamafio de particula). Un espectrometro de masas Micromass Quattro
Micro equipado con una ionizacion por electrospray (ESI), fue operado en modo de
ion negativo.

Los componentes de la fase movil fueron: 1% solucién acuosa de acido formico (A), y
acetonitrilo (B). El gradiente de fase movil fue el siguiente: 0-5 min: 10% B; 5-50
min: 10 a 60% de B; 50-52 min: 60 a 80% de B; 52-60 min: 80% de B; 60-70 min: 80
a 10% de B; 70-80 min: 10% B. La columna se mantuvo a 25°C. El volumen de
inyeccidn fue de 20 pL, y la tasa de flujo fue de 0,2 mL / min.

Los espectros de masas se obtuvieron por ionizacién por electrospray en modo de ion
negativo, con los siguientes parametros de funcionamiento: tension capilar, 3 kV;
tension de cono, 25 V; extractor, 5 V. La temperatura de la fuente era de 100 ° C, y la
temperatura de desolvatacion era 350 °C.

2.6.2. ldentificacion y cuantificacion por espectrometria de masas

Los flavonoides y acidos fendlicos se identificaron seglin sus caracteristicas
espectrales: los espectros de masas, masa exacta, el patron de fragmentacion
caracteristico, y el tiempo de retencion; comparando con estas mismas propiedades de
los estandares de referencia mencionados. EI software Xcalibur (Version 2.1) se
utilizé para el control de instrumentos, adquisicion de datos y analisis de datos. El
mecanismo de fragmentacion y fragmentos caracteristicos fueron confirmados usando
software Missa Frontier (version 6.0).
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2.7. Hidrdlisis acida

Con la finalidad de facilitar la identificacion y cuantificacidn de los flavonoides en su
estructura base, se procedio a obtener las agliconas de flavonoides a partir de los
flavonoides glicosidados presentes en la muestra mediante una reaccién hidrolitica que
se describe a continuacion:

A una mezcla de 25 mL de extracto de flavonoides se le adicionaron 20 mL de HCI
2N y 5 mL de MeOH, se someti6 a calentamiento y reflujo durante 4 horas, a esta
mezcla se le adicionaron 25 mL de éter etilico (x 3 veces) en un embudo de
separacion, se recupero la fase etilica, se concentrd a sequedad y se redisolvié la
muestra en los 25 mL iniciales con metanol, se filtré con membrana PTFE de 0,2 um y
la muestra se analizo por CLAE-DAD, de acuerdo a lo descrito en el apartado 2.5.3.

Objetivo 3: Establecer posibles correlaciones entre las propiedades bioactivas y
otras propiedades fisicoquimicas de miel de la Sierra Nevada de Santa Marta.

Actividad para cumplir este objetivo: Se analizaron estadisticamente los datos
disponibles de analisis fisicoquimico de mieles provenientes de la zona cafetera
de la Sierra Nevada de Santa Marta (hidroximetilfurfural, indice diastésico,
conductividad eléctrica, contenido de humedad, acidez libre, minerales, rotacion
especifica y color) y se relacionaron con los resultados de capacidad antioxidante
y contenido de flavonoides.

2.8. Andlisis fisicoquimico

Los datos disponibles para este analisis estadistico fueron obtenidos mediante las
metodologias descritas en la tabla 3.

Tabla 3. Metodologias de analisis fisicoquimicos aplicadas a las mieles de estudio

ANALISIS METODO PROCEDIMIENTO
pH Gomez et al., 2010 Mediante uso de electrodo
Acidez total 962.19 de la AOAC (1990) Valoracién potenciométrica
Hidroximetilfurfural 920.23 de la AOAC (1990) Absorbancia
Humedad 969.38 de la AOAC (1990) Refractometria

Conductividad eléctrica

Bagdonov et al., 2010

Ensayo conductimétrico

indice Diastasico

958.09 de la AOAC (1990)

Absorbancia

Rotacién Especifica

Bagdonov et al., 2007

Desviacion de la luz

Color

Bagdonov et al., 2007

Absorbancia en escala Pfund

Minerales: Na, K, Mg, Ca,
Fe, Cu, Zn.

942.05 de la AOAC 1990

Absorcién atémica
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2.9. Analisis multivariado

La técnica multivariada que se uso es el Anélisis de Componentes Principales (PCA).
El PCA fue utilizado para derivar los componentes principales del conjunto de datos y
para examinar los posibles agrupamientos de las muestras, detectar los datos anémalos
y visualizar la distribucion relativa de las muestras de miel de acuerdo a su origen
geografico. El programa estadistico empleado fue MATLAB R2012a.

Se realizd PCA en el conjunto de datos obtenidos de la determinacion del perfil de
flavonoides y la correlacion con las otras variables fisicoquimicas (HMF, indice
diastasico, conductividad eléctrica, contenido de humedad y acidez libre, entre otros)
y capacidad antioxidante.
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3. Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1. Clasificaciéon de las muestras

3.1.1 Analisis melisopalinologico de las mieles

El analisis melisopalinolégico proporciona informacion acerca de la vegetacion de
donde se recogid el néctar. Este analisis se utiliza para evaluar los tipos de polen
presentes en la miel y sugerir su origen floral. Las muestras de miel utilizadas en este
estudio fueron clasificadas como pertenecientes a una o varias especies botanicas, la
caracterizacion melisopalinoldgica es considerada por algunos como la forma mas
fiable y Gtil de determinar el origen botanico y geografico de la miel. El resultado de
este analisis se presenta en la tabla del Anexo A.

En la figura 5 se presentan los porcentajes de muestras clasificadas dentro de cada tipo
de miel, en las tablas 4, 8, 9, 10 y 11, presentadas en este documento se detalla esta
clasificacion.

Figura 5. Porcentajes de la clasificacion melisopalinoldgica de las mieles de estudio.

m Bifloral ® Monofloral Multifloral ® Oligofloral m Polifloral

Como se observa en la figura 5, la mayoria de las muestras fueron clasificadas como
multiflorales y monoflorales.
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En las mieles monoflorales, la especie botanica predominante fue Inga oerstediana
seguida de Muntingia calabura y algunas especies de Asteraceae. Estas son plantas
herbaceas abundantes en la vegetacion circundante a los cafetales, son visitadas por las
abejas en busca de néctar floral. A pesar de que las muestras fueron recolectadas entre
cafetales, tan solo tres mieles son monoflorales de la especie boténica del café Coffea
arabica. La miel nunca se puede derivar de una sola fuente botanica. El término “miel
monofloral” se utiliza para describir la miel producida en su mayoria de una especie de
planta (> al 45%), en términos practicos la miel multifloral se puede considerar como
una mezcla de varias mieles monoflorales con contribuciones significativas de néctar o
mielada de diferentes plantas (Gasic, et al., 2014).

El 24% de las mieles fueron biflorales, es decir que segun el analisis del polen
presente en las mieles, las abejas recolectaron la mayoria del néctar floral de dos
especies botanicas distintas, los resultados arrojan diferentes combinaciones.

El 7% de las muestras fueron mieles oligoflorales, es decir que mas del 45% del polen
presente pertenece a una misma familia botanica y el 7% restante de las mieles se
clasific6 como polifloral es decir que tiene tres tipos de polen predominante.

Las mieles de la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta (S.N.S.M.),
departamento del Magadalena, fueron clasificadas dentro de cinco grupos segun los
resultados de melisopalinologia (figura 5), esta clasificacién se tuvo presente al
momento de hacer el anéalisis de los diversos componentes de la miel que se presentan
a continuacion.

Resultados objetivol: Seleccionar parametros guimicos que estén relacionados con
indicadores de propiedades bioactivas de esta miel.

Actividades desarrolladas para cumplir este objetivo: Se establecié la capacidad
antioxidante, el contenido de fenoles y flavonoides totales de mieles de la zona
cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta.

Dado que las sustancias fendlicas han demostrado ser responsables de las propiedades
bioactivas de la miel, se investigo el contenido de fenoles y flavonoides totales. Estos
resultados y la actividad antioxidante de las muestras determinadas por ABTS y FRAP
se presentan en la tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de las mieles de estudio.

Actividad
Ncleo Codigo Flavonoid Antioxidante
ICTA Fenoles totales (mg
totales Quercetina/ arﬁ(i;(t)x arﬁ(i:(t)x Clasificacion
(mg Ac. kg miel) - S
Galico /kg ABTS FRAP melisopalinoldgica
miel) (mmol (mmol
trolox trolox/kg
/kg miel) miel)
Ciénaga 44 680,58 6,47 0,68 1,68 Multifloral
45 492,01 20,48 0,68 0,33 Multifloral
47 584,85 6,46 0,66 0,61 Inga aff. oerstediana
48 382,20 27,22 0,44 0,39 Inga aff. oerstediana
49 473,72 ND 0,74 0,59 Inga aff. oerstediana
52 0.58 Heliocarpus americanus
827,41 6,68 0,76 ' +Asteraceae
53 435,13 ND 0,54 0,24 Multifloral
54 499,18 33,35 0,33 0,32 Multifloral
55 549,60 126,41 0,51 0,48 Multifloral
56 803,75 80,38 0,96 0,83 Astronium graveolens
57 522,62 96,09 0,44 0,36 Multifloral
59 807,45 93,44 0,87 0,63 Asteraceae
61 1145,06 99,94 1,86 0,95 Sloanea sp.
62 619,50 27,06 0,65 0,49 Multifloral
64 633,16 73,37 0,54 0,31 Multifloral
66 0.70 Tipo Cleomaceae
632,50 103,81 0,71 ' +Muntingia calabura
69 413,35 47 44 0,90 0,62 Asteraceae
70 385,78 20,15 0,68 0,45 Inga aff. oerstediana
71 312,99 45,79 0,66 0,40 Multifloral
73 479,03 55,13 1,19 0,78 Coffea arabica
74 336,65 47,06 1,08 0,76 Muntingia calabura
75 Muntingia calabura + cf.
361,08 60,46 0,95 0.60 Parathesis sp.
76 236,64 6,50 0,54 0,29 Inga aff. oerstediana
77 263,78 26,52 0,60 0,34 Inga aff. oerstediana
78 Inga aff. oerstediana +
365,35 46,78 0,77 0.45 Acacia sp.
82 Clibadium surinamense
ND ND ND +Critonia Tipo+Gouania
26,52 sp.+Gliricidia sepium
83 218,69 26,58 0,69 0,28 Multifloral
84 Clibadium surinamense
249,07 13,38 080 041 | | Gliricidia sepium
85 388,28 47,06 0,10 0,62 Inga aff. Perstediana
86 277,22 26,32 0,80 0,30 Asteraceae
89 Gouania sp.
359,17 53.40 1.12 085 | | Gliricidia sepium
90 285,45 60,58 0,93 0,79 Muntingia calabura
91 Clibadium surinamense
423,36 59,52 L1 086 | | Davilla aff. Kunhtii
92 329,74 41,37 0,93 0,59 Multifloral
93 371,89 40,55 0,84 0,32 Multifloral
94 348,77 40,38 0,74 0,52 Multifloral
96 291,25 207,87 0,56 0,38 Multifloral
98 330,34 62,18 0,67 0,58 Heliocarpus americanus +
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Clibadium surinamense +
Dolliocarpus dentatus

99 ND 32,83 0,62 0,49 Gouania sp. + Critonia Tipo
100 321,02 47,92 0,67 0,51 Multifloral
101 304,53 0.61 0.53 CriFonia Tipo + Qliricidia
54,91 sepium + Gouania sp.
102 418,21 111,43 ND 0,99 Critonia Tipo
103 317.13 0.63 0.50 Muntingia calabura +
73,51 Rubus sp.
104 302,69 80,38 0,62 0,42 Multifloral
105 361,13 23,72 0,84 0,66 Multifloral
106 215,91 9,95 0,38 0,25 Multifloral
108 325,44 53,94 0,43 ND Coffea arabica
109 306,31 6,59 0,76 0,46 Bidens pilosa+Critonia Tipo
110 Muntingia calabura +
311,89 47,09 0.74 ND Rubus sp. + Clemaceae Tipo
111 253,30 34,14 0,73 0,41 Multifloral
112 213,34 36,96 0,52 ND Coffea arabica
113 312,64 40,5 0,57 0,43 Multifloral
Promedio + SD 421,60+186 | 59,33+36,95 | 0,74+0,25 | 0,54+0,24
Aracataca 46 Gouania sp. +Gliricidia
461,01 33,09 0,84 0,90 sepium
50 0.47 Gouania sp.+Gliricidia
531,14 ND 0,51 ‘ sepium
63 762,27 53,19 0,96 0,47 Multifloral
68 398,93 19,72 0,78 0,51 Vitis tilifolia
79 259,84 19,56 0,54 0,27 Inga aff. oerstediana
81 Spermacoce + Inga aff.
228,89 40,63 0,49 021 oerstediana
87 297,14 53,93 0,75 0,38 Gliricidia sepium
Promedio £ SD 419,89+19 | 36,69+15,36 | 0,70+0,18 | 0,46+0,22
Fundacién 51 405,75 ND 0,51 0,42 Asteraceae
65 603,70 41,63 0,95 0,37 Asteraceae
67 024 Austroeupatorium
541,60 78,82 0,58 ' inulifolium
72 243,21 34,57 0,50 0,33 Multifloral
80 Arecaceae + Inga aff.
814,37 13,22 0,87 0,39 oerstediana
88 Muntingia calabura+Bactris
252,98 47 44 0.86 044 sp.+Inga aff. oerstediana
97 Heliocarpus americanus +
21157 39,99 0,64 048 Gouania sp.
107 Muntingia  calabura  +
ND 57,69 058 0,56 Gouani% sp.
Promedio = SD 377,03+14 | 44,77+20,27 | 0,68+0,18 | 0,40+0,09
Santa 58 557,61 55,81 0,55 0,55 Multifloral
Marta 60 1151,04 82,32 1,34 0,98 Sloanea sp.
95 358,21 72,80 0,94 0,65 Asteraceae
Promedio + SD 688,95+41 | 70,31+13,42 | 0,94+0,39 | 0,73+0,22

ND: no detectado
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3.2. Fenoles totales (FT)

Los compuestos fenolicos se agrupan de acuerdo a su estructura quimica en tres
grupos principales: los acidos fendlicos, los polifenoles, y los flavonoides. Con el
método de Folin Ciocalteu se cuantificd todo el grupo fendlico presente en las
muestras de miel.

El rango de concentracion de fenoles totales fue de 213,34 a 1151,04 mgAG/kg (mg
de Acido Galico/kg de miel). La ecuacion de la curva bajo la cual se cuantificaron los
FT fue y=1,3015x+0,031 R2 = 0,9939.

Las muestras 60 y 61 presentaron la mayor cantidad de fenoles totales 1151,04 y
1145,06 mgeAG/kg respectivamente, segun al analisis melisopalinoldgico estas dos
mieles son monoflorales y provenian de nlcleos de muestreo diferentes (tabla 4). El
polen predominante encontrado en estas muestras pertenece al genero Sloanea sp. La
concentracion de FT en estas es muy alta con respecto a las demas muestras.

El menor valor de fenoles totales fue el de la miel 112 (213,34 mgEAG/kQ),
clasificada como monofloral. EI polen predominante en esta muestra pertenece a la
especie Coffea arabica, que es la principal especie cultivada para la produccion de
café. Las muestras 108 y 73 también son monoflorales de Coffea arabica, pero los
valores de la cuantificacion de FT fueron mas altos 325,44 y 479,03 mgEAG/kg
respectivamente en estas mieles, de tal forma que no solo la especie botanica de la
que se recolecta el néctar o el polen es la responsable de la cantidad de fenoles en el
producto; también influyen las condiciones de radiacién ultravioleta, humedad, ataque
de microorganismos, entre otros, a los que haya sido sometida la planta.

En promedio las mieles analizadas en este estudio presentaron 428,71+ 198,73 mg
EAG/kg. En el nucleo de Santa Marta se presentd el valor promedio mas alto de FT
(688,95+41 mgEAG/KQ), pero cabe anotar que a este nucleo pertenecen solamente tres
muestras y la desviacién estandar fue alta, por lo tanto no es conveniente afirmar que
las mieles de este sector de la zona cafetera de la S.N.S.M. contienen mayor cantidad
de fenoles totales que las de las otras regiones.

El ndcleo de Ciénaga tuvo mieles clasificadas como mono, bi, oligo, poli y
multiflorales y un contenido promedio de FT de 421,60+19 mgEAG/Kg. En el nicleo
de Aracataca la mayoria de las muestras (excepto la muestra 63) fueron mono y
biflorales, con un promedio de 419,89+19 mgEAG/kg de FT. Para el nucleo de
Fundacién la mayoria de las muestras (excepto la muestra 72) fueron mono y
biflorales, con un promedio de 377,03£145 mgEAG/kg de FT, a pesar de esto no hay
diferencias significativas en el contenido de fenoles totales entre los nucleos
mencionados.

50



Evaluacidn de indicadores para la diferenciacion de mieles provenientes de
la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta

La clasificacion melisopalinoldgica no influyd en la cantidad de FT que presentaron
las mieles de este estudio, diferente a los resultados obtenidos por Islas, et al (2011),
donde analizaron mieles de tipo monofloral y multifloral del noreste de Argentina, el
contenido de fenoles totales oscilé entre 187,30 y 1073,21 mgEAG/kg. Los valores
mas altos se obtuvieron para las mieles multiflorales 1073,21 y 875,75 mgEAG/kg,
aproximadamente tres veces méas altos que los obtenidos para las muestras de mieles
monoflorales de limén.

Contenidos fenolicos similares fueron reportados para mieles mexicanas (283 a 1142
mgEAG/Kg), entre los que se encontré el mayor contenido de FT en mieles
multiflorales, y de flores de naranja ( Rodriguez et al., 2012). Mieles croatas
contenian 126 a 905 mgEAG/Kg, con valores mas altos en las muestras multiflorales
( Piljac-Zegarac, et al., 2009). En Burkina Faso analizaron mieles de tipo multifloral,
los valores reportados de contenido fendlico total variaron desde 325,98 hasta 1147,53
mgEAG/Kg (Meda et al., 2005), también estuvo cerca de los valores encontrados en
esta investigacion. Para las mieles de la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa
Marta, las muestras 60 y 61 que son las que contienen mayor cantidad de FT.

Los FT podrian verse afectados por el origen geografico de la miel, las condiciones
climéticas y las fuentes de la planta de la region determinada, por ejemplo, Mufioz, et
al., (2007) encontraron un mayor contenido de flavonoides en mieles de climas secos.

Por ultimo, cabe anotar que este ensayo colorimétrico presenta una baja especificidad,
ya que no sélo mide fenoles totales sino que también reacciona con cualquier sustancia
reductora; por lo tanto, la reaccion de color puede ocurrir con cualquier grupo hidroxi
fenolico oxidable y muchos compuestos no fendlicos (azucares) presentes en la miel
(Alvarez-Suarez et al., 2009).

3.3. Flavonoides totales

Los flavonoides son un grupo quimico de compuestos que hacen parte de los fenoles.
Esto explica que los valores encontrados para flavonoides totales sean mucho menores
que los de FT ya que se estd cuantificando solo una parte de los fenoles.

El rango de concentracion de flavonoides totales fue de 6,47 a 207,87 mgEQ/kg (mg
de Equivalente Quercetina/kg de miel). La ecuacion de la curva fue y=0,2936x+0,002
R2 =0,9983.

Los resultados expuestos en la tabla 4 muestran que en promedio las mieles del ndcleo
de Santa Marta tienen mayor cantidad de flavonoides totales 70,31+13,42 mgEQ/Kg,
para Ciénaga fue 59,33+36,95 mgEQ/kg, para Fundacion fue 44,77+20,27 mgeQ/kg y
para Aracataca fue 36,69+15,36 mgEQ/kg. Hay diferencias significativas en la
cuantificacion de los fenoles totales segin los nicleos de muestreo, pero no hay
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diferencias significativas si los resultados de fenoles totales se comparan segun el tipo
de clasificacion melisopalinoldgica.

En este ensayo todos los flavonoides presentes se cuantificaron como equivalentes de
quercetina, pero es obvio que existe diversidad de estos compuestos en las muestras, y
participan en la absorcion de luz del compuesto coloreado generado por el tricloruro
de aluminio de diferente manera, dependiendo de la estructura que contienen. Los
flavonoides totales de estas muestras presentaron valores promedio similares a los de
otras investigaciones.

Para mieles chilenas el contenido de flavonoides totales vario de 0,14 a 138 mgEQ/Kkg
de miel (Mufoz et al., 2007). Se analizaron mieles de tipo monofloral y multifloral del
noreste de Argentina, el contenido de flavonoides totales oscilé 60-120 mgEQ/Kg, en
este caso las mieles multiflorales tienen el mas alto contenido de flavonoides totales y
colores mas oscuros (Isla et al., 2011).

En Burkina Faso, analizaron 27 mieles de tipo multifloral, el contenido de flavonoides
total de muestras de miel (mg de EQ/kg) vario desde 1,72 hasta 83,53 mg con un valor
medio de 25,76 £ 2,09 mg.

El ensayo de flavonoides totales da una idea aproximada de la cantidad general de
flavonoides presentes en la miel. El analisis de flavonoides por CLAE-DAD permite
identificar y cuantificar los compuestos de manera especifica, en este estudio solo se
cuantificaron los compuestos que fueron plenamente identificados. Estos resultados se
presentan en el numeral 3.7.3.

3.4. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante, es la capacidad y el potencial de la miel para disminuir las
reacciones de oxidacion dentro de los sistemas alimentarios y la salud humana
(Frankel et al., 1998). A continuacion se presentan los resultados de la medida de la
capacidad antioxidante por dos métodos.

3.4.1. FRAP

El rango de concentracién de la capacidad antioxidante FRAP, fue de 0,21 a 1,68
mmol trolox/kg. La ecuacion de la curva fue y= 2,0243x+0,0561, R2= 0,9985

La capacidad antioxidante medida por FRAP para las mieles en estudio dio un
promedio de 0,53+0,24 mmol trolox/kg miel (tabla 4). Los valores mas altos de
capacidad antioxidante FRAP se presentaron para las muestras 60 y 61, estas también
tuvieron los valores més altos de fenoles totales. Las muestras de miel de los nicleos
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de Aracataca y Fundacién tuvieron en promedio una capacidad antioxidante muy
similar 0,40 y 0,46 mmol trolox/kg miel.

Los valores de capacidad antioxidante FRAP encontrados en esta investigacion son
mas bajos que lo reportado por Alvarez-Suarez, et al., 2010 para mieles monoflorales
cubanas 0,73%0,11 mmol trolox /kg.

Los resultados de FRAP en las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M. no se
relacionan con la clasificacion melisopalinoldgica, son varias las mieles monoflorales
que tienen polen predominante de la especie Inga oerstediana, estas presentaron un
rango de capacidad antioxidante amplio, de 0,27-0,61 mmol trolox /kg.

Cualquier sustancia donadora de electrones incluso sin propiedades antioxidantes,
puede contribuir al valor FRAP e indicar falsamente altos valores (Karadag, et al.,
2009).

3.4.2. ABTS

El rango de concentracion de la capacidad antioxidante ABTS, fue de 0,44 a 1,68
mmol trolox/kg. La ecuacion de la curva fue y = 2,0243x + 0,0561. y= 1,2763x
+0,0278, Rz = 0,999.

El valor promedio de ABTS para las mieles en estudio fue 0,74 + 0,24 mmol
trolox/kg. Los valores mas altos encontrados pertenecen a muestras de miel 60, 61, 73,
63, 74, 75, 89, y 91, que fueron clasificadas como monoflorales y/o biflorales (tabla
4).

El BHT es un antioxidante comercial sintético, empleado para la conservacion de
alimentos grasos. La capacidad antioxidante medida por ABTS del BHT fue 885
mmol trolox/kg, este valor es mucho mas alto que el promedio de capacidad
antioxidante ABTS reportado para las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M. (0,74
mmol trolox/kg) (Rodriguez et al., 20012).

El acido ascérbico es un compuesto natural o sintetico usado para la conservacion de
alimentos por su capacidad antioxidante. En un estudio calcularon la capacidad
antioxidante ABTS de este compuesto, lo que arrojé un valor de 1,42 mmol trolox/L.
este valor es dos veces el promedio de lo encontrado para las mieles de zona cafetera
de la S.N.S.M. (Soobratte et al., 2005). Esta informacién fundamenta los usos dados a
la miel como conservante de alimentos y la posibilidad de que el consumo de miel
tenga efectos beneficos en la salud humana y la prevencion de enfermedades (ver
apartado 1.3.2y 1.3.3.).
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Los resultados muestran que para todos los extractos, los valores de ABTS son
mayores que los de FRAP, ver tabla 4. Estos resultados nos son comparables, los
mecanimos de reaccion de cada prueba son diferentes. La capacidad antioxidante
siempre debe ser evaluada por métodos distintos, esto genera resultados confiables.

Los antioxidantes presentes en la miel incluyen tanto enzimas: catalasa, glucosa
oxidasa, peroxidasa y sustancias no enzimaticas: acido ascorbico, a-tocoferol,
carotenoides, aminoécidos, proteinas, &cidos organicos, productos de reaccion de
Maillard y méas de 150 compuestos fendlicos, incluyendo flavonoides, é&cidos
fendlicos, catequinas, y derivados del &cido cindmico (Ferreira et al., 2009).

3.5. Correlaciones entre compuestos bioactivos y actividad
antioxidante

A continuacion se presentan las interacciones entre variables, calculadas como
coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre los compuestos bioactivos (flavonoides
totales, fenoles totales) y la actividad antioxidante (FRAP y ABTS) de las mieles
analizadas.

Para las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M., las muestras 60 y 61 son las que
mayores valores de FT y mayor capacidad antioxidante presentaron. Sin embargo, al
calcular, para las setenta muestras, los valores de correlacion (r) entre estos dos
pardmetros, fueron tan solo de r= 0,48 y r= 0,46 para FRAP y ABTS respectivamente.
Estas son correlaciones débiles, es decir que aunque en este estudio los compuestos
fendlicos estdn presentes en una cantidad promedio similar a la de otras
investigaciones, esta cuantificacion no se correlaciona de manera importante con la
capacidad antioxidante. La correlacion de flavonoides totales y actividad antioxidante
por ambos métodos fue aln menor. Estas correlaciones se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Pearson entre compuestos bioactivos y actividad antioxidante

Variables FT ABTS | FRAP Flavonoides
totales
FT 1,00
ABTS 0,48 1,00
FRAP 0,46 0,52 1,00
Flavonoides totales 0,23 0,19 0,11 1.00

En Burkina Faso, analizaron los compuestos bioactivos de 27 mieles de tipo
multifloral, el contenido de flavonoides total de muestras de miel (mg de EQ/kg) vario
desde 1,7 hasta 83,5 mg con un valor medio de 25,76 £ 2,09 mg. Una baja correlacion
(r=0,11) se mostro entre el contenido fendlico total y el contenido total de flavonoides
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(Meda et al., 2005). Para las mieles de la region de Santa Marta, Magdalena, también
se presentd una baja correlacion (r=0,23) entre fenoles totales y flavonoides totales,
estas son caracteristicas independientes en el producto.

La actividad antioxidante evaluada mediante ensayos de FRAP y ABTS presentd una
correlacion débil entre los dos métodos r= 0,52. La capacidad antioxidante de la miel
no solo se debe a los compuestos fendlicos sino ademas a otros componentes como
enzimas y acido organicos.

La correlacion entre capacidad antioxidante, flavonoides totales y fenoles totales no
fue lineal.

En la figura 6, parte A se presenta la distribucion de las muestras segun la clase de
miel en cuanto a los compuestos bioactivos y actividad antioxidante. En el score plot
se observa que para flavonoides totales, fenoles totales y capacidad antioxidante por
los dos métodos, no hubo diferencias significativas entre las clases de miel: bifloral,
monofloral, oligofloral, polifloral y multifloral. Ademas, no hubo agrupaciones de las
muestras por clases de miel, sino que se mezclan entre ellas.

En el gréfico loading plot (figura 6, parte B), se muestra la relacion entre las muestras
y las variables. Como las muestras no se agruparon estadisticamente de acuerdo a la
clase de miel, no es posible relacionar cada muestra con las variables. Lo que se puede
concluir entonces del loading plot es que las variables que estan cercanas en el grafico
presentan mayor relacién estadistica entre ellas. La capacidad antioxidante evaluada
por FRAP y ABTS presentan algo de relacién, es decir que al aumentar o disminuir
FRAP, aumenta o disminuye ABTS. Por otro lado, existe un poco menos de relacién
de la actividad antioxidante con los fenoles totales, son caracteristicas independientes.
Hay una relacion muy débil entre actividad antioxidante FRAP y ABTS con los
flavonoides totales. Este grafico confirma la informacion reportada en la tabla 5 de
indices de correlacion.

No se presentaron diferencias estadisticas entre las mieles de los cuatro ndcleos de
muestreo en cuanto a capacidad antioxidante, flavonoides y fenoles totales. Tampoco
hay diferencias entre las mieles monoflorales, biflorales, oligoflorales, poliflorales y
multiflorales, en cuanto a estos parametros (ver figura 6).
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Figura 6. PCA de compuestos bioactivos, (A) Distribucién de las muestras por tipo de miel para los
compuestos bioactivos, FRAP y ABTS (class 1: biflorales, class 2: monoflorales, class 3: multiflorales,
class 4: oligoflorales, class 5: poliflorales). (B) Relacién de las muestras con respecto a las variables.
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El perfil fendlico de mieles y en consecuencia, su capacidad antioxidante dependen de
las fuentes florales utilizadas para recolectar la miel. El predominio de una fuente
floral especial en la miel estd influenciada principalmente por factores geograficos,
estacionales y ambientales. Por lo tanto, se esperan diferentes propiedades de las
mieles cuando estas provienen de diversos lugares o de diversas fuentes florales
(Sarmiento et al., 2013).

Se puede afirmar que las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M. presentan una
cantidad apreciable de fenoles y flavonoides totales y ademas de poseer capacidad
antioxidante, comparado con mieles de la region latinoamericana: Brasil (Sarmento da
Silva et al., 2013), Chile (Mufioz et al., 2007) y Argentina (Isla 2011). Los pardmetros
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analizados mostraron correlaciones débiles o en algunos casos no se relacionaron
estadisticamente. Asimismo, las muestras no presentaron diferencias entre las zonas
de muestreo, entre el tipo de miel, ni entre la forma de cultivo, esta caracteristica es
favorable ya que la homogeneidad entre las muestras facilita la caracterizacion de las
mieles en esta zona cafetera.

No es adecuado establecer un parametro Unico para medir las propiedades bioactivas
de la miel, dada la diversidad de los resultados es necesario utilizar una combinacion
de pruebas antioxidantes, analisis comparativos y evaluacion estadistica para
determinar el comportamiento antioxidante de la miel.

Obijetivo 2. Determinar la presencia de marcadores guimicos que se relacionen
con el origen geogréfico de la miel, analizando si son caracteristicos de la zona
cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta.

Actividad a desarrollar para cumplir este objetivo: Se establecid, por técnicas
cromatograficas el perfil de flavonoides de mieles de esta zona cafetera
proveniente de cultivos tradicionales y organicos.

3.6. Extraccion de flavonoides y acidos fendélicos de miel

3.6.1. Extraccion con Amberlite XAD-2

En la tabla 6 se presentan los resultados de los porcentajes de recuperacion evaluados
en blancos de matriz (jarabe) fortificados con 50 pg/mL de los estandares, empleando
la resina Amberlite XAD-2 de acuerdo a la metodologia descrita en el partado 2,5,1,1,

Tabla 6. Porcentajes de recuperacién de compuestos fendlicos método de extraccion con Amberlite
XAD-2.

Compuesto % de recuperacion Coeficiente de variacion

Acido gélico 0,0 0

Acido clorogénico 0,0 0

Acido caféico 33,2 1,3
Acido cumérico 54,2 5,3
Acido ferdlico 58,4 54
Acido cinamico 105,9 12,4
Rutina 0,0 0,0
Naringina 0,0 0,0
Miricetina 45,6 3,6
Quercetina 62,3 44
Luteolina 72,4 4.4
Kaemferol 56,6 8,0
Isoramnetin 60,8 8,3
Crisina 39,3 10,3
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Los porcentajes de recuperacion de flavonoides y acidos fenolicos empleando la resina
Amberlite XAD-2, no fueron satisfactorios para la mayoria de compuestos. Solamente
se presentaron porcentajes mayores a 70% para el acido cinamico y la luteolina. Al
fortificar las muestras con los estandares a concentraciones mas bajas, los recuperados
fueron aun mas bajos. Esta metodologia es larga, implica el gasto de altas cantidades
de muestra y reactivos. Se puede perder el analito de interés en los procesos de
calentamiento y cambio de recipientes para el tratamiento de la muestra, ademas con la
reutilizacion de la Amberlite XAD-2 se va perdiendo la capacidad de retencion de los
compuestos fenolicos.

Debido a los bajos porcentajes de recuperacion obtenidos para los compuestos, fue
necesario adoptar la metodologia de extraccion con ACN descrita en el apartado
2.5.1.2.

3.6.2. Validacion del método de extraccion con acetonitrilo

Dado que la miel es una matriz compleja, fue necesario validar los métodos utilizados
para analizar sus componentes. Este hecho es especialmente importante para aquellos
compuestos que tienen niveles muy bajos de concentracion, tales como flavonoides y
acidos fendlicos, a fin de garantizar niveles adecuados de recuperacion y repetibilidad.

Con este procedimiento sencillo, rapido y econdmico se extrajeron en acetonitrilo
(ACN) los flavonoides y acidos fenolicos presentes en la miel, mostrando mejores
resultados que otras metodologias ampliamente utilizadas como la extraccion con
Amberlite XAD-2. En la tabla 7 se muestran los resultados de validacion del método
usado.

La linealidad medida por coeficiente de correlacion, fue r > 0,99 para todos los
compuestos analizados.

El limite de cuantificacién del método (LC) se estableci6 en 0,1 pg/g y el limite de
deteccion (LD) 0,03 pg/g.

La extraccion liquido-liquido con ACN como solvente para obtencién de la mayoria
de flavonoides y &cidos fendlicos a partir de las muestras de miel, presento porcentajes
de recuperacion que se consideran adecuados para una metodologia de extraccion, es
decir entre 70% y 120%. Para los flavonoides, rutina, miricetina y naringina, los
porcentajes de recuperacion fueron bajos, por tanto no se asegura una cuantificacion
adecuada de estos compuestos en caso de estar presentes en las muestras de miel. Para
los 10 compuestos fendlicos restantes que fueron identificados y cuantificados, este
método con acetonitrilo presentd resultados superiores al 72% de recuperacion, se
asegura que los analitos pueden ser extraidos de la miel.
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Los porcentajes de recuperacion fueron mas altos en niveles bajos de fortificacion, lo
que puede ocurrir por saturacion del solvente. EI coeficiente de variacion fue menor
intradias.

Tabla 7. Pardmetros de validacion del método de extraccion de compuestos fendlicos con acetonitrilo.

Compuesto % de recuperacion y precision intradias precision interdias CV LC LD
fendlico Suglg | CV | lauglg | CV | 32uglg | CV | CV cV CV | M99 | Kyl
5uglg | 14pg/g | 32uglg

A. clorogénico 99,70 237 72,60 4,64 75,55 3,35 6,74 5,56 6,57 0,10 0,03
A. caféico 108,14 | 2,55 79,93 741 | 7855 6,54 | 634 7,38 8,54 0,10 | 0,03

A. cumérico 108,10 | 4,43 92,94 473 ] 90,71 6,32 | 634 7,45 9,56 0,09 | 003
A. fertlico 113,31 | 3,94 82,91 6,39 | 8343 5,32 6,34 8,56 8,31 0,10 0,03

A. cindmico 113,01 | 6,47 93,23 2,10 | 8561 5,76 7,50 3,89 6,50 0,10 0,03
Rutina 36,82 9,75 36,23 8,52 34,65 7,16 9,67 8,78 10,59 0,10 0,03
Naringina 66,37 4,33 50,72 6,64 55,66 3,32 5,76 7,24 6,23 0,10 0,03
Miricetina 40,88 8,73 45,99 488 | 4654 6,43 8,78 4,18 9,65 0,10 0,03
Quercetina 95,64 8,31 84,94 1,40 88,23 5,32 6,34 5,82 6,63 0,10 0,03
Luteolina 112,54 | 6,40 92,43 1,58 92,34 4,45 5,44 6,21 728 0,10 0,03
Kaemferol 113,77 | 8,48 102,98 | 1,57 | 10544 | 634 9,43 6,32 7,43 0,10 0,03
Isorhamnetina | 10556 | 8,13 105,14 1,67 | 10389 | 3,87 9,41 5,32 7,43 0,10 0,03
Crisina 115,10 8,96 103,71 3,01 105,37 4,93 9,54 6,43 6,92 0,10 0,03
*CV: coeficiente de variacion

El coeficiente de variacion fue mayor para los recuperados realizados en diferentes
dias, pero no superé el 10%. El método de extraccion con ACN fue preciso.

La metodologia de extraccién con ACN consume menor cantidad de solvente, es mas
sencilla, rapida y presenta menores pérdidas del analito en comparacion con la
extraccion con resina Amberlite XAD-2.

3.7. Extraccion, separacion e identificacion de flavonoides y
acidos fendlicos de miel

3.7.1. Separacion de flavonoides y acidos fendlicos por CLAE-DAD

La mezcla de metanol como solvente organico y acido formico como fase acuosa dio
picos cromatograficos bien resueltos, simétricos y separados, con el método de
gradiente descrito en el capitulo 2, seccién 2.5 de materiales y métodos. Méas adelante
se presentan los cromatogramas de los compuestos fendlicos (flavonoides y acidos
fenolicos) de las muestras.
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3.7.2. ldentificacion de flavonoides y acidos fenolicos por CLAE-DAD

3.7.2.1. Seleccién de longitudes de onda para los analisis

Haciendo uso del arreglo de diodos del cromatografo liquido que permite realizar un
registro de absorcién a varias longitudes de onda, fueron identificadas las longitudes
de onda de méaxima absorcion para los estandares inyectandolos a una concentracion
de 50 ppm, con 20 pL de inyeccién, para después usarlas en la programacion del
método cromatogréfico, estos resultados se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Longitudes de onda de méaxima absorcién ultravioleta de los estandares de estudio.

Estandar Longitud Absorbancia Tiempo de
méaxima retencion (min)
(nm)
Acido galico 272 0,16 1,64
Acido clorogénico 324 0,06 3,42
296 0,05
Acido caféico 322 0,18 4,33
298 0,16
Acido cumérico 310 0,28 7,07
Acido fertlico 322 0,18 8,63
298 0,15
Rutina 258 0,26 13,27
(flavonol glicésido) 354 0,22
Naringina 282 0,17 14,84
(flavanona glicosidada) 330 0,03
Miricetina 370 0,35 16,36
(flavonol) 254 0,32
Acido cinamico 278 0,23 22,82
Quercetina 254 0,48 23,90
(flavonol) 370 0,47
Luteolina 350 0,35 26,09
(flavona) 254 0,29
Kaempferol 366 0,32 30,63
(flavonol) 266 0,29
Isoramnetina 368 0,39 33,40
(flavonol) 256 0,39
Crisina 266 0,65 46,58
(flavona) 314 0,31

Los acidos fenolicos analizados presentaron 1 o 2 longitudes méaximas de absorcion.
En la tabla 8, se observa que presentan un pico de absorcion cercano a los 300 nm y
otro entre 310 y 320 nm. Los flavonoides analizados presentaron siempre dos bandas
de absorcién, una entre 250 — 260 nm y otra entre 330 — 370 nm con excepcién de
crisina que presento la segunda banda a 314 nm. El orden de elucion observado en los
cromatogramas de los estandares fue primero para los acidos fendlicos hasta el minuto
nueve aproximadamente y luego los flavonoides, la excepcion en este caso es el acido
cindmico que tuvo un tiempo de retencion de veintidés minutos, es decir el pico
caracteristico de este compuesto salié entre los flavonoides, once minutos después de
los demés acidos.
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De acuerdo a las caracteristicas de absorcion y tiempos de retencion diferentes entre
los &cidos fendlicos y los flavonoides es posible dar una aproximacion al tipo de
compuesto de los picos no identificados en el perfil cromatografico de las mieles de la
S.N.S.M.

Los espectros UV de los flavonoides disueltos en metanol presentan bandas
caracteristicas debidas a los sistemas conjugados de los anillos aromaticos. Las
flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda I, de mayor longitud
de onda en el rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad cinamoilo, y la banda
I1, entre 250-280 nm debida al anillo aromatico A (funcionalidad benzoilo), aunque a
veces se observan otras bandas de absorcion. La posicion de la banda | depende del
tipo de flavonoide: las flavonas la muestran en 310-350 nm, los flavonoles 3-O-
sustituidos en 330-360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm (Martinez, 2005).

Las longitudes de los maximos de absorcion establecidas para los estandares en este
estudio, coinciden con lo reportado por Bertoncelj et al., (2011), quienes usaron la
misma mezcla de solventes.

En este estudio se busco la presencia de catorce compuestos fendlicos en mieles de la
zona cafetera de la S.N.S.M, las estructuras quimicas de estas sustancias son diferentes
y de igual forma fue su absorcion ultravioleta, por esta razon se seleccionaron 6
longitudes de onda basandonos en la informacion de la tabla 7, en las que se incluyen
los maximos de absorcidn de estos estandares, asi se aseguraron mejores respuestas en
los cromatogramas.

En la figura 7, se presentan los cromatogramas obtenidos para los 14 estandares a las
seis longitudes de onda seleccionadas. De esta informacion se establecio la longitud de
onda en la que se cuantific cada compuesto cuando estaba presente en las muestras de
miel.

Los &cidos fendlicos analizados presentaron mejor resolucion y altura de los picos a
298 y 310 nm (figura 7 ¢ y d). El &cido cinamico no absorbe a 310 nm (pico 9 figura 7
d). Para cuantificar de manera selectiva y obtener la maxima altura de los picos, los
acidos galico, clorogénico, caféico y ferulico, fueron cuantificados a 310 nm y el &cido
cinamico se cuantifico a la longitud maxima de absorcion que fue de 282 nm (Figura
7b), utilizando la opcidon de seleccionar multiples longitudes de onda que da el arreglo
de diodos que se empled para este analisis.
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Figura 7. Cromatograma de 14 estandares fendlicos inyectados a 50 ppm. (a) Cromatograma a 254 nm:
1. Acido galico, 2. Acido clorogénico, 3. Acido caféico, 4. Acido cumérico, 5. Acido ferulico, 6. Rutina,
7. Naringina, 8. Miricetina, 9. Acido cinamico, 10. Quercetina, 11. Luteolina, 12. Kaemferol, 13.
Isorhamnetina, 14. Crisina. (b). Cromatograma estandares a 282 nm, (c). 298 nm, (d). 310 nm, (e) 350
nmy (f) 370 nm.
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Ninguno de los &cidos fenolicos analizados present6 absorbancia a 370 nm (figura 7 f).
A esta longitud de onda no es comun que estos compuestos presenten absorbancia, es
mas caracteristica de flavonoides.

Los estandares de flavonoides mostraron diferentes longitudes de onda como méaximos
de absorcidn ultravioleta. Miricetina, quercetina, kaemferol e isormanetina presentaron
como longitud méaxima 370 nm (picos 5, 6, 8 y 9 respectivamente figura 7 f). A esta
longitud de onda fueron cuantificados los compuestos mencionados en caso de estar
presentes en las muestras de miel.

En la figura 7, se observa que el flavonoide rutina (pico 5, a) tiene su maximo de
absorcion a 254 nm. Para naringina la longitud seleccionada fue 282 nm (pico 7, b)
siendo este el flavonoide que presentd mas baja absorcion estando a la misma
concentracion (50 ppm) de los otros compuestos. Luteolina presentd un pico mejor
resuelto a 350 nm (pico 9, e) y crisina a 254 nm (pico 14, a).

Concluyendo, para establecer la presencia, identificacion y cuantificacion de estos
acidos fendlicos (6) y flavonoides (8) en la miel, usando CLAE — DAD, las longitudes
de onda seleccionadas fueron: 254, 282, 298, 310, 350 y 370 nm.
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3.7.3. Cuantificacién de flavonoides y acidos fenodlicos

En la tabla 9, se presenta la cuantificacion de flavonoides y acidos fenolicos presentes
en mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M.

Tabla 9. Concentracion de acidos fenolicos y flavonoides en mieles biflorales zona cafetera S.N.S.M.

pg/g miel.
Codigo A A A A A. | Rut | Nari | Miri | Lute | Quer | Kae | Isora

g Bifloral clorg | cafei | cina | cum | feru | ina | ngin | ceti | olin | cet [mfer| m
046 Se%?j;'aSp'+G"r'°'d'a ND | 097 | 031|078 071 [045]| 022|277 [020] 1,39 | 0,12 [ 14,91
050 sGe‘;‘i’jr?]'aSp*G"”c'd'a 093 | 033|019 038 062|036[017| nD |020] 1,06 | ND | 9,72
052 ;ﬁgﬁgﬁj‘immraoe% ND | 027|011 | 121|076 (036|017 | ND | 049 | 1,03 | 0311044
097 fe(';'gﬁ;‘;f’;z ;‘me”ca”“S ND | 015|013 017 | ND [ND| 011 | ND |00 0,75 | 0,1 | 8,22
o072 K‘S%Z‘rzgé;eemed'a”aJ“ ND | 046 | 004 |019|062|ND| ND | ND |015] 1,06 | 0,14 | 13,43
078 K‘C%i ;ﬁé;ersmd'a”a * | ND | 024016047 | ND |ND|025] 276 |011| 067 | ND | 8,36
080 ﬁgf;ig‘f:ﬁ; Ingaaff. | o | 036|007 016|051 [ND| 013|271 | 009|077 | 013 |1267
081 ggfgggi‘:j;c:“”gaaﬁ' ND | 038017 [037 062 |ND|012] 281|020 1,1 | 0161254
066 Cce'lf:&?geae”v'“”“”g'a ND | 027 | 006 | 006 | ND [ND| ND | 274 [ 0,11 | 0,72 | ND | 8,38
- g”;gpgt'ﬁegfs'ig“ra * |og6|043|014]012]|067 [ND| ND | ND |023] 099 | nD | 910
103 g'u”g‘u“sngp'aca'ab“ra* ND | 045 02 [014|058 |ND| ND | 276 0,12 1,04 | 0,13 10,12
107 ggﬂ;':ig'zpca'ab“r“ 1,09 | 1,15 | 0,24 | 0,38 | 0,65 | ND | ND | 2,79 | 0,42 | 2,51 | 0,33 | 18,62
084 fg?ﬁ?éfé?asggg:ﬁme”se 091 | 068|027 | 084|066 |032] ND | 289 031 1,49 | 0,1 |11,87
001 Egg%?l';;";ff“%im?se 092 | 085 011]036|063|ND|014]279 [021] 1,62 ND |11,24
089 Se%?j;'aSp'+G"r'°'d'a 097 | 051 | 038|026 | 057 [032] ND | 279 [ 0,30 | 1,22 | 0,13 | 10,33
099 | Gouania sp. + Critonia | ND | 039 [ 02 [045 | ND |039| 02 | 2,75 | 019 | 1,09 | 0.1 |14,07

*ND: No Detectado

De los 14 compuestos fenolicos que se tenian como estandares, en este estudio no se
identifico acido galico, ni tampoco crisina. La identificacion se hizo por comparacion
de los tiempos de retencion de las muestras con los patrones de referencia, la
cuantificacion se realizo por interpolacion en la curva de calibracion, de acuerdo a
como se describid en la metodologia. Se identificaron y cuantificaron 12 compuestos
en las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M., algunos estan presentes en todas las

muestras y otros en algunas, dada la variedad floral de la region.

Se observa que las mieles clasificadas como biflorales, mieles con el mismo origen
botanico, contienen diferentes concentraciones y tipos de compuestos fendélicos. En las
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muestras 72,78, 80 y 81 que pertenecen a la especie Inga aff. Oerstediana no hubo
acido clorogénico ni rutina.

En las muestras 66, 75,103 y 107 que contienen polen de la especie Muntingia
calabura no hubo presencia de rutina ni naringina, Zakaria et al., (2014) reporto la
presencia de rutina, fisetina, quercitrina y dihidroquercetina en hojas de la especie
Muntingia calabura, es posible que la rutina no se encuentre en las flores que es el
organo de la planta visitado por la abeja en la recoleccion del néctar o que la
produccién de este y otros flavonoides dependa no solo de la especie botanica sino
también de factores ambientales.

En la tabla 10 se presentan los resultados de la identificacion y cuantificacion de
flavonoides y &cidos fendlicos para mieles clasificadas por melisopalinologia como
monoflorales.

Ocho muestras fueron clasificadas como monoflorales de origen botanico Inga aff.
oerstediana, de estas mieles solo una (70) tiene contiene rutina. El acido cindmico
tuvo concentraciones bajas y muy variables. Las muestras 73, 108 y 112 tienen polen
perteneciente a la especie botanica Coffea arabica, es decir que las abejas visitaron
plantas de café y posiblemente recolectaron de estas el néctar floral para elaborar estas
mieles. La muestra 73 contenia todos los compuestos fendlicos analizados, las
muestras 108 y 112 fueron similares, contenian solo algunos de los compuestos
fendlicos en concentraciones similares. Estas tres muestras pertenecian al mismo
ndcleo de muestreo. La cantidad de &cido caféico fue similar en las tres muestras
0,35+0,03 ug/g miel, es menor a la concentracion promedio encontrada para mieles de
la especie Inga aff. oerstediana. Para flavonoides y acidos fendlicos las desviaciones
estandar fueron altas.

Tabla 10. Concentracion de acidos fenolicos y flavonoides en mieles monoflorales zona cafetera
S.N.S.M. pg/g miel.

Cé A c:;‘éi A A A Ruti | Nari | Miri | Lute | Quer | Kae [ Isora
dig clorg cind |cuma | ferul | na | ngin | cetin | olin | cet | mfer | mne
Monofloral c
Inga aff.
047 - 0,92 0,67 0,62 |043 |06 ND |ND [264 [012 |0,91 |0,11 |9,95
oerstediana
Inga aff.
048 - ND |054 0,09 |057 [062 [ND |ND |2,72 |0,09 (0,76 |[ND |8,26
oerstediana
Inga aff.
049 - 0,98 1043 0,17 0,27 ]0551 |ND |ND 285 |0,2 1,57 (0,13 (11,04
oerstediana
Inga aff.
. 1,14 1,23 |0,2 0,35 |1,64 [042 [ND |282 |0,27 [1,79 |0,2 28,72
070 | oerstediana
Inga aff.
. ND |0)57 0,08 [055 [0,71 [ND |ND |ND |0,32 (1,24 ]0,13 |15,21
077 | oerstediana
Inga aff.
- 1 0,46 |[0,2 0,98 |064 |[ND 0,23 |292 |0,21 |166 |0,17 |12,87
079 | oerstediana
Inga aff.
- 1,07 (0,98 008 |0,94 |[ND [ND ]0,22 |295 |0,27 |18 0,22 |17,22
085 | oerstediana
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Inga aff. ND |033 [005 [011 |068 |[ND |[ND [ND |021 |127 |01 [11,23
076 | oerstediana
1,02% [ 0,67+ [0.18% [0,53 077 [ ., [0.23¢ [2,82£ [ 0,20 [ 1,38+ [ 0,15+ [ 14,31
Promedio + (0,08 |0,36 |020 |031 [039 [* 001 [012 0,09 |040 [0,05 |+649
SD
056 | Astronium {4 5 1653 022 [02 [ND |[ND |ND [278 [020 |1.32 |013 |941
graveolens
060 | sjoaneasp. |ND |0.33 [017 [02 [053 |ND |ND |28 018 (087 [ND |10,44
061 | sjoaneasp. |ND |0.24 [003 [002 |[ND |ND |ND [ND (016 [077 |ND |17.36
065 | Asteraceae | 158 026 [060 |063 |037 |018 [272 |o11 |106 |015 [1132
(cod. 58)
Austroeupato
067 | rium 09 |054 |020 [047 050 031 |ND [2,72 023 |222 |011 |16.46
inulifolium
068 | vitis tilifolia |[ND  [0,29 |010 [183 |077 |[ND [027 |ND |[ND [1,13 |035 [125
Coffea 0,92 |0,34 |006 |034 [067 |032 |01 [295 [016 [1,22 |023 |1483
073 | arabica
Gtz ND [032 007 |018 067 [ND |[ND [ND 021 |118 [ND 8,24
108 | arabica ' ' ' ' ’ ’ !
Coffea
: ND |038 |011 [016 [065 |ND |ND |[ND [017 |116 |ND 8,75
112 | arabica
0,35+ | 0,08 | 0,23% | 0,66+ 0,18+ | 1,19+ 10,61
, [O , , , N , , 3 ,
promedio+ |0 [003 003 [010 {001 [%%% |20 2% 1003 [00s |22 |:367
SD
Muntingia
074 | calabura ND |044 |033 [042 [065 |[ND |ND |2,73 (0,18 [1,13 |0,14 |1235
Muntingia |\ 1037 (009 011 |0624 [nD [nD [ND |06 |16 |01 [11.3
090 | calabura
Gliricidia ND |041 [0,13 008 |066 [ND |[ND |ND |026 [1,213 |0,13 |16,04
087 | sepium
102 | Critonia Tipo |ND |0.27 |0,05 [03 [061 [ND |ND |ND 014 |100 [01 [1185
*ND: No Detectado

Otro tipo de clasificacion melisopalinoldgica para las mieles es oligofloral, esto
significa que el polen mayoritario (>45%) encontrado en las mieles pertenece a una
misma familia botanica. En la tabla 11 se presentan las concentraciones de compuestos

fenolicos para las mieles de esta clasificacion.

Tabla 11. Concentracién de acidos fenolicos y flavonoides en mieles
S.N.S.M. pg/g miel.

oligoflorales zona cafetera

Co A. A. A. A. A. | Rutin| Nari | Miri | Luteo | Quer | Kaemf | Isoram
dig Oligofloral clorg | cafei | cina | cuma | ferul a ngin | cetin li cet er ne
051 | asteraceae | ND | 04 | 0,19 | 0,94 [ 0,75 | ND | 0,13 | 2,79 | 0,24 | 1,23 | 0,12 | 29,66
059 | Asteraceae | ND | 049 [ 0,17 | 043 | ND | ND | ND | 279 [ 0,19 | 1,22 | ND | 11,29
069 | Asteraceae | ND | 0,24 | 0,17 | 053 | ND | ND | 0,16 | 2,82 [ 0,17 | 0,82 | ND | 10,23
086 | Asteraceae | ND | 0,33 | 02 | 0,17 [ 058 | 0,32 | ND | 2,77 [ 0,37 | 086 | ND | 11,32
095 | Asteraceae | ND | 0,31 [ 0,17 [ 1,56 | 0,62 | ND | 031 | ND [ 01 [ 078 | 01 [ 12,09
Promedio + ND 0,35+ | 0,18+ | 0,73+ | 0,65+ 032 0,20+ ] 2,79+ 0,21+ | 0,98+ | 0,11+ | 17,68+
SD 0,10 | 0,01 | 0,54 | 0,09 ' 0,10 | 0,02 | 0,10 | 0,22 | 0,01 | 10,38

*ND: No Detectado
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Cinco de las mieles analizadas pertenencen a la familia Asteraceae, este grupo
botanico no contiene acido clorogénico. Las concentraciones de acido cindmico
0,18+0,01 pg/g y miricetina 2,79+0,02 pg/g fueron muy similares entre las muestras.
Al pertenecer a una misma familia botanica, estas muestras de miel tuvieron
desviaciones estandar pequefias, hubo mayor homogeneidad entre las muestras.

Fueron clasificadas como mieles poliflorales las muestras en las que se encontraron de
3 a 5 tipos de polen diferentes. Los resultados de los compuestos fendlicos
identificados y cuantificados en estas muestras, se presentan en la tabla 12.

Tabla 12. Concentracién de acidos fendlicos y flavonoides en mieles poliflorales zona cafetera
S.N.S.M. pg/g miel.

Cé A | A A A A Narin [Miric [Luteo |Quer [Kaem [lsora

. . . Rutin | . -
dig Polifloral clor |caféic | cind |cuma |ferul gina |etin | lin | cet [ferol |mnet

Clibadium surinamense
+Critonia +Gouania ND| 09 | 0,11 (10,43 ]0,18]051]058| ND |289]0,26 |087]0,14
082 | sp. +Gliricidia sepium

Heliocarpus
americanus
+Clibadium
urinamense

+ Dolliocarpus
098 | dentatus

ND| 0,42 | 018 | 0,58 | 0,51 | 0,32 | 0,15 | 2,78 | 0,16 | 1,09 | ND | 13,7

Critonia + Gliricidia

- . ND| 109|012 | 0,23 )1 049 (047|068 | 018 | 2,75 ] 0,21 | 1,29 | 0,12
101 | sepium + Gouania sp.

Muntingia calabura
+Bactris sp.+Inga aff. [{ND| 0,49 | 0,12 | 1,00 | 0,66 | 0,32 | 0,19 | 29 | 0,1 | 1,25 | 0,15 | 19,7
088 | oerstediana

Muntingia calabura +

110 | Rubus sp. + Clemaceae ND| 0,26 | 0,26 | 0,17 | 053 | ND | ND | ND | 0,3 | 0,87 | ND | 0,13

*ND: No Detectado

Para las cinco mieles poliflorales no se detectd la presencia de acido clorogénico, las
concentraciones de &cidos fendlicos y de flavonoides fueron muy variables, lo que
puede ser atribuido a la variedad boténica de las que provienen las muestras.

Las mieles que por analisis melisopalinoldgico contenian mas de cinco tipos de polen,
fueron clasificadas como multiflorales. Los resultados de las concentraciones de
flavonoides y acidos fendlicos de estas muestras son reportados en la tabla 13.

En cinco de las veintidés muestras de miel multifloral se encontr6 &cido clorogénico,
los acidos caféico, cinamico, cumarico y ferulico se detectaron en todas las muestras.
Rutina, narigina y miricetina se cuantificaron solamente en algunas de estas mieles.
Los flavonoides luteolina quercetina e isoramnetina estuvieron presentes en todas las
muestras, a concentraciones variables.

Los compuestos que estuvieron presentes en todas las muestras son: acidos cumarico,
caféico y cinamico, luteolina, quercetina, e isoramnetina. Estas sustancias en conjunto
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podrian ser usadas como indicador de origen de mieles de la zona cafetera de la
S.N.S.M.

Tabla 13. Concentracidon de acidos fendlicos y flavonoides en mieles multiflorales zona cafetera
S.N.S.M. pg/g miel.

Cadi A A |A A A Ruti | Nari | Mir | Lute | Quer | Kae | Isora
go Multifloral clorg |cafeic [ cind |cuma |ferul |na ngin |ecet |[olin |cet mfer | mnet

044 | Multifioral |ND |03 009 |015 |058 |ND |011 |ND |04 |086 [ND [891
045 | Multifloral 1083 029 |014 |1,37 |051 |037 |[ND [ND |012 |089 |05 |12:39
053 | Multifloral |IND 1027 045 |1,58 |066 |043 |025 |[ND |01 |086 [019 [115
054 |mutiflora |ND [0,28 |03 [131 [069 |[ND [02 [ND |013 [095 |019 |10,78
055 | Multifioral |ND |03 |014 |032 |061 |[ND |ND [ND |025 |094 |015 |11,25
057 | Multifioral |ND  |041 016 |067 |ND |032 |ND |ND |0,25 |084 (013 [151
058 | Multifloral |IND {034 |01 103 |07 |ND |016 [ND |011 |12 [044 |12,97
062 | Multifioral |ND |021 021 |001 |ND |ND |ND |[ND |012 |078 [ND [7,58
063 |murtiflora |ND |03 011 [143 |069 |ND [017 [ND |0,07 [1,09 |034 |1261
064 | Multifloral |ND {027 |106 |155 |064 |036 |03 [ND |012 |084 |014 |10.15
071 | Multifiora |ND {031 021 |1,34 |051 |[ND |ND |ND |04 |059 [ND 7,43
083 | Multiflorat IND {031 |175 |014 |056 |034 |ND [ND |013 |073 |ND |10,07
092 |Mmuttiflora 1083 [0,23 |042 [001 [ND |ND [ND |27 |009 [058 [ND |7.88
093 | Multiflorat |ND {053 |05 |044 |ND |ND |022 [275|01 |09 |02 |1645
094 | Multifloral 1084 |04 |05 |061 |ND |ND |023 [282]|01 |1 026 |234
096 | Multifloral 1091 041 |029 |02 |064 |035 |[ND [ND |021 |085 |007 |1241
100 | Mutiiflorar IND [0,25 [0,18 [0,77 [ND [ND [032 |ND |0,12 |066 |ND |1152
104 | Muttifiorar (1,12 [1,06 [018 [121 [063 [ND [017 |28 |016 |[101 |014 |1723
105 | muttiflorar [ND {03 [026 [137 [056 [ND [0,19 [2,78]0,13 |087 |026 |1184
106 | muttifiorar |[ND 053 [0,19 [034 |[ND [ND [012 |[ND 036 |094 |009 |1264
111 | Mutifiorar [ND  [029 |06 [063 [01 [032 [017 |286[016 [09 |01 [127

113 | Muttifioras |ND |097 |056 [0,99 [ND |042 |081 |0,13]|283 |031 |15 (0,16
*ND: No Detectado

Isoramnetina fue el flavonoide que presentd mayor concentracion en las muestras,
seguido de miricetina y quercetina, en promedio 12,16+4,97, 2,65+0,66 y 1,41+0,38
ug/g, respectivamente. En mieles de especie Melipona, producida en la region
amazonica del Ecuador se reporta el flavonoide isoramnetina en una concentracion de
15 pg/g (Guerri, et al., 2009), en miel monofloral de especie Melipona de Venezuela
se cuantifico de 0,12 a 0,25 pg/g de este flavonoide, junto con cantidades importantes
de quercetina y kaemferol (Truchado, et al, 2011), mientras que para mieles de
especies nativas del norte de Brasil, la concentracion de isoramnetina fue mucho mas
baja 0,04-0,66 pg/g (Sarmiento, et al., 2013).
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Miricetina fue unos de los flavonoides para los que no se obtuvo un buen porcentaje
de recuperacion por el método de extraccion empleado, se recupero tan solo el 40%, a
pesar de esto es el segundo flavonoide mas concentrado en las mieles de estudio, pero
no estuvo presente en todas las muestras. Este es un flavonoide tipo flavonol que se
encuentra en uvas, bayas, frutas, verduras, hierbas, asi como otras plantas. Suele estar
presente como glucdésido (Kandasamy & Ashokkumar, 2012).

La cantidad de miricetina reportada para mieles australianas de arbol de te fue 27, 3
Kg/g, en esta miel monofloral también se encontraron cantidades importantes de
tricetina, quercetina y luteolina, estos cuatro flavonoides fueron considerados
marcadores de origen para esa miel (Yao, et al., 2004a). En mieles monoflorales de
diferentes regiones de Argentina, se encontré miricetina de 1,9 a 5,8ug/g, por analisis
del polen presente en esta miel, la miricetina se asocio con la planta herbécea Lotus sp.

Aunque la ubicacion de las colmenas de las mieles analizadas en este estudio se
encontraba entre los cultivos de café, los estudios melisopalinoldgicos revelan que de
las 70 muestras, solamente 3 mieles tienen en su composicion polen predominante de
Coffea arabica (tabla 10), esto es de esperar ya que la floracion de las plantas de café
dura tan solo 3 dias por cada cosecha. La vegetacion que existe alrededor de las
plantaciones de café es muy variada y abundante y tiene como objetivo dar sombra a
los cafetales; por lo tanto es de esperar la variedad en la composicion quimica en las
mieles que de alli se recolecten.

Quercetina es el flavonoide mas reportado en investigaciones de miel alrededor del
mundo, por tanto no es un marcador especifico para una miel, sino que se usa como
marcador en conjunto con otros flavonoides y &cidos fendlicos, se presenta
normalmente en cantidades mayores a 1ug/g miel. La quercetina es uno de los
flavonoides mas estudiados, debido a su estructura y la posicion de los grupos
hidroxilos, la quercetina tiene comprobada actividad antioxidante y quelante, por lo
que es importante que la miel de la zona cafetera de la S.N.S.M. tenga presente este
compuesto bioactivo. Los flavonoides con mayor poder antioxidante son: catequina,
quercetina, isoxhantohumol, genisteina, naringenina, y el glacido de cianidina
(Messina, 2009).

Para las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M. la quercetina se encontré en un
promedio de 1,41+0,38 pg/g. En mieles monoflorales Argentinas se reporto 12 a 2,7
pg/g, en miel monofloral de Venezuela de 0,16 a 22,2 pg/g, En mieles melipona de
Ecuador y Brasil de 20 a4 pug/g y 0,33 a 1,78 pg/g, respectivamente.

El &cido caféico estuvo presente en todas las mieles analizadas, pero en concentracion
baja (0,45+0,24 ug/g). Las tres muestras de miel clasificadas como monoflorales de la
planta Coffea arabica presentaron una cantidad promedio de acido caféico similar a
las demas muestras. Se reporta mas acido caféico en mieles Australianas de eucalipto
(7,4 ng/g) (Yao et al., 2004 a) y mieles poliflorales de Espafia (18 pg/g) (Escriche et
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al., 2014) que en las mieles recolectadas en esta zona cafetera, lo que confirma que son
mieles elaboradas con diversidad de néctar floral, dada la riqueza de la vegetacion
circundante a los cafetales.

Luteolina es un flavonoide reportado en concentraciones importantes para las mieles
latinoamericanas ya nombradas de Argentina, Ecuador y Brasil; 4,3 ug/g, 5 a 12 pg/g
y 22,6 pg/g, respectivamente. Para las mieles de la zona cafetera de estudio la
luteolina tuvo un promedio de 0,30 + 0,5 pg/g. Al estar presente en todas las muestras
es importante como parte del grupo de fenoles que indica el origen geografico de estas
mieles.

Los acidos cumarico y cindmico también presentes en todas las muestras analizadas,
tienen bajas concentraciones en la miel: 0,55 y 0,20 pg/g. Estos compuestos no fueron
reportados en mieles latinoamericanas de Venezuela, Ecuador, ni Argentina que se han
nombrado frecuentemente en este documento como comparativo, pero si fueron
reportados para miel monofloral de Brasil en concentraciones similares: 0,15 y 0,25

Hg/g.

El &cido ferdlico se identific en la mayoria de las muestras. Naringina y miricetina
estuvieron presentes en mas o menos la mitad de las muestras analizadas, al acido
clorogénico y rutina estuvieron en un tercio de las muestras analizadas.

En el caso de esta miel colombiana que en su mayoria es multifloral dada la gran
capacidad de vuelo que tienen las abejas para recolectar el néctar y la diversidad de
vegetacion de la que es tomado, es necesario identificar en conjunto los flavonoides y
acidos fendlicos comunes en las mieles de la zona para ser considerado como indice
del origen geografico. Pulcini et al., (2006) indicaron que para la caracterizacion del
origen botanico de una miel, las diferencias en la composicién total de los flavonoides
pueden ser mas adecuada que el uso de cualquier compuesto especifico Unico.

La diversidad en cantidad y tipos de flavonoides encontrados en las mieles depende de
las fuentes florales usadas para recolectar el néctar. La produccion de compuestos
fenolicos en esas fuentes florales depende de las condiciones de estres a que haya sido
sometida la planta: radiacion ultravioleta, humedad, sequia, ataque de insectos. Es de
esperar variabilidad en la concentracion y clases de acidos fenolicos y flavonoides
entre regiones y mas entre paises, aun si se estuviera hablando de mieles monoflorales
debido a la variabilidad de las condiciones ambientales.

Los flavonoles: quercetina, miricetina, kaempferol y isoramnetina, tienen un grupo
hidroxilo en la posicién 3; lo que sugiere un papel estructural importante del grupo 3-
OH del anillo cromano responsable de la mejora de la actividad antioxidante
(Wojdylo, et al., 2007). El acido caféico por la cadena lateral propendica presente en
su estructura presenta buenas aptitudes como antioxidante. Los flavonoides y acidos
fenolicos anteriormente nombrados estan presentes en todas las muestras de miel de la
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zona cafetera de la S.N.S.M., estos debido a su estructura podrian ser contribuyentes
importantes de la capacidad antioxidante de la miel.

En la figura 8 se presenta el analisis de componentes principales para los compuestos
fenolicos encontrados en los diferentes tipos de miel. No se observaron diferencias
entre la clasificacion melisopalinologica de la miel (monofloral, bifloral, etc) y los
flavonoides y acidos fendlicos que estas contienen, tampoco se presentan diferencias
entre los nucleos de muestreo, ni los tipos de cultivo. Analizando desde todos estos
aspectos, se puede afirmar que las caracteristicas quimicas de las mieles de estudio son
muy homogéneas. En score plot no se observan agrupaciones de acuerdo a los tipos de
miel, las muestras se distribuyen sin uniformidad. En loading plot no se pueden
relacionar los compuestos fendlicos con determinado tipo de miel, ya que en el score
plot no se formaron agrupaciones.

Debido a la similitud de las condiciones ambientales, intensidad solar, humedad,
composicion del suelo y la abundante vegetacion presente en la zona cafetera, las
mieles son quimicamente similares. El tipo de cultivo tradicional u organico, tampoco
ocasiono diferencias en los resultados, esto sucede porque en la zona aunque algunas
fincas no cuentan con certificacién, si se manejan buenas préacticas agricolas, usan de
manera adecuada insumos para control de plagas y también estdn en proceso de
certificarse.
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Figura 8. PCA de flavonoides y acidos fendlicos, score plot: distribucion de las muestras por tipo de
miel para los flavonoides y acidos fenolicos (class 1: biflorales, class 2: monoflorales, class 3:
multiflorales, class 4: oligoflorales, class 5: poliflorales). Loading plot: relaciéon de las muestras con

respecto a las variables.
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En la figura 9 se hace una representacion grafica de los porcentajes acumulados de los
compuestos fenolicos identificados. Se grafico segun el tipo de miel: monofloral,
bifloral, oligofloral, polifloral y multifloral, segin zona de muestreo: Aracataca,
Ciénaga, Fundacion y Santa Marta y segun la técnica de cultivo del cafetal de donde se
recolecto la miel: organico, convencional.

71



Evaluacidn de indicadores para la diferenciacion de mieles provenientes de
la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta

Figura 9. Gréfico de porcentaje acumulado de flavonoides y acidos fendlicos en muestras de la zona
cafetera de la S.N.S.M. segun tipo de miel, ndcleo de muestreo y tipo de cultivo.
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El objetivo de este grafico es ver de forma mas clara la homogenidad en la
composicion de flavonoides y acidos fenolicos de las mieles, sin importar que las
muestras estuvieran previamente clasificadas por melisopalinologia, nucleos y formas
de cultivo. En promedio los flavonoides que estuvieron presentes en mayor cantidad
para todas las mieles son isoranmetina, miricetina y quercetina, la mayor
concentracion de &cido fendlico fue de cumarico.

3.7.4. Correlaciones de compuestos fendélicos

En la tabla 14 se presentan los coeficientes de correlacién calculados entre acidos
fendlicos y flavonoides. Entre estos compuestos se presentaron correlaciones directas
e inversas. Entre el &cido clorogénico y caféico se presentd un correlacién de r= 0,79,
equivalente a una correlacion directa fuerte, al aumentar el acido clorogénico aumento
también el &cido caféico en estas mieles y viceversa. Para naringina y luteolina r=
0,90, kameferol y naringina r=0,91, kaemferol y luteolina r= 0,96 se presentaron
también correlaciones directas significativas.

Miricetina y naringina r=-0,96, miricetina y luteolina r= -0,98, miricetina y kaemferol

r= -0,97, entre estas parejas se compuestos se presentd una relacion inversamente
proporcional dependiente, al aumentar un compuesto, dismunuye el otro y viceversa.
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Tabla 14. Coeficientes de correlacion de Pearson para acidos fendlicos y flavonoides de mieles de zona
cafetera S.N.S.M.

Compuesto A A A A A. [Rutin |Narin |Mirice [Luteol |Querc |Kaem |lsora
clorg | cafe |cuma |feruli |cinam

A. clorgenico | 1,00

A. caféico 0,79 1,00

A. cumarico 0,12 0,01 1,00

A. ferulico 058 | 041 | 0,08 | 1,00

A. cindmico -0,18 | -0,03 | -0,11 | -0,08 | 1,00

Rutina -0,29 | 0,11 | 0,08 | 0,24 | 0,06 | 1,00

Naringina 014 | 046 | 061 | -0,24 | 0,23 | 043 | 1,00

Miricetina 024 | -039 | 038 | 0,16 | -0,48 | -0,45 | -0,96 | 1,00

Luteolina 059 | 048 | -0,10 | -0,08 | -0,07 | 0,40 | 0,90 | -0,98 | 1,00

Quercetina 053 | 043 | 003 | 033 | -0,15 | -0,13 | -0,56 | 0,48 | -0,28 | 1,00

Kaemferol 027 | 041 | 045 | -005 | -0,25 | 0,37 | 091 | -0,97 | 0,96 | -0,38 | 1,00

Isoramnetina | 0,44 | 021 | 017 | 059 | -0,12 | -0,33 | -0,57 | 0,56 | -0,41 | 0,54 | -0,48 | 1,00

Para cumplir con el segundo objetivo de este trabajo, los marcadores quimicos
identificados que se relacionan con el origen geografico de estas mieles fueron el
grupo de compuestos fendlicos: &cidos cumarico, caféico y cinamico, luteolina,
quercetina, kaemferol, e isoramnetina. No es posible que estos marcadores sean los
mismos para mieles de otras regiones de Colombia, ya que los fenoles se transfieren
desde las plantas a la miel y la vegetacion de las regiones colombianas es muy diversa
y mas si se compara con la abundancia que hay alrededor de los cafetales. Por revision
bibliogréafica no se ha reportado esta misma combinacion de compuestos fendlicos en
mieles de Brasil, Ecuador, Venezuela ni Argentina, ni tampoco en las de otras partes
del mundo.

3.8. Confirmacion de compuestos fenolicos por UFLC-MS

De las setenta muestras de miel con las que se contaba, diez fueron analizadas por
cromatografia liquida ultrarrdpida acoplada a masas (UFLC-MS) con el fin de
confirmar la presencia de los compuestos fendlicos identificados por CLAE-DAD.

En la figura 10 se presenta, a manera de ejemplo, los espectros de masas del estandar
de quercetina y su identificacion en un extracto fendlico obtenido a partir de la miel
44, empleando UFPLC-MS en modo SIM.

73



Evaluacidn de indicadores para la diferenciacion de mieles provenientes de
la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta

Figura 10. Espectros de masas de estdndar de quercetina y deteccion del mismo en muestra de miel.
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En modo SIM se rastrean en las muestras los “iones target” obtenidos de la
fragmentacion de los estandares.

Los flavonoides fueron identificados por comparacion de los tiempos de retencion y
las caracteristicas espectrales (valores m/z) con los compuestos de referencia. El
estandar de quercetina tiene una fraccion m/z de 301.00, en el fraccionamiento de la
muestra se detecta un ion con M+1 de 302,00 que coincide con la relacion masa/carga
del estandar de quercetina a ese tiempo detencion.
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No se hizo cuantificacion, el acoplamiento con masas aumenta de manera considerable
la sensibilidad.

Las condiciones cromatograficas empleadas en CLAE-DAD y UHPLC-MS fueron
muy diferentes, al cambiar las condiciones técnicas de los equipos, los tiempos de
retencion de los estandares fueron distintos en los dos métodos.

3.9. Perfil cromatografico zona cafetera S.N.S.M.

La similitud dada entre las 70 muestras analizadas permitié determinar un perfil de
flavonoides y acidos fendlicos caracteristico del sector geografico estudiado. En
general, los cromatogramas presentaron 21 picos (a 370 nm), el area y la altura de las
sefiales cambian entre las muestras, aunque el perfil se mantiene.

En la figura 11, se presenta el cromatograma caracteristico de las mieles de la zona
cafetera de la S.N.S.M. a 310 nm, a esta longitud de onda se ven con mejor resolucion
los &cidos fendlicos presentes en las muestras, mientras que los flavonoides no
presentan absorbancia significativa. En este perfil cromatografico de los acidos
fenolicos se identificaron caféico, cumarico y ferulico, segun el orden de elucion hasta
el minuto 9 de tiempo de retencion aparecian los acidos (con excepcién del acido
cinamico) asi que los picos a lado y lado del &cido ferulico deben también ser acidos
fendlicos presentes en concentraciones bajas que no correspondian con ninguno de los
estandares disponibles, por tanto no se identificaron.

Figura 11. Cromatograma caracteristico de acidos fendlicos en dos muestras de miel de la zona cafetera
de la S.N.S.M. a 310 nm.
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En la figura 12 se presenta el perfil tipico de flavonoides y acidos fendlicos obtenido a
370 nm, a esta longitud de onda se favorece la absorcidn de los flavonoides, mientras
que para los acidos fenolicos es baja.

Figura 12. Cromatograma caracteristico de compuestos fenélicos en dos muestras de miel de la zona
cafetera de la S.N.S.M. a 370 nm.
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Estos cromatogramas pertenecen a las muestras de miel 94 y 98, se observa cémo
cambia la intensidad de algunos picos pero el perfil es similar. De acuerdo a lo
reportado en la tablas 8, 9, 10, 11 y 12, los picos de acidos cumarico, caféico y
cindmico, luteolina, quercetina, e isoramnetina siempre van a estar en los
cromatogramas si se analiza bajo estas mismas condiciones de elucion.

Varios picos con intensidad importante no fueron identificados, como el que aparece
después de miricetina, en el minuto 18, y los que estan entre quercetina y kaemferol en
los minutos 24, 26 y 27, de acuerdo a la intensidad de estas sefiales a 370 nm
(selectiva de flavonoides) y a los tiempos de retencion, se sospecha que sean
compuestos fenolicos de tipo flavonoides.

Los perfiles fendlicos de mieles construido por técnicas cromatogréaficas, sirven de
huella digital, refleja la composicion quimica para el control de la calidad de la
muestra analizada, y puede jugar un papel importante en la discriminacion o la
clasificacion de las mismas debido a la complejidad de las sustancias naturales (Zhou
2014).

3.10. Comparacion de perfiles fenolicos de diferentes
regiones
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Se extrajeron y separaron los flavonoides y acidos fendlicos de 5 muestras de miel de
obtenidas de otras regiones del pais para comparar los cromatogramas obtenidos con el
de la zona cafetera de la S.N.S.M. en la figura 13, se presenta esta comparacion.

Los perfiles cromatograficos de cada region son diferentes, realmente estos perfiles si
pueden ser establecidos como una huella digital de las mieles que seran Unicas
dependiendo de la region, las condiciones climaticas y la vegetacion circundante a las
colmenas. Cada miel present6 una combinacion Gnica de compuestos fendlicos, pero
estos no fueron identificados ni cuantificados.

En las mieles 1 y 5, que son de diferentes regiones del departamento de Santander, el
perfil cromatogréfico también vario.

Figura 13. Cromatogramas de compuestos fendlicos a 254 nm de mieles de (1) Santander, (2) San
Mateo, Boyaca, (3) Huila, (4) Cundinamarca, (5) Santa Barbara, Santander, (6) Zona cafetera S.N.S.M.
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En la figura 14, se presenta una comparacion de los perfiles fenolicos de las mieles de
San Mateo, Boyaca y Zona cafetera de la S.N.S.M., a 370 nm que es la longitud mas
favorable para observar los flavonoides. Los picos y las intensidades de estos son
completamente diferentes, en pocos picos hay coincidencia de tiempos de retencion e
intensidad de la sefal.

Estos resultados estan de acuerdo con Jerkovi¢, et al., (2014) donde tras analizar
mieles monoflorales polacas por CLAE concluye que las huellas reveladas en los
cromatogramas son caracteristicas generales de las mieles, con diferencias
significativas entre las muestras de otros tipos de miel.

Las mieles de diferente origen floral muestran una gran variabilidad de la actividad
bioldgica, color, sabor y aroma. Por lo tanto, algunas mieles pueden poseer un mayor
valor econémico debido a sus propiedades medicinales 0 a su excepcionalmente
atractivo aroma y sabor. El andlisis de polen es actualmente la principal técnica para la
confirmacion del origen botanico de la miel, sin embargo, posee muchas limitaciones
y, a menudo puede ser necesario el apoyo de otras técnicas, como el analisis
instrumental, para evitar la clasificacion de falsos positivos o falsos negativos. Los
perfiles de CLAE-DAD es una de las técnicas que ha sido Gtil para la clasificacion del
origen de la miel (Kus, et al., 2014).

Figura 14. Cromatogramas de compuestos fenélicos a 370 nm de mieles de Boyacd y Zona cafetera
S.N.S.M.
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3.11. Hidrdlisis acida

Los flavonoides glicosidados se pueden hidrolizar en presencia de acidos para liberar
los carbohidratos ligados y la correspondiente aglicona flavonoide.

En la figura 15, se presentan los cromatogramas obtenidos de los extractos fendlicos
de miel, comparado con el mismo extracto sometido a un proceso de hidrolisis acida.
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En el extracto original se presentan 8 picos bien resueltos. Después de someter esta
muestra a un proceso de hidrolisis &cida durante 2 horas, se presentaron cambios en la
intensidad de las sefiales, las sefiales de los picos 1, 2, 3 y 4 disminuyeron de manera
considerable; al lado del pico 4 en el minuto doce, aparece una nueva sefial, este pico
esta bien resuelto y tiene una altura aproximada de 50000 unidades de absorcién, los
picos 5 y 6 también presentaron disminucion de la sefial. El pico 7 marcado dentro del
circulo (minuto 9) casi desaparece después de la hidrolisis &cida, es posible que este
fuera un flavonoide termolabil o glicosidado que paso a convertirse en otro tipo de
compuesto por hidrolisis de su estructura. El pico 8 tampoco permanecié después de la
hidrolisis, y en el minuto veinticinco aparece una segunda sefial nueva en el
cromatograma.

Figura 15. Cromatogrdmas de compuestos fendlicos de mieles de estudio con y sin hidrdlisis &cida.
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Es posible afirmar que el tratamiento de hidrolisis de flavonoides con acido si generd
cambios quimicos. La mayoria de las sefiales disminuyeron, unas sefiales
desaparecieron y resultaron otras que no estaban en la muestra inicial. Por tanto el
efecto del &cido junto con temperatura elevada, genera deterioro de los flavonoides,
que se evidencid en una menor intensidad de las sefiales, pero en el caso del pico 7 a
un tiempo de retencion de veintidés minutos sucedié un cambio estructural, este
compuesto desaparecié para convertirse en una nueva sefial con caracteristicas de
absorcion UV y tiempos de retencion diferentes.

Segun el tiempo de retencidon (mayor a 9 min), es posible que el pico 7 de la figura 14,
fuera un flavonoide ligado a una molécula de azucar, por efecto de la hidrolisis se
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rompid el enlace glicosidico, quedando el flavonoide tipo aglicona. Los estandares
disponibles en este estudio no coinciden con los tiempos de retencion de estas sefiales
nuevas, por tanto no fue posible identificarlas.

Si las agliconas son los analitos objetivo, la hidrolisis quimica se realiza generalmente
con &cido clorhidrico o acido formico a temperatura elevada (80-100°C). La eficiencia
de recuperacion depende de la concentracion de acido, tiempo de hidrdlisis y la
temperatura. En la mayoria de las publicaciones, la hidrolisis de los glicosidos de
flavonoides de verduras y frutas se lleva a cabo en HCI 1,2 M a 90 ° C durante 2 h. Sin
embargo, el tiempo de la exposicién prolongada a HCI podria causar la degradacion de
algunos flavonoides como la quercetina (Pyrzynska, et al., 2009).

En general, para el proceso de hidrolisis, el compromiso 6ptimo es conseguir una
liberacion completa de agliconas y minimizar las reacciones de degradacion de los
compuestos implicados. Para este propdsito es necesario probar concentraciones,
tiempos y temperaturas de exposicion a los acidos, esto fue aporte de informacion pero
no es objetivo del proyecto. En este trabajo se detectaron sefiales nuevas en la muestra
expuesta a hidrdlisis, pero no se pudieron identificar, lo que indican que si se tiene
flavonoides de tipo glicosidado.

Objetivo 3: Establecer posibles correlaciones entre las propiedades bioactivas y
otras propiedades fisicoquimicas de miel de la Sierra Nevada de Santa Marta.

Actividad para cumplir este objetivo: Se analizaron estadisticamente los datos
disponibles de analisis fisicoquimico de mieles provenientes de la zona cafetera
de la Sierra Nevada de Santa Marta (HMF, indice diastasico, conductividad
eléctrica, contenido de humedad, acidez total y minerales) y relacionarlas con los
resultados de capacidad antioxidante y contenido de flavonoides.

3.12. Propiedades fisicoquimicas de las mieles de estudio

Se analizaron las propiedades fisicoquimicas de las muestras de estudio, estos
resultados se presentan en las tablas 15 y 16 para mieles recolectadas en cafetales con
métodos de cultivo tradicional y organico, respectivamente.
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Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas de mieles recolectadas en cultivos convencionales de la zona
cafetera S.N.S.M.

Cé | Origen botanico % °Brix | pH Acidez |Rotaci6 HMF| Dias | Color |Conduc
dig Humed Total n tasa tividad
o ad Especif
065 | Asteraceae 18,81 |79,35 | 3,78 | 41,86 -7,34  |46,57 8 71 600
059 | Asteraceae 17,23 |80,67 (3,82 | 4881 | -8,42 |653 | 29 80 |612,5
086 | Asteraceae 16,65 (81,03 (3,72 | 46,79 |-10,75 |4,67 | 25 69 624
102 | Critonia Tipo 16,15 |81,55 (3,85 | 43,10 |-10,02 (11,03 | 14 83 677
079 | Inga aff. oerstediana 18,62 (79,20 | 3,48 | 42,66 | -7,57 |4,77 17 56 576
076 | Inga aff. oerstediana 17,68 |80,16 3,53 |47,25 | -6,06 |1,86 8 42 491
085 | Inga aff. oerstediana 18,43 (79,40 (3,585 | 51,11 -9,72 188,33 6 87 648
102 | Critonia Tipo 16,15 (8154 3,85 | 43,10 |-10,02 (11,03 | 14 83 677
068 | Vitis tilifolia 17,65 (80,30 (3,35 | 3859 | -6,58 |7508 | 12 86 331
060 | Sloanea sp 1752 (80,4 |3,81 |48,74 |-10,03 |6,98 | 39 95 16645
056 | Astronium graveolens 17,18 (80,99 |3,62 |51,81 |-13,31 (24,16 | 35 104 | 507
078 | Inga aff. oerstediana + Acacia sp. |19,49 (78,40 |3,27 | 48,68 | -9,79 (1936 | 7 52 521
082 | Clibadium surinamense+Critonia |17,64 |80,03 |3,47 | 37,67 |-12,39 (5,14 | 13 72 474
Tipo+Gouania sp.+Gliricidia
sepium
101 | Critonia Tipo + Gliricidia sepium (17,76 |79,94 |3,72 | 39,21 | -9,05 |0,00 | 17 70 573
+ Gouania sp.
099 | Gouania sp. + Critonia Tipo 17,35 (80,47 | 3,52 | 35,03 | -7,48 0 16 68 530
084 | Clibadium 20,0 |79,40 | 3,53 |4361 |-12,25 |10,48 | 18 72 461
surinamense+Gliricidia sepium
103 | Muntingia calabura + Rubussp. 17,00 (80,77 |3,65 | 40,12 | -7,72 |0,00 | 17 66 541
075 | Muntingia calabura + cf. 16,65 (81,10 (3,61 | 4558 | -6,08 (43,37 | 10 82 513
Parathesis sp.
096 | Multifloral 17,09 |80,77 |3,76 | 37,64 |-11,79 0 17 51 672
055 | Multifloral 16,57 (80,43 3,75 | 43,84 | -9,87 0,00 | 25 65 467
057 | Multifloral 17,94 |80,24 (3,92 | 42,61 |-10,56 |0,00 | 29 65 539
083 | Multifloral 18,82 |79,01 (3,435 | 43,65 |-12,07 (10,89 | 11 74 381
094 | Multifloral 16,86 (80,94 (3,44 | 41,14 |-10,40 0 19 67 578
058 | Multifloral 17,02 |80,85 3,66 | 47,53 |-10,75 |6,87 | 19 78 |497,5
064 | Multifloral 17,71 |80,43 (3,94 | 40,75 | -9,60 18,79 | 15 70 701
100 | Multifloral 17,52 |80,24 (3,75 | 40,60 | -9,61 |1,86 | 22 64 638
Promedio +SD 17,57 |80,26 |3,65 | 4352 | -9,59 |15,30 (17,77 |72,00+|557,48
+0,96 |+0,77 |+0,18 | #+4,36 | +1,97 |+23,15|+8,43 | 13,67 |+93,98
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Tabla 16. Propiedades fisicoquimicas de mieles recolectadas en cafetales con certificacion organica de
la zona cafetera S. N. S. M.

Codi Origen botanico % °Brix | pH |Acidez Rotacion | HMF| Diast | Color Conductiv
go Humeda| Total |Especif asa dad
d
070 |nga aff. oerstediana 17,2 180,55 | 3,46 (52,19 -8,05 16,21 69 464
047 Inga aff. oerstediana 17,7 80,2 |[3,72 |42,36 | -7,99 |38,92 67 429
077 Inga aff. oerstediana 17,5 80,20 |3,50 |45,78 | -7,04 |529 44 452
049 Inga aff. oerstediana 16,4 |81,4 |3,79 |4185 | -7,39 |28,47 10 66 431
048 Inga aff. oerstediana 18,2 | 79,7 |359 (49,01 | -9,92 |43,25 7 73 380
074 Muntingia calabura 17,2 (80,55 | 3,68 (46,59 | -5,02 46,38 18 82 572
090 Muntingia calabura 17,8 (80,00 |3,51 |40,87 |-11,40 |9,85 | 13 81 399
112 Coffea arabica 16,15 | 81,6 |3,81 (39,40 | -966 |3,41 | 20 49 675
073 Coffea arabica 18,0 79,70 3,54 67,97 -7,60 18,00 11 90 595
108 Coffea arabica 16,24 (815 |3,74 |39,09 | -8,38 5,42 17 48 654
061 Sloanea sp 17,2 |80,6 |3,95 |45,88 |-10,67 |10,21 | 27 118 733
069 Asteraceae 18,0 (79,85 |3,70 |48,22 -8,63 44,00 12 73 727
051 Asteraceae 183 |798 |355 (4692 |-11,85 [1069 | 26 | 57 | 414
095 Asteraceae 17,82 | 80,0 |3,49 (4537 | -8,78 |8,83 | 17 79 530
067 Austroeupatorium inulifolium | 184 [79,65 |3,90 (41,08 | -883 |655 | 25 | 58 712
087 Gliricidia sepium 18,2 |79,50 (3,392 |46,38 |-11,99 |23,99 | 15 99 393
089 Gouania sp.+Gliricidia sepium 17,9 (80,00 | 3,30 |48,39 |-11,43 |33,24 | 12 101 392
066 | 11PoCleomaceae+Muntingia | g8 |79, |387 [4079 |-1073 |5589 | 16 | 112 | 553
calabura
Inga aff. Oerstediana+ Asteraceae
072 (cod. 165) 179 79,90 | 3,42 |51,18 | -8,81 754 5 45 425
ogo | Arecaceaecod. 126 +ingaaff. | g5 \oq05 |360 [40,84 |-1036 |635 | 8 | 46 | 713
oerstediana
Heliocarpus americanus +
098 Clibadium surinamense + 16,71 (81,1 |3,57 |40,09 | -7,43 0 15 66 486
Dolliocarpus dentatus
081 Spermacoce + Inga aff. 19,7 73,25 |3,60 [40,23 [-10,14 |581 | 10 | 77 | 682
oerstediana
ogy | Clibadium surinamense+Davilla | 15 \7q95 | 358 (54,23 |-1241 |856 | 25 | 74 | 538
aff. Kunhtii
Heliocarpus
052 americanus+Asteraceae (cod. 58) 16,5 |815 [3,80 |43,80 | -9,91 6,01 15 49 494
046 | Gouania sp.+Gliricidia sepium | 17,6 | 795 |362 (3520 |-12,17 (17,03 | 19 | 81 | 265
050 Gouania sp.+Gliricidia sepium 175 |804 |3,77 (38,26 |-10,70 (20,69 | 12 71 485
097 Heliocarpus americanus + 1151 | 796 (362 |37,36 |-1054 007 | 19 | 56 | 622
Gouania sp.
107 | Muntingia Ca'ig”ra *+Gouania 1,719 |gos5 |355 [4357 |-11,30 |1458 | 17 | 80 | 503
ogg | MuntingiacalaburatBactris | 1) 17940 3641 4918 [-11,51 [12,90 | 11 | 67 | 653
sp.+Inga aff. Oerstediana
170 | Muntingia calabura + RUbus sp. + 1,7 g3 | 798 347 |4226 | -875 |11,80 | 19 | 79 | 406
Clemaceae Tipo
045 Multifloral 179 [80,1 (378 (4229 |-10,82 |13,75 | 27 | 66 | 420
044 Multifloral 185 |79,6 |3,76 |44,87 |-10,74 |2,75 | 32 | 67 | 452
053 Multifloral 17,9 |80,0 |371 |4522 |-1045 (6,24 | 28 | 60 | 472
054 Multifloral 16,3 |79,6 |3,90 |44,80 |-11,06 [0,00 | 29 | 64 | 591
062 Multifloral 17,3 |80,5 |3,72 (4497 | -9,32 |432 | 23 74 520
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063 Multifloral 17,5 |803 [372 (5073 | -9,10 [1267 | 15 | 88 | 632
071 Multifloral 182 (7965 |352 (57,27 |-1052 1779 | 10 | 69 | 571
104 Multifloral 16,80 (80,8 [3,795 (3649 | -9,95 |4,01 | 15 | 61 | 621
105 Multifloral 17,68 |803 |37L [4090 |-12,13 [1847 | 11 | 76 | 611
092 Multifloral 17,2 (7958 3,59 (43,33 |-12,07 |459 | 16 | 69 | 508
093 Multifloral 17,7 (80,00 {372 [47,12 |-1341 1,79 | 20 | 53 | 714
106 Multifloral 16,94 (80,7 (3,893 (36,73 | -949 |000 | 15 | 38 | 721
111 Multifloral 16,90 (80,8 [3,633 (4096 | -898 [1062 | 17 | 71 | 567
113 Multifloral 16,71 810 (3,640 (40,94 | -929 |481 | 23 | 67 | 522
Promedio +SD 17,56 | 80,02 3,65 |44,42 | -9,94 [14,16 16,49 69,58 | 536,44

+0,79 |+1,23 [ 0,15 |+6,01 |+1,72 1390 [+6,85 17,19 |+116,77

3.12.1. Humedad

Las mieles analizadas tienen en promedio un porcentaje de humedad de 17,57+£0,96 y
17,56+0,79 para las muestras de tipo convencional y orgénico respectivamente. Los
valores obtenidos son similares entre los dos tipos de cultivo en los cuales se
recolectaron las muestras, no hay diferencias estadisticas. La cantidad de agua en las
mieles fue menor de 20g/100g de miel, esto es lo que estipula la resolucion 1057 de
2010, que especifica las condiciones de calidad para la miel de abejas de consumo
humano en Colombia.

En promedio la miel de Cuba tiene una humedad de 17,4 a 20,3%. Mieles
monoflorales de Turquia tienen 18% de humedad (Ozcan & Olmez,. 2014), similar a
los resultados obtenidos en el presente estudio. Mayor contenido de humedad puede
conducir a la fermentacion de la miel, lo que es indeseable durante el almacenamiento,
esto es causado por la accion de levaduras osmotolerantes, lo que resulta en la
formacion de alcohol etilico y dioxido de carbono; el alcohol puede oxidarse
adicionalmente a acido acético y agua que produce un sabor amargo (Alvarez-Suarez,
et al., 2010). La cantidad de agua en la miel se ve afectada por el tipo de abeja que la
produce Y las fuentes de las cuales se recolecta el néctar (Guerrini, et al., 2009).

En las tablas 15 y 16, se evidencia que el porcentaje de humedad de las mieles
tampoco se ve afectado por el tipo de fuente botanica de la que se recolecta el néctar.

3.12.2. ° Brix

Este valor esta directamente relacionado con el contenido de azucar, puede ser un
indice fiable de adulteracion. En promedio estas mieles colombianas tienen un
contenido de 80,12+1,07 °Bx; no se presentaron diferencias significativas entre las
zonas de muestreo, tampoco se encontraron diferencias entre la clasificacion
melisopalinologica ni el tipo de cultivo, para esta caracteristica. En las tablas 14 y 15
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se observa que la cantidad de azlcar en las mieles es un valor muy estable (pequefias
desviaciones estandar). Estos resultados son similares a mieles de tipo monofloral y
multifloral, donde las muestras analizadas presentaron °Bx sin diferencias
significativas, que van desde 79,04 hasta 84,10, similar a los de otros lugares
geogréficos (Habib, et al., 2014).

3.12.3. pH

El valor del pH de las mieles analizadas fue 3,7+0,15, se presentaron valores muy
parecidos entre las muestras objeto de estudio. EI pH es un parametro que se
correlaciona con el almacenamiento de la miel y con el crecimiento de
microorganismos que pueden cambiar la textura y la estabilidad de la miel (Feas, et
al., 2010). El limite de pH no se describe en la Directiva de la UE 2001/101 / CE, sin
embargo, el pH de la miel debe ser baja para evitar la contaminacién microbioldgica.
Los valores de pH para muestras de miel estudiadas en el noreste de Portugal tuvieron
en promedio 4,76 + 0,55 (Feas, et al., 2010). Con respecto a estos valores, la miel
colombiana tuvo un pH mas bajo, lo que es favorable para su conservacion.

En mieles monoflorales de Turquia fue evaluado el valor del pH, para el primer y
segundo afio después de recolectada, se encontrd que esta caracteristica es muy estable
en el tiempo con un promedio un poco mas alto (pH 4,28) (Ozcan, et al., 2014) que el
de las mieles colombianas.

3.12.4. Acidez total

La acidez de la miel se debe a la presencia de acidos organicos, principalmente acido
gluconico, en equilibrio con sus correspondientes lactonas o ésteres internos, y a los
iones inorganicos, tales como fosfato, sulfato y cloruro.

Para las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M., la acidez total en promedio fue de
44,15+5,47 meqg/kg, en base humeda. La miel menos acida fue la 46 con 35,20
meqg/kg, segun el analisis del polen, esta es bifloral de las especies botanicas Gouania
sp.+Gliricidia sepium. La miel més acida fue la muestra 73 con 67,97 meqg/kg, esta fue
clasificada por analisis melisopalinolégico como monofloral de la especia Coffea
arabica, pero otras dos muestras que tienen esta misma clasificacion (monofloral de
Coffea arabica) presentaron acidez de solo 39 meqg/kg.

En mieles monoflorales de Turquia fue evaluado el valor de la acidez, para el primer
ano fue de 34,93 meqg/kg y segundo afio después de recolectada 33,68 meqg/kg (Ozcan,
et al., 2014), se encontro que esta caracteristica es muy estable en el tiempo. Para miel
nativa de Ecuador este valor fue de 31,83%4,05 meg/kg, esta miel también presentd un
% alto de humedad, estos factores hacen que tenga un corto tiempo de vida util, se
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facilitan las condiciones para el crecimiento bacteriano. Las mieles de Colombia,
analizadas presentaron pH mas bajo y también mayor acidez.

3.12.5. Rotacion especifica

La actividad Optica depende de los tipos y las proporciones relativas de azUcares en la
miel. Debido a la fraccion de masa mas alta de fructosa, la miel de néctar floral hace
girar el &ngulo de la luz polarizada hacia la izquierda, es decir, tiene actividad Optica
negativa. El promedio de la rotacion especifica de las mieles objeto de este estudio fue
-9,83+1,81, los valores fueron negativos para todas las mieles. Este parametro puede
ser usado como indicador de adulteracion. En promedio las mieles de tipo organico
tuvieron levemente una rotacion oOptica mayor -9,94+1,72, con respecto a la miel
recolectada en cultivos convencionales de café, esta diferencia no es significativa.

3.12.6. HMF

El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) es reconocido como un pardmetro de
frescura en la miel, debido a que esté ausente en las mieles frescas y tiende a aumentar
durante el procesamiento y/o el envejecimiento del producto. Hay varios factores que
influyen en los niveles de HMF, como la temperatura y el tiempo de calentamiento, las
condiciones de almacenamiento, el pH y la fuente de flores, por lo que proporciona un
indicador de sobrecalentamiento y el almacenamiento en condiciones de inadecuadas
(Fallico, et al., 2006).

En mieles artesanales del noreste de Portugal el valor promedio de HMF reportado fue
6,8415,73 mg/kg (Feas, et al., 2010). EI méaximo permitido segun el Codex
Alimentarius y la legislacion colombiana es de 40 mg/kg. En mieles nativas de
Ecuador, este valor fue de 15,08. La recoleccion de las mieles de la zona cafetera se
hizo en el 2013 y 2014, de las 70 muestras analizadas, 8 superaron la cantidad
permitida de HMF, no son muestras que lleven mucho tiempo de haber sido
cosechadas, posiblemente fueron sobrecalentadas en el proceso de produccion. El
valor promedio fue 17,18+18,11 mg/kg, se presentd mucha variabilidad de la cantidad
de HMF entre las muestras, mientras que en algunas se excedid, en otras mieles el
valor no fue detectable.

3.12.7. Iindice diastasa

De acuerdo al reglamento técnico colombiano (resolucion 1057 de 2010), este valor
debe ser > 8, en promedio para las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M. el indice
diastasa dio 17,00+7,45. El mayor valor de diastasa encontrado fue 39, para la miel 60,
esta misma miel presento el valor més alto de actividad antioxidante, flavonoides y
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fenoles totales. Esta miel es de tipo de cultivo convencional y el polen mayoritario
encontrado es de la especie botanica Sloanea sp.

3.12.8. Color

El color junto con el sabor y el aroma, son caracteristicas que sirven para indicar la
fuente boténica de la miel Se extiende de amarillo muy pélido a través de dmbar y
ambar rojizo, oscuro a casi negro. Esta relacionado con el contenido de minerales,
polen y compuestos fenolicos, y es caracteristico del origen floral (Baltrusaityté et al.,
2007). El oscurecimiento de la miel durante el almacenamiento puede ocurrir debido a
las reacciones de Maillard, caramelizacion de la fructosa y reacciones de
polifenoles. ElI grado de oscurecimiento depende de la temperatura y/o tiempo de
almacenamiento (Bertetencel, et al., 2007).

El color medido en escala Pfund varié de 50 a 114 mm, con un promedio de 70,6
+15,85 mm, estas mieles son de color ambar de un tono medio, comparado con las
mieles de abejas Melipona de Ecuador que presentaron 150 mm en esta misma escala
(Guerrini, et al., 2009). Bertoncelj et al. (2007) informaron de la utilidad de la
caracterizacion de color como un soporte para la clasificacion de los tipos de miel de
Eslovenia.

El color de la miel también puede ser un pardametro importante y una caracteristica de
la calidad, ya que esta estrechamente relacionada con la fuente de néctar y tiene una
influencia en las preferencias del cliente (Kus, et al., 2014).

Al analizar las tablas 14 y 15, con respecto al color no hay valores cercanos entre
mieles de la misma especie botanica, las diferencias entre mieles orgéanicas y
convencionales no fue significativa.

3.12.9. Conductividad eléctrica

Los resultados obtenidos para las muestras de miel en estudio fue en promedio 543,
32+0,11 uS/cm, fue inferior a los establecido en el reglamento técnico (800 uS/cm), se
cumplio con el requisito. En la tabla 14, las mieles 59, 65 y 86 cuyo origen botanico es
de la familia Asteraceae la conductividad fue simililar entre ellas en un rango de 600 a
624 uS/cm. Esta caracteristica esta estrechamente relacionada con la concentracion de
sales minerales, acidos organicos y proteinas. Este parametro muestra una gran
variabilidad segun el origen floral y es importante para la diferenciacion de mieles por
origenes florales.

La miel con mayor valor de conductividad eléctrica fue la 61, tuvo 733 psiemens/cm,
esta miel era organica, monofloral de la especie Sloanea sp. Esta misma muestra
también presento valores importantes de capacidad antioxidante y fenoles totales.
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Los resultados obtenidos para muestras de Emiratos Arabes Unidos, en mieles
multiflorales vario entre 150 y 696 psiemens/cm. Estos valores estan por debajo del
limite maximo indicado por los reglamentos internacionales de calidad (Codex
Alimentarius, 2001) para la miel de néctar (800 psiemens/cm) (Habib, et al., 2014).

3.12.10. Minerales

La composicién mineral de las 70 muestras de miel de la zona cafetera de la S.N.S.M.

fue analizada, los resultados se presentan en la tabla 17.

Tabla 17. Contenido de cenizas y minerales en mieles zona cafetera S.N.S.M. en ppm.

Tipo Cadigo Cenizas Na K Ca Fe Mg Cu Zn
Icta (%) (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
46 0,16 56,85 | 30525 | 66,34 5,00 18,29 0,40 5,07
50 0,18 79,06 68,80 | 8381 1,65 9,93 6,58 ND
52 0,18 20443 | 12987 | 86,62 8,95 14,41 6,93 ND
66 0,15 3590 | 153,79 | 88,29 ND 36,21 ND 1,50
72 0,12 157,90 | 29573 | 63,30 0,60 20,89 ND 0,41
75 0,18 4656 | 411,83 | 79,53 373 17,63 ND 2,57
78 0,18 50,92 | 376,10 | 7145 7.40 25,00 ND 0,40
_ 80 0,18 36,80 | 406,94 | 9883 3,19 19,58 173 176
Bifloral 81 0,17 4042 | 35323 | 103,87 | 4,25 1998 | 145 | 0,70
84 0,14 3558 | 278,78 | 71,00 2,36 15,94 1,62 0,48
89 0,11 63,75 | 272,63 | 3541 2,71 17,44 ND 0,85
91 0,18 40,98 | 381,80 | 94,04 175 26,27 ND 131
97 0,27 3559 | 407,19 | 8893 3,37 12,52 0,47 ND
99 0,17 28,73 | 35531 | 72,57 1,81 15,34 0,57 ND
103 0,15 4308 | 407,79 | 102,21 | 338,61 | 23,84 0,85 0,79
107 0,15 7768 | 273,62 | 109,17 | 37,63 | 17,32 1,09 ND
PROM | 0,17+ | 6465+ | 304,92+ | 8221+ | 2820 | 1941+ | 217+ | 144+
+SD 0,04 4857 | 10670 | 1872 | 86,35 6,25 2,46 1,38
47 0,16 20517 | 6187 | 99,17 7.30 14,68 6,37 ND
48 0,13 69,76 3737 | 61,12 1,38 15,95 711 ND
49 0,17 23,20 5254 | 69,04 3,01 11,82 7,00 ND
56 0,21 109,46 | 544,93 | 92,32 4,20 33,38 0,36 8,21
60 0,32 76,11 | 643,67 | 162,24 | 3,52 63,73 1,46 1,05
61 0,29 47,68 | 791,60 | 167,56 | 3,17 72,15 1,58 2,44
Monofiloral 65 0,16 36,62 | 296,19 | 97,92 ND 20,37 0,67 3,60
67 0,22 3430 | 467,90 | 103,15 ND 18,53 ND 2,25
68 0,09 17945 | 187,88 | 56,38 2.33 13,52 ND 4,61
70 0,13 172,45 | 276,20 | 89,37 2,96 24,25 0,81 3,30
73 0,19 208,06 | 50847 | 100,62 | 5,30 43,03 ND 2,77
74 0,16 197,63 | 396,84 | 96,98 6,34 21,63 ND 574
76 0,16 3575 | 359,65 | 51,32 545 16,26 ND ND
77 0,15 4497 | 351,84 | 67,13 2,35 19,85 ND 133
79 0,20 4516 | 408,59 | 89,65 4,80 20,23 ND ND
85 ND 46,85 | 388,16 | 92,02 3,43 19,06 ND 1,05
87 0,12 71,38 | 339,86 | 36,52 2,63 15,67 ND 1,86
90 0,12 33,16 | 31891 | 7521 2,92 18,68 ND 1,25
102 0,26 92,71 | 108472 | 67,68 | 339,91 | 39,16 1,40 1,33
108 0,19 4553 | 33581 | 127,41 | 2,30 22,32 0,95 ND
112 0,24 4755 | 492,86 | 176,07 | 4,23 25,19 0,69 471
PROM | 0,18+ | 8681 | 397,42+ | 9423+ | 2150+ | 26,16+ | 2,58+ | 3,03+
+SD 0,06 6433 | 24327 | 3752 | 7712 | 16,05 276 2,05
44 0,16 41,02 | 117,71 | 121,07 ND 28,52 ND ND
45 0,19 186,61 | 108,33 | 7444 0,94 14,96 6,52 ND
53 0,23 41,16 | 62093 | 90,67 3,30 16,75 0,28 4,62
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54 026 | 18385 | 116492 | 16817 | 9.93 4259 | 071 | 3407

55 0,20 6273 | 56241 | 87.86 221 18,15 ND 563

57 0,25 88,46 | 776,16 | 87,00 3,05 28,03 | 0,82 8,70

58 021 6440 | 61351 | 83,72 3,93 30,83 1,25 0,95

62 018 4233 | 31321 | 86,89 ND 3277 ND ND

63 022 6519 | 48958 | 10397 | 053 2482 | 0,09 ND

_ 64 0,20 50,20 | 34856 | 101,69 ND 17,38 ND 0.39
Multifloral 71 0,16 194,80 | 427,19 | 9834 1,42 2451 0,20 0,64
83 0,10 3143 | 8962 | 6548 3,80 1384 | 1,33 1,11

92 0,16 4365 | 63939 | 8897 1,76 1693 | 0,18 0,54

93 024 4175 | 891,49 | 13082 | 4,49 20,64 | 046 ND

94 0,19 2565 | 27843 | 73.79 ND 12,99 ND ND

96 0,24 3468 | 556,31 | 100,09 | 481 11,74 ND ND

100 0,19 7357 | 627,90 | 119,26 | 33528 | 29,02 | 0,80 0,47

104 018 5269 | 460,68 | 106,74 | 34026 | 24,32 1,00 312

105 0,18 86,25 | 469,93 | 110,85 | 2.72 20,82 1,15 0,69

106 022 8474 | 777,08 | 12959 | 546 20,21 1,39 ND

111 0,18 6565 | 414,10 | 127,29 | 064 39,90 1,61 ND

113 0,20 4917 | 367,16 | 100,27 | 2,21 2423 | 0,81 264

PROM 0,20+ 73,18+ | 505,21+ | 102,59+ | 40,37+ | 23,36+ 1,16+ 4,89+
+SD 0,04 50,06 260,58 23,47 108,22 8,31 1,50 9,12

51 0,20 51,64 539,31 | 89,71 3,29 19,97 1,24 ND
59 0,25 41,76 522,77 | 690,24 3,20 57,65 1,18 3,47
Oligofloral 69 0,20 20544 | 482,86 | 147,90 6,14 31,39 0,86 ND
86 0,23 36,80 612,55 | 104,73 1,67 22,80 0,78 2,01
95 0,18 44,77 310,89 | 68,38 1,22 15,11 ND ND

PROM 0,21+ 76,08+ | 493,68+ | 220,19+ | 3,10+ 29,38+ 1,02+ 3,19+
+SD 0,03 72,51 112,46 264,37 1,93 16,87 0,23 0,40

82 0,13 44,05 235,96 74,55 2,71 14,95 1,57 0,79
88 0,21 40,70 589,13 108,24 3,89 22,65 ND 0,48
Polifloral 98 0,17 23,53 337,24 87,44 ND 23,12 ND ND
101 0,17 58,27 597,30 99,23 343,66 24,83 1,00 0,55
110 0,13 52,38 338,46 73,67 2,36 26,13 1,43 1,02

PROM 0,16+ 43,79+ | 419,62+ | 88,63+ | 88,16+ | 22,34+ 1,33+ 0,71+
+SD 0,03 13,26 163,87 15,17 170,34 4,36 0,30 0,25

Como se puede ver en la tabla 15, Las mieles 60 y 61 presentaron los mayores
porcentajes de cenizas, 0,32 y 0,29 % respectivamente, también las mayores
concentraciones de los minerales K, Ca y Mg. Estas muestras son monoflorales de la
especie Sloanea sp. se han nombrado constantemente en este documento porque
ademas tuvieron las concentraciones mas altas de diastasa, conductividad eléctrica,
fenoles totales y capacidad antioxidante por FRAP y ABTS. De las 70 muestras estas
dos mieles, que presentaron caracteristicas especiales, son las Unicas provenientes de
esta especie botanica.

Los minerales Na, K y Ca presentaron las mayores concentraciones en todas las
muestras, Cu y Zn se encontraron solamente en algunas de las mieles.

La concentracion de sodio fue en promedio mayor en las mieles monoflorales
86,81+64,33 ppm, la mayor cantidad promedio de potasio se presentd en las mieles
multiflorales 505,21+260,58 ppm, las mieles oligoflorales tuvieron en promedio la
concentracion mas alta de calcio y magnesio 220,19+264,37 ppm y 29,38+16,87 ppm
respectivamente, pero con una variacién muy grande entre las muestras. El hierro se
encontré en mayor cantidad en mieles poliflorales, 88,16+170,34 ppm, también se
presentd una desviacion estandar alta. Para el cobre, las mieles monoflorales
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presentaron la mayor concentracion 2,58+2,76 ppm, aunque también con una
desviacion estandar superior al promedio. En el caso del zinc la mayor concentracion
de este mineral, se presento para las mieles multiflorales, 4,89+9,12 ppm, este mineral
no se detecto en todas las muestras analizadas.

No hay diferencias significativas entre los tipos de mieles en cuanto a la concentracion
de minerales. No hay un mineral especifico que pueda asociarse a determinada especie
boténica.

3.13. Correlacibn de propiedades fisicoquimicas con
compuestos bioactivos

Las mieles analizadas en esta investigacion presentaron compuestos fendlicos
(flavonoides y acidos fendlicos), actividad antioxidante, y propiedades fisicoquimicas
en concentraciones similares a otras investigaciones, pero ninguno de estos parametros
presento correlaciones significativas, es decir que cada caracteristica analizada aporta
informacidn importante pero es independiente de las otras (tabla 18).

Mediante el andlisis de componentes principales se determind que no se presentan
diferencias entre las muestras para ninguno de los parametros analizados si se compara
entre tipos de cultivo (tradicional, organico), clasificacion melisopalinoldgica (bifloral,
monofloral, multifloral, polifloral y oligofloral) o entre nlcleos (Ciénaga, Aracataca,
Fundacion y Santa Marta).

Al correlacionar las caracteristicas fisicoquimicas, se presentd una correlacién inversa
importante entre humedad y °Bx de -0,73, a medida que aumenta la humedad,
disminuye la concentracién de azucares en estas mieles. No se presentd ninguna otra
correlacion significativa (> 0,7) entre estas caracteristicas (tabla 17).

Tabla 18. Correlaciones entre fisicoquimicos y bioactivos de las mieles de estudio.

Flavo | Hume Acide | Rotaci DIAS

FT | ABTS | FRAP | noides | dad | °Brix | pH z on HMF | TASA | Color
FT 1,00
ABTS 0,48 | 1,00
FRAP 0,46| 052| 1,00
Flavonoides
totales 0,25| 0,14| 0,13] 1,00
Humedad -0,11| 0,03| -0,12| -0,20| 1,00
°Brix 0,19| 0,05| 0,19| 0,15| -0,73| 1,00
pH 0,48| -0,06 | 0,09 0,33 -0,31| 0,25| 1,00
Acidez libre 0,18 0,38| 0,17| -0,02| 0,09| -0,05| -0,24
Acidez total 020 0,38 0,16| -0,01] 0,21| -0,06| -0,22| 1,00
Rotacion Esp -0,07| -0,05| -0,06 | -0,14| -0,15| 0,17| -0,03| 0,01| 1,00
HMF 0,08 0,28 0,16| -0,07| 0,23| -0,07| -0,16| 0,20| 0,23| 1,00
DIASTASA 050| 0,12| 0,28| 0,29| -0,25| 0,21| 0,44| -0,02] -0,31| -0,38| 1,00
Color 048| 064| 050| 0,28| 0,10| -0,06| -0,03| 0,27| -0,17| 0,46| 0,18| 1,00
Conductividad 0,12| 0,15| -0,20| 0,29] -0,09| -0,02| 0,54| 0,02| 0,02| -0,17| 0,12| -0,12
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3.14. Comparacion de propiedades fisicoquimicas de las
mieles de diferente origen geografico

Con informacion disponible del grupo de investigacion, se realizd el analisis
multivariado de componentes principales PCA para comparar entre grupos de
muestras de diferentes regiones de la geografia Colombiana, siempre con respecto a
las caracteristicas fisicoquimicas. La primera comparacion se hace entre mieles del
estudio actual, zona cafetera de la S.N.S.M., Magdalena (class 1) y mieles recolectadas
en toda la region Magdalena (class 2). Esta informacidn se presenta en la figura 16.

La figura 16, en el score plot se observa que las muestras se agrupan segun el lugar del
que provienen, class 1 son las muestras de la zona cafetera, class 2 son las muestras
del departamento del Magdalena. Es decir que las caracteristicas fisicoquimicas de las
mieles comparadas son similares entre cada grupo, pero diferentes para los lugares de
muestreo, a pesar de haber sido tomadas en el mismo departamento. Las caracteristicas
de la zona cafetera de la Sierra (vegetacion, clima, suelos, intensidad solar) hacen que
la composicion fisicoquimica de las mieles alli producidas sea diferente a otras
muestras de regiones cercanas.

Figura 16. PCA fisicoquimicos mieles de zona de estudio y departamento de Magdalena.
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En el loading plot de la Figura 16 se oberva que para las mieles de la zona cafetera de
la Sierra las variables fisicoquimicas mas importantes son conductividad, acidez total
y rotacion especifica, y para las mieles del departamento del Magdalena en general, es
mas representativo el color, la humedad, el pH, y HMF, la actividad de diastasa es
importante para las mieles de ambas regiones.

En la figura 17 se presenta la comparacion entre mieles de la zona de estudio (class 1),

mieles del departamento de Boyaca (class 2) y mieles del departamento de Santander
(class 3).

Figura 17. PCA fisicoquimicos mieles de zona de estudio y departamentos de Boyacéa y Santander.
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En el score plot de la figura 16 se observa que las muestras se agruparon de acuerdo a
su origen. Se concluye que las mieles comparadas tienen caracteristicas fisicoquimicas
similares entre la zona, pero muy diferentes entre departamentos.
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Para las mieles de la zona cafetera en estudio el pardmetro mas importante es el indice
de diastasa, la rotacion especifica y la humedad, para las mieles de Boyaca fue mas
importante la humedad, el pH y la conductividad y para mieles de Santander fue
relevante el color, HMF, acidez total y rotacion especifica.

La variedad y abundancia de vegetacion, el clima, la humedad, la intensidad
ultravioleta, los componentes del suelo, entre otros, hacen que la composicion de las
mieles producidas en esta zona cafetera sea especial y diferente a la de otras regiones
del pais.

En conjunto los parametros fisicoquimicos analizados representan otro indice de
diferenciacion para las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M.

3.2. Tabla resumen de propiedades fisicoquimicas de las
mieles de estudio

A continuacion se presenta en la tabla 19 un resumen de los valores de las principales
caracteristicas fisicoquimicas determinadas en el proyecto macro de investigacion para
las mieles de la zona cafetera de la S.N.S.M.

Tabla 19. Resumen caracteristicas de las mieles zona cafetera S.N.S.M

Tipo de compuesto Rango de Unidades
Concentracion

Bioactivos
Fenoles totales 1151,04 - 213,34 mg acido gélico/kg
Flavonoides totales 126,41 - 6,47 mg quercetina/kg
Capacidad Antioxidante
FRAP 1,34-0,33 mmol trolox/kg
ABTS 1,68-0,24 mmol trolox/kg
Compuestos fenolicos
Flavonoides
Luteolina 0,49-0,1 ua/g
Quercetina 2,22 -0,59 Ha/g
Isoramnetina 29,66-0,14 Ha/g
Acidos fendlicos
Cumarico 1,83-0,10 ug/g
Caféico 1,09 -0,23 ug/g
Cindmico 0,62-0,11 ug/g
Fisicoquimicos
Humedad 20,00 - 16,00 % m/m
°Brix 81,10 - 73,25
pH 3,92 - 3,27
Acidez 67,98 - 35,03 miliequivalentes/1000g
Rotacion especifica -13,31 a-5,02
HMF 88,33 - 0,10 mg/kg
Diastasa 39 -5 Unidades de d
Color 112 - 42 mm escala pfund
Conductividad eléctrica 714 - 265 pS/cm
Cenizas 0,32 -0,09 % m/m
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Minerales

Sodio 208,06 - 23,53 mg/kg
Potasio 1164,92 - 61,87 mg/kg
Calcio 690,24 - 35,47 mg/kg
Hierro 343,66 - 0,60 mg/kg
Magnesio 72,15-9,93 mg/kg
Cobre 7,11 -0,80 mg/kg
Zinc 34,07 -0,39 mg/kg

Como las muestras fueron homogéneas entre las zonas de muestreo y no se
presentaron diferencias significativas en los pardmetros evaluados, esta
informacion puede ser usada como control de calidad de esta miel y es el aporte
para una futura denominacion de origen del producto.
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4, Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones

Las mieles de la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta presentaron una
cantidad importante de fenoles totales, flavonoides totales, y actividad antioxidante,
para evaluar las propiedades bioactivas de las mieles estos pardmetros deben ser
analizados en conjunto, no hubo un indicador especifico que represente la bioactividad
de las muestras.

Los marcadores quimicos identificados que pueden relacionarse con el origen
geografico de las mieles de estudio son los acidos cumarico, caféico y cinamico, y los
flavonoides luteolina, quercetina, e isoramnetina, estos compuestos estuvieron
presentes a diferentes concentraciones en todas las muestras analizadas, este grupo de
compuestos fendlicos representa un solo indicador. Dificilmente mieles de otras
regiones tendran esta misma composicion fendlica.

Por la similitud de los compuestos fendlicos en las muestras, fue posible establecer un
perfil cromatogréafico caracteristico que también puede ser usado como indicador de
origen, los perfiles fenolicos de mieles de otras regiones presentaron picos e intensidad
de las sefiales muy diferentes. Podria decirse que el perfil cromatografico establecido
funciona como una huella digital del producto.

Las propiedades fisicoquimicas de la zona cafetera de la Sierra fueron similares entre
las muestras, pero son muy diferentes a las mieles de otras regiones del pais, esto fue
observado por medio de analisis quimiométrico de componentes principales PCA. Las
propiedades fisicoquimicas en conjunto también podrian ser un indicador de origen
geografico.

No hubo una correlacion significativa entre ninguno de los pardmetros analizados, la
actividad antioxidante, los fenoles y los flavonoides totales no se relacionan de manera
directa ni inversa con las propiedades fisicoquimicas de las mieles.

En cuanto a la clasificacion melisopalinoldgica aunque la predominancia del polen
indique que el néctar fue recolectado de una o dos especies vegetales, la presencia de
flavonoides y acidos fendlicos fue muy diversa..
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Se identificaron varios indices quimicos que pueden ser usados de manera confiable
para diferenciar las mieles de la zona cafetera de la Sierra Nevada de Santa Marta, de
mieles de otro origen geografico.

4.2. Recomendaciones

El método de extraccion de flavonoides y acidos fenolicos debe ser optimizado para
aumentar el porcentaje de recuperacion de algunos compuestos en los que fue inferior
al 70%.

En los cromatogramas se presentaron sefiales con intesidad importante que no
correspondian con los estandares adquiridos, se recomienda usar otras técnicas
analiticas que permitan identificar estos compuestos, para ser usados también como
marcadores de origen geografico.

Como estrategia de valor agregado en la cadena apicola, las mieles se deberian
caracterizar por regiones colombianas, potencializando aquellas que tengan
caracteristicas especiales, esto permite avanzar en la busqueda de sellos de
denominacion de origen.
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Anexo

A\. Tabla 20. Clasificacién Melisopalinoldgica de mieles zona de estudio.

Cadigo Tipo De Corregimiento | nucleos
ICTA Cultivo Origen botanico Tipo

44 Organico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
45 Orgéanico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
46 Organico Aracataca | Aracataca | Gouania sp.+Gliricidia sepium Bifloral

47 Organico Palmor Cienaga | Inga aff. oerstediana Monofloral
48 Organico San Pedro Cienaga | Inga aff. oerstediana Monofloral
49 Organico San Pedro Cienaga | Inga aff. oerstediana Monofloral
50 Organico Sacramento | Aracataca | Gouania sp.+Gliricidia sepium Bifloral

51 Organico Santa Clara | Fundacion | Asteraceae Oligofloral
52 Organico San Pedro Cienaga | Heliocarpus americanus+Asteraceae | Bifloral

53 Organico San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
54 Organico San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
55 | Convencional | San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
56 Convencional Siberia Cienaga | Astronium graveolens Monofloral
57 Convencional Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
58 Convencional Minca Santa Marta | Multifloral Multifloral
59 Convencional San Pedro Cienaga | Asteraceae Oligofloral
60 Convencional Minca Santa Marta | Sloanea sp. Monofloral
61 Organico Siberia Cienaga | Sloanea sp. Monofloral
62 Orgénico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
63 Organico Avracataca Aracataca | Multifloral Multifloral
64 Convencional San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
65 Convencional | SantaClara | Fundacion | Asteraceae Monofloral
66 Organico Siberia Cienaga Iai?:bﬁlgomaceaﬁMummgia Bifloral

67 Organico Santa Clara | Fundacion | Austroeupatorium inulifolium Monofioral
68 Convencional |  La Fuente Aracataca | Vitis tilifolia Monofloral
69 Organico San Pedro Cienaga | Asteraceae Oligofioral
70 Organico Siberia Cienaga | Inga aff. oerstediana Monofloral
71 Organico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
72 Organico Santa Clara | Fundacion | Inga aff. Oerstediana+ Asteraceae | Bifloral

73 Organico San Pedro Cienaga | Coffea arabica Monofloral
74 Organico Siberia Cienaga | Muntingia calabura Monofloral

. - . Muntingia calabura + cf. Parathesis

75 Convencional Siberia Cienaga sp. Bifloral

76 Convencional Palmor Cienaga | Inga aff. Oerstediana Monofloral
77 Organico San Pedro Cienaga | Inga aff. Oerstediana Monofloral
78 | Convencional Siberia Cienaga | Inga aff. oerstediana + Acacia sp. | Bifloral
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79 | Convencional | LaFuente | Aracataca |Inga aff. oerstediana Monofloral
80 Orgénico Santa Clara | Fundacion ':erf;ig?gﬁ;md' 126 + Inga aff. Bifloral
81 Organico Sacramento | Avracataca | Spermacoce + Inga aff. oerstediana | Bifloral
Clibadium surinamense+Critonia
Convencional Siberia Cienaga | Tipo+Gouania sp.+Gliricidia
82 sepium Polifloral
83 | Convencional Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
. oo . Clibadium surinamense+Gliricidia
Convencional Siberia Cienaga : .

84 sepium Bifloral
85 | Convencional Siberia Cienaga | Inga aff. Perstediana Monofloral
86 Convencional San Pedro Cienaga | Asteraceae Oligofloral
87 Organico Sacramento | Aracataca | Gliricidia sepium Monofloral

Organico .. | Muntingia calabura+Bactris
88 Santa Clara Fundacion sp.+Inga aff. Oerstediana Polifloral
89 Organico Siberia Cienaga | Gouania sp.+Gliricidia sepium Bifloral
90 Organico Siberia Cienaga | Muntingia calabura Monofloral

Organico San Pedro Cienada Clibadium surinamense+Davilla aff.
o1 98| Kunhtii Bifloral
92 Organico San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
93 Organico Palmor Cienaga | Multifloral Multifloral
94 | Convencional Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
95 Organico Bonda Santa Marta | Asteraceae Oligofloral
96 Convencional San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
97 Organico Santa Clara | Fundacion ;ehocarpus americanus + Gouania Bifloral

Organico Heliocarpus americanus +

Siberia Cienaga | Clibadium surinamense +
98 Dolliocarpus dentatus Polifloral
99 | Convencional Siberia Cienaga | Gouania sp. + Critonia Tipo Bifloral
100 | Convencional Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
. I . Critonia Tipo + Gliricidia sepium +

101 Convencional Siberia Cienaga Gouania sp. Polifloral
102 | Convencional Siberia Cienaga | Critonia Tipo Monofloral
103 | Convencional |  San Pedro Cienaga | Muntingia calabura + Rubus sp. Bifloral
104 Organico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
105 Organico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
106 Organico San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
107 Organico Santa Clara | Fundacion | Muntingia calabura + Gouania sp. | Bifloral
108 Organico Palmor Cienaga | Coffea arabica Monofloral

Organico Siberia Cienaga Muntingia calabura + Rubus sp. +
110 9 Clemaceae Tipo Polifloral
111 Organico San Pedro Cienaga | Multifloral Multifloral
112 Organico San Pedro Cienaga | Coffea arabica Monofloral
113 Organico Siberia Cienaga | Multifloral Multifloral
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