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RESUMEN

A pesar de laimportancia del sector apicola existen pocos trabajos sobre mieles de Uruguay. En este
trabajo se pretendié abarcar una parte de la diversidad de ambientes del pais, obteniendo mieles
de los 4 puntos cardinales a lo largo de un afio en areas protegidas y fuera de ellas. De 4 apiarios
instalados en las regiones Sur, Este, Norte y Oeste (S, E, N y O) se obtuvieron un total de 66 muestras
de mieles correspondientes a 7 fechas de cosecha en las 4 regiones (2 en Sur, 2 en Este, 2 en Norte
y 1 en Oeste). En ellas se determinaron las variables; color, pH, humedad, conductividad eléctrica
(C.E.), contenido de proteina, de macrominerales (K, Ca, Mgy Na) y de azucares (Fructosa, Glucosa,
Sacarosa, Isomaltulosa, Galactosa y Manosa). También se determind contenido polinico y presencia
de elementos de mielatos (HDE). Se formaron ademds muestras compuestas y se determinaron 13
contenidos de glifosato (4 en el S en 2 fechas, 3 en el E en dos fechas, 4 en el N en 2 fechasy 1 en el
O en una fecha). Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza simple y GLM (ANOVA) con
contrastes de Tukey-Kramer (p<0,05) y mediante métodos de estadistica descriptiva (ACP, analisis
de componentes principales y analisis de conglomerados). Los resultados muestran diferencias
significativas entre regiones y fechas. Un alto contenido de minerales en las mieles se asocia a altos
valores de C.E. Los minerales Ca y Na y los azUcares Galactosa y Manosa se podrian asociar a un
origen geografico o botdnico. Se identificaron algunas mieles monoflorales de especies nativas. En
las regiones asociadas a actividades de ganaderia de carne o lanar y forestacién no se pudo detectar

presencia de glifosato.

Palabras clave: calidad de miel, perfil de azucares, contenido mineral, regiones de Uruguay
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SUMMARY

NUTRITIONAL COMPOSITION AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF HONEYS FROM FOUR

PHITOGEOGRAFIC REGIONS OF URUGUAY

Despite the importance of the beekeeping sector there are few works about honeys from Uruguay.
In this work, it was intended to cover a part of the diversity of environments in the country,
obtaining honeys from the 4 cardinal points over a year in protected areas and outside them. From
4 apiaries installed in the South, East, North and West regions (S, E, N and O) a total of 66 samples
of honeys corresponding to 7 harvest dates were obtained in the 4 regions (2in S, 2in E, 2in N and
1 in O). In them, some variables were determined; color, pH, moisture, electric conductivity (CE),
protein content, macrominerals (K, Ca, Mg and Na) and sugars (Fructose, Glucose, Sucrose,
Isomaltulose, Galactose and Mannose). Pollen content and presence of honeydew elements (HDE)
were also determined. Moreover, pooled samples were formed and 13 glyphosate contents were
determined (4 in the S in 2 dates, 3 in the E in two dates, 4 in the N in 2 dates and 1 inthe O on a
date). Data were analyzed by an analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey-Kramer test (p <
0.05) and by means of descriptive statistics methods, principal components analysis (PCA). The
results show differences between regions and dates, and the range of values found agrees with
those reported by other investigators in the world, with a high content of minerals and high EC
values. The minerals Ca and Na and the sugars Galactose and Mannose could be associated with a
geographical or botanical origin. Some monofloral honeys of native species were identified. In the
regions associated with livestock production, like beef or wool, and forestry activities, no presence

of glyphosate could be detected.

Key words: honey quality, sugar profile, mineral content, regions of Uruguay
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1. INTRODUCCION

En Uruguay la apicultura comenzd a inicios del siglo XIX y desde 1970 pasé a ser un
rubro de exportacion (Cordara, 2005). En 2017 se registraron 3021 apicultores con
535.613 colmenas distribuidas por todo el pais. Los volumenes exportados varian,
dependiendo del clima, en torno a las 12.000 toneladas anuales (Uruguay Siglo XXI,
2014). Este volumen de exportacién corresponde al 90% del total producido vy
representd el 0,3 % de los ingresos por exportaciones en el afio 2017, por encima del
vino o frutas no citricas (MGAP, 2017). Pohl et al. (2012) indica un consumo potencial
maximo para el ser humano adulto de 100 g diarios, segun este valor en Uruguay el
consumo anual per cdpita es muy bajo, situdndose en un promedio de 300 g en los
ultimos 7 afos (MGAP, 2019). Los principales mercados son Europa y EE.UU, a los que
llega como commodity en barriles de 200 L (300 kg). Los precios de exportacion a
granel varian de 1,2 a 3 USS (MGAP, 2017), y en el mercado local en frascos de kilo o
medio kilo de 4 a 8 USS.

Por otro lado, la actividad apicola esta en consonancia con la imagen de pais natural
por ser una actividad amigable con el ambiente y no contaminante, promovida desde
el Ministerio de Turismo con la marca Uruguay Natural (Ministerio de Turismo, 2019).
A pesar de su tamafio (17,7 10° hectareas), Uruguay posee 12 unidades de paisajes
diferentes (Evia y Gudynas, 2000). Esto se debe a estar en una zona de transicidén entre
las provincias Pampaena y Paranaense (Chebataroff, 1942) a lo que se le agrega una
variacién climatica en temperatura y precipitaciones que aumentan de Sur a Norte.
También en relacién a su tamafio es un pais rico en su flora, que abarca, unas 2500
especies entre herbaceas, arbustivas, arboles y palmeras, en ambientes diversos
(Munoz et al., 2005).

La promulgacion de la ley 17234 (Poder Legislativo, 2000) cred un sistema nacional de
areas protegidas (SNAP) definidas como el...“conjunto de areas naturales del territorio
nacional, continentales, insulares o marinas, representativas de los ecosistemas del

pais, que por sus valores ambientales, histéricos, culturales o paisajisticos singulares,



merezcan ser preservados como patrimonio de la nacidén, aun... transformadas
parcialmente por el hombre”. El articulo 8, entre otras prohibiciones establece: “El
desarrollo de aprovechamientos productivos tradicionales o no, que por su
naturaleza, intensidad o modalidad, conlleven la alteracion de las caracteristicas
ambientales del area”. Esto genera una problemadtica social, los habitantes de esas
areas deben tener una actividad econdmica que los sustente, sin generar alteraciones
al entorno donde viven. La actividad apicola puede ser una alternativa. El trabajo de
Canini et al. (2009), muestra que las mieles producidas en dreas protegidas italianas
presentaron diferencias en cuanto a su calidad tanto por ausencia de contaminantes
como en sus propiedades nutracéuticas. Caracterizar la miel producida en areas
pertenecientes al SNAP permitiria agregar valor a una actividad que cumple con la ley,
dando una salida laboral al apicultor de la regién. Asimismo, la presencia en el
mercado interno de una miel producida en regiones emblematicas del Uruguay podria
incrementar el consumo interno dando mayor estabilidad al productor. La
importancia social y econédmica de la miel en Uruguay, asi como la diversidad de
suelos y de climas entre regiones a lo largo del afio son una oportunidad para llevar
adelante una investigacidn que permita caracterizar a estas mieles por atributos de

calidad. Este trabajo pretende comenzar una linea de investigacion en este sentido.

1.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Definicion de miel

Seguln la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién la
miel es una “sustancia natural producida por abejas a partir de néctar de flores o
secreciones de partes vivas de plantas o de secreciones de insectos que se alimentan
de partes vivas de plantas, que las abejas recolectan, transforman con el agregado de
sustancias propias, depositan en panales donde las deshidratan y maduran” (FAO,
2001). Las normas europeas agregan que debe de ser de Apis mellifera (Council

directive, 2001). Los EE.UU. tienen un sistema simple que apunta a la calidad del



producto basada en 3 categorias A, B y C en un sistema de puntos. Los puntos se
obtienen por ausencias de defectos, sabor y aromas y claridad. El color de la miel se
define segun la escala Pfound, generando 7 grados de color de Water White a Dark
Amber. Es una escala de observacién visual en un rango de 14 a 140 mm, pero no
otorga puntos. El pardmetro mds importante es la humedad que no puede ser
superior a 20% (miel C) o 18,7 % (A y B). Las normas de EE.UU. varian de estado a
estado, y no tienen la complejidad de las normas europeas ni son obligatorias (USDA,
2019). Tanto la FAO, como las normas europeas establecen una serie de parametros
a medir en miel para su autenticidad. Las normas europeas, mas completas, reflejan
la mayor tradicion cultural en produccién y consumo de miel del viejo continente

(Council Directive, 2001).

1.1.2. Composicién de la miel

La propia definicidon de la miel plantea la complejidad del producto. Dentro de Apis
mellifera, diferentes razas pueden generar mieles diferentes segin las especies
vegetales elegidas. Estas especies su vez son influenciadas por el clima de distintas
maneras. La misma colonia de abejas no producird la misma miel en la misma regién
en diferentes temporadas, incluso por practicas diferentes del mismo apicultor
(White, 1978). Tampoco lo hard con igual flora en ambientes geograficos diferentes,
ya que aun las mismas especies botanicas no generan el mismo néctar en suelos con
propiedades fisicas y quimicas diferentes (Persano Oddo et al., 1995). La misma
especie de abejas no produce mieles con el mismo contenido de minerales en
diferentes regiones, esto dependera de la flora, suelos y el clima de cada regién
(Escuredo et al., 2015). Esta produccion de mieles diferente en distintas regiones
también lo encuentra Biluca et al. (2017) trabajando con apidos de la subfamilia
Meliponidae. Esa complejidad de la miel se evidencia en 181 sustancias diferentes
encontradas en la miel, azlicares, enzimas, vitaminas, compuestos aromaticos, acidos
organicos y aminodacidos (Ouchemoukh et al., 2007). Esta complejidad es mayor aun

si consideramos su contenido de polen en cuanto constituyente normal de la miel



(Anklam, 1998).

1.1.2.1 Parametros fisicoquimicos

El consumidor presta atencién a la calidad de los alimentos que consume y la miel no
es la excepcidon (Major et al., 2011). Se han definido valores para diferentes
pardmetros que inciden en el valor comercial y la aceptacién por parte de
consumidores. Las normas europeas se basan en la mediciéon de pardmetros como
contenido de humedad, contenido de Sacarosa, relacion Glucosa+Fructosa/aztcares
totales, sdlidos insolubles, diastasa, Hidroximetilfurfural (HMF), conductividad
eléctrica y acidez libre. Se establecen limites maximos o minimos y excepciones segun
tipos de miel (floral o no, monoflorales o no). Si bien la miel se percibe como alimento
natural, limpio y saludable, su origen geogréafico o botanico puede incidir en la
aceptacion o no por parte de los consumidores (Bogdanov, 2006). El origen geografico
y botdnico estan unidos a la calidad de la miel y afectan su valor comercial (Fechner
et al., 2016). Es asi que otros andlisis, como el perfil de monosacaridos y el contenido
de minerales, se proponen para determinar con precision el origen botdnico y
geografico de la miel para cumplir con las normas europeas (Anklam, 1998; Persano

Oddo et al., 1995).

Color

Es lo primero que percibe el consumidor, es subjetivo y se asocia a la decision de
consumir. El consumidor por sinestesia puede asociar el color a un aroma o a un sabor
(Aubert y Gonnet, 1983). Es un pardmetro influenciado por el origen botdnico, a través
de taninos y pigmentos vegetales (Fell, 1978), el contenido de minerales, la
temperatura y condiciones de almacenamiento (Bogdanov et al., 2004). El color
determina precios, aunque mieles claras de Citrus sp. 6 acacia (Robinia pseudoacacia)
reciben mejores precios, mieles oscuras son mas apreciadas en Alemania y Austria
(Bogdanov et al., 2004) y doradas oscuras en Irlanda (Murphy et al., 2000). Puede

usarse parametros de color para diferenciar origen botanico. Bettar et al. (2015),



utilizaron el tono del color (Hue, °Hab) entre otros pardmetros para diferenciar dentro
del género Euphorbia las especies E. oficcinarum y E. regis-jubae. Sin embargo, White
(1978) da mayor peso al sabor como elemento para separar mieles frente al color. Si
bien en el sabor intervienen compuestos volatiles que son propios de cada especie en
el color intervienen minerales que también pueden marcar origen geografico o
botdnico.

Las formas de medir el color en miel son utilizando un colorimetro Pfound o basado
en el espacio tridimensional del sistema CIELAB.

El Colorimetro Pfound usado por el United States Departament of Agriculture (Fell,
1978) se basa en una escala en milimetros que se mueve sobre un vidrio con gradiente
de colores ambar. Al obtenerse la equivalencia de colores se lee el movimiento de la
escala en mm, tiene subjetividad del operador, tanto en la apreciacién del color como
en la lectura de la escala.

La medicién objetiva del color utilizando el sistema CIELAB de la Comission
Internationale d’Eclairage (Aubert y Gonnet, 1983), se basa en la lectura de 3
pardmetro del color, luminosidad (L*) con valores de 0 (negro) a 100 (blanco), a* con
valores de +60 a -60, (rojo a verde) y por ultimo la variable b* con valores que van de
+60 a -60 (amarillo a azul). El método mas usado hasta ahora es la escala Pfound a
pesar de ser el CIELAB mas facil de usar y no presenta la subjetividad de la escala
Pfound. En Uruguay se encontrd que la preferencia para consumir miel en Uruguay
estan dentro del rango Ligth Amber y Amber (Gdmbaro et al., 2007) con mieles que
van desde los 26 a los 104 mm Pfound. Corbellay Cozzolino, (2006) muestran un rango
de valores de 37,8 a 99 mm Pfound para diferentes mieles de Uruguay.

pH

La acidez es una caracteristica del sabor. El acido glucénico es el principal acido de la
miel (Stinson et al. 1960), mientras que otros investigadores encontraron otros acidos
como acético, butirico, formico, lactico, oxalico, malico entre otros (White, 1978). El
acido gluconico se forma desde la Glucosa por la accidn de la enzima Glucosa oxidasa

agregada por las abejas. Factores ambientales que afectan al néctar (en su densidad)



y propios cada colonia altera la cantidad de acido producido por lo que las mismas
fuentes florales pueden generar diferentes pH. En su estudio de casi 500 mieles en
EUA, White (1978) presenta un rango de valores de pH de 3,4 a 6,1. Sin embargo, seria
un factor que permitiria discriminar entre diferentes fuentes florales (Persano Oddo
et al., 1995). La acidez generada por la accion de la Glucosa oxidasa asi como las
moléculas de perdxido de hidrégeno que se forman en la reaccidn son responsables
de la alta estabilidad y conservacion del producto miel (Bogdanov et al, 2004; White,
1978). Por el contrario, mieles con pH altos como la miel de Ziziphus spina-cristy (Sidr
honey) de hasta 6,97 (Roshan et al.,, 2017) son usadas en tratamientos contra la
gastroenteritis y otros problemas gastricos (Taha et al., 2015). Trabajando sobre 490
mieles White (1978) encontrd valores de 3,4 a 6,1. En Argentina, 141 mieles de la
provincia de Corrientes dieron valores en el rango de 3,67 a 5,4 de pH (Fechner et al.,
2016). En Brasil 12 mieles de diferentes estados dieron valores entre 3,1 y 4,05
(Azeredo et al., 2003). En Uruguay, sobre 30 muestras de miel, el rango de pH
encontrado por Corbella y Cozzolino (2006) es de 3,0 a 4,2 siendo un pardmetro de
buen poder discriminatorio entre diferentes origenes vegetales. Conocer el pH de la
miel puede orientar sobre sus posibles usos y su estabilidad como producto.
Humedad

La humedad de la miel es una de las variables que controlan tanto las normas
europeas como la norma norteamericana (USDA, 2019). En el caso de las normas
americanas, relacionan la humedad con la capacidad de fermentar en funcién del
numero de esporas de levaduras por gramo y segun la clase de la miel aceptan hasta
un 20 %. Dentro de Estados Unidos la humedad varia entre regiones e incluso entre
estaciones (White, 1978). En el caso de Europa no mas de 20 % o admitiendo
excepciones como en caso de miel de Calluna vulgaris, con no mas de 23 % ( FAO,
2001). Si bien afecta la estabilidad de la miel, no es el Unico factor que interviene y
hay que considerar el pH, en mieles tropicales se llega a humedades de 27 %, con pH
de 3,1 a 3,4 (Jaafar et al., 2012) sin arriesgar la estabilidad. La humedad (H) también

afecta la relacion Glucosa/humedad (G/H), que se toma como indice para determinar



la velocidad de cristalizacion.

Conductividad eléctrica (C. E.)

La medida de la C.E. se presenta en miliSiemens/cm (mS/cm) y como es sensible a la
temperatura se debe acordar a qué temperatura se realizan las mediciones para
estandarizar el método (Bogdanov et al., 2004). Se usa en la determinacién de origen
botanico de la miel principalmente en la diferenciacién (con algunas excepciones) de
mieles florales de mielatos utilizando el valor limite de 0,8 mS/cm. La conductividad
eléctrica de las mieles tiene alta correlacién con el contenido de cenizas, Thrasyvoulou
y Manikis (1995) encuentran valores de r = 0,97 en mieles de Grecia y El-Sohaimy et
al., (2015) encuentra un r =0,99 para mieles de la peninsula arabiga. Determinar la
conductividad eléctrica es un método rapido y barato para identificar mieles florales
de mielatos, y fue incorporado tanto por el Codex alimentarius de la FAO (FAO, 2001)
como por la Comision Europea (El-Sohaimy et al., 2015). En Argentina (Corrientes) se
encontraron en mieles valores de 0,16 a 1,79 mS/cm, los valores mas altos (> a 0,8)
relacionados a colores oscuros estarian asociados a mieles extraflorales (Fechner et
al., 2016). En Uruguay se encontraron valores en mS/cm de 0,8 Eucalyptus spp, 0,49
Baccharis spp, 0,46 Pasturas, 0,41 Citrus, 0,6 multifloral, y 0,99 otras (Corbella y
Cozzolino, 2006). Encontrar diferencias en la conductividad eléctrica podria justificar

posteriores anadlisis de esas mieles para su caracterizacién mas profunda.

1.1.2.2. Parametros nutricionales

Proteina

La proteina en miel esta dada por el contenido de polen, los aminodcidos libres y las
enzimas propias de las abejas (Anklam, 1998). Los principales métodos citados para la
determinacion de proteina son Kjeldahl de la AOAC (El-Sohaimy et al.,, 2015) y
Bradford (Azeredo et al., 2003).

Los valores son bajos y oscilan entre mieles de diferentes origenes, 0,41% a 0,09%
(White, 1978), 0,94% a 0,37% (Ouchemouk et al.,, 2007). Con el proceso de

ultrafiltrado, los valores de proteina bajan un promedio de 55% (Paine et al., 1934).



Bergner y Diemair (1975), con ultrafiltrado encuentran valores de reduccion entre 33
y 45 %. Esto apunta a que el polen sea responsable de un gran porcentaje de la
proteina en miel. Los valores proteicos de los pdlenes son diversos, 14,5% a 41,5% y
dependen del origen botdnico mas que de la regidn, suelos o época del afio (Santos
et al., 2009). La variacion en contenido proteico de la miel podria explicar diferentes
origenes de la miel (EI-Sohaimy et al., 2015). El contenido de proteina y las relaciones
entre aminoacidos y algunos aminoacidos en especial podrian ser indicadores de
regiones geograficas (Anklam, 1998). Contenidos bajos de proteinas podrian indicar
adulteraciones con azucar (Vit Olivier, 1987), por eso la importancia de conocer el
porcentaje normal de cada miel. Encontrar diferencias en proteina entre mieles
podria justificar posteriores analisis con mayor profundidad de sus componentes.
Azucares

Los azucares son los compuestos principales de la miel. Los azucares principales
constituyen el 96 % y son, Fructosa, Glucosa y, en menor medida, Sacarosa (White,
1978). Las normas de calidad establecen limites maximos y minimos y relaciones entre
los azUcares principales de la miel. En el caso de la Sacarosa no debe superar los 15 g
en 100 g de miel y la suma de Glucosa y Fructosa no debe superar los 60 g ni ser menor
a 45 g en 100 de miel, aunque se plantean excepciones (FAO, 2001). Otros azucares
gue han sido reportados en la miel son monosacaridos, trisacaridos y polisacaridos,
destacandose la Maltosa, la Isomaltosa, la Maltotriosa y la Isomaltotriosa (White,
1978). Trabajos mdas recientes reportan pentasacaridos y hexasacaridos
(Ouchemoukh et al., 2010). Ademas de la importancia como prebidticos de algunos
de ellos, (Ouchemoukh, et al., 2010) se estudia su presencia y relaciones en diferentes
mieles para prevenir fraudes (Anklam, 1998). La practica de adulterar con azucar de
otro origen puede ser detectada ya que altera la relacion normal de azlcares de una
miel. La relacion Fructosa/Glucosa (F/G) puede ser utilizada para diferenciar mieles.
Si bien la Fructosa siempre es mayoritaria, en mieles de Taraxacum officinalis y
Brassica napus la relacion es menor a uno. Ademas las relacion F/G y G/H (Humedad)

puede predecir la velocidad de cristalizacién, mayor velocidad a relaciones F/G



menores a 1,11 o relaciones G/H mayores a 2 respectivamente (Escuredo et al., 2014).
El contenido de azucares en la miel depende de las fuentes florales. Por esto el perfil
de azucares puede diferenciar mieles por origen botanico (Barez et al., 2000). Es asi
gue algunos azucares menores pueden ser utilizados como marcadores de origen
botanico. En mieles de origen extrafloral aparecen trisacaridos como Melezitosa y
Rafinosa en mayor concentracion que en mieles florales en donde pueden no
aparecer (Nayik et al., 2015). En el trabajo de Anklam (1998), se mencionan diferentes
formas de determinar azucares, por métodos fisicos, quimicos o enzimaticos. Sin
embargo, muchos azucares de la miel se forman en el proceso de maduracién debido
a las enzimas que agregan las abejas, y contintian cambiando con el tiempo debido a
la accion de esas enzimas (Lazarevic et al., 2017). Esto es natural y serd un proceso
mas o menos rapido en funcidn de la temperatura de almacenamiento. No hay
antecedentes de descripcidn de azucares en mieles de Uruguay y su estudio podria
aportar datos para una caracterizacién mas profunda y una diferenciacion por origen.
Minerales

White (1978) presenta un valor promedio de minerales totales para mieles de EUA,
de 0,17%, pero con variaciones, de 0,02 a 1,03%, siendo el Potasio el principal
macromineral en miel. En Europa se publican valores para mieles europeas de que
van de 0,1 a 0,2 % para mieles florales y mas de 1 % para mielatos, también en estas
mieles el Potasio es mayoritario con porcentajes de 45 a 85 % sobre minerales totales
y con valores maximos en torno a los 5500 mg/kg (Lazarevic et al., 2017). Diferentes
valores para Potasio, Calcio, Sodio y Magnesio se reportan para mieles de diferentes
origenes botanico pero, con pocas excepciones, el Potasio en mayor cantidad
(Liberato et al., 2013). Lo mismo se encuentra en mieles de la peninsula arabiga y de
otras partes del mundo (Algarni et al., 2014). Valores de 0,54 a 0,06 % de cenizas se
encuentran en mieles Argelinas (Ouchemoukh et al., 2007). Los minerales estan
correlacionados con la conductividad eléctrica y el color de la miel. El contenido de
cenizas permite agrupar mieles de distinto origen floral, los mayores valores se ven

en mielatos, en cambio mieles de Citrus sp. y Robinia sp. presentan los menores



valores (Persano Oddo et al., 1995). Varios trabajos apuntan a que algunos minerales
pueden ser marcadores de origen geografico (Palini¢ y Bijeljac, 2014; Lazarevié et al.,
2017). No hay antecedentes de descripcién de minerales en mieles de Uruguay y
obtener informacidon sobre su contenido podria aportar a una diferenciacion por

origen.

1.1.3. Contaminantes

Bogdanov (2006) agrupa los contaminantes de la miel en aquellos de origen ambiental
y aquellos originados por el manejo del apicultor. Dentro de los primeros, no
directamente dependientes del apicultor menciona a los agroquimicos, metales
pesados, organismos genéticamente modificados, bacterias y sustancias radiactivas.
En el caso de los agroquimicos, toda produccién apicola esta sujeta a ser contaminada
desde que los apicultores no son duefios de las decisiones que se toman en torno a
sus apiarios. Investigadores de Uruguay han trabajado para a ajustar técnicas de
deteccion de esos agrotdxicos y mencionan 41 productos diferentes, fungicidas,
insecticidas y herbicidas, (Niell et al., 2013), pero en este trabajo no se incluye el
glifosato. Las exportaciones de miel de Uruguay en el afio 2017 se vieron afectadas
por valores de glifosato que superaron los 0,05 ppm de glifosato (Mendoza, 2018).
Este principio activo se incluye en el grupo de relativamente no téxicos para abejas
(LD50 > 15 pg/abeja), con un valor de 100 pg/abeja, sin embargo aunque la mortalidad
es el principal criterio, se plantea la necesidad de estudiar los efectos subclinicos, ya

qgue la abeja no muere, pero el producto se acumula en la miel (Devillers, 2002).

1.1.4. Origen botanico

En la definicién de la miel se establecen dos posibles origenes, “secreciones de flores
o de partes vivas de vegetales o de insectos que se alimentan de partes vivas”. Esto
genera dos posibles origenes de la miel, floral o extrafloral (mielatos). Para determinar
si una miel es de mielatos se apela a la relaciéon honeydew elements/pollen (HDE/P).

Pero ademas el estudio de estos elementos, esporas e hifas de hongos, a través de su
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taxonomia, puede indicar el origen de esos mielatos (Mura-Mészaros y Magyar, 2017).
Si las mieles son florales, pueden ser monoflorales o multiflorales. Para determinar si
son monoflorales se adopta como criterio que se alcance el 45 % (Maurizio, 1975)
como valor de su principal tipo de polen aunque se acepta que hay excepciones que
deben ser estudiadas (Anklam, 1998). Se utiliza la combinacion de métodos
organolépticos y melisopalinolégicos para asegurar el origen ya que solo la
melisopalinologia no seria suficiente (Persanno-Oddo et al., 1995). Se presentan
trabajos en donde conociendo el origen floral por melisopalinologia se busca
correlacionar con otras variables de mas facil y rapida medicién como pH,
conductividad o contenido de ciertos oligosacdaridos (Stefanini, 1988). Los métodos
palinoldgicos son objetivos y se realizan siguiendo la metodologia propuesta por
Louveaux et al. (1978).

En base a estos antecedentes y a la importancia de generar informacién que permita
caracterizar las mieles de diferentes regiones del Uruguay, esta tesis abordd el estudio
de parametros fisico-quimicos y compuestos nutricionales en mieles de areas
protegidas y no protegidas en dos momentos de cosecha durante un afio,

incorporando un analisis preliminar de contaminantes en las mismas.

1.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1. Hipdtesis

En diferentes zonas fitogeograficas del Uruguay se podrian obtener mieles
diferentes.

En la misma zona se obtendrian mieles diferentes segun la época del aio.
Mieles de areas protegidas presentarian caracteristicas propias y diferentes.

1.2.2. Objetivo general

El objetivo general de esta investigacion fue:

Caracterizar las mieles de Uruguay de diferentes origenes fitogeograficos, por
parametros fisico-quimicos, compuestos nutricionales y contaminantes, en dos fechas
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de cosecha durante un periodo de un afio.

1.2.3. Objetivos especificos

Los objetivos especificos fueron:

-Determinar el color, pH, humedad, conductividad eléctrica, en las mieles de 4
regiones y en dos fechas de cosecha durante un periodo de un afo.

-Determinar el contenido de proteinas, perfil de azlcares (Fructosa, Glucosa,
Sacarosa, Isomaltulosa, Galactosa y Manosa) y contenido de macrominerales (K, Ca,
Mg y Na) en mieles de 4 regiones y en dos fechas de cosecha durante un periodo de
un ano.

-Cuantificar contenido de glifosato en las mieles de 4 regiones y en dos fechas de
cosecha durante un periodo de un aio.

- Determinar el origen botanico de las mieles obtenidas
-Determinar posibles diferencias entre regiones y fechas de cosecha.

A partir de los datos obtenidos, identificar dentro de las variables estudiadas, aquellas
gue puedan ser posibles marcadores de origen geografico.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. LOCALIZACION GEOGRAFICA

Para abarcar lo mas posible la variacidon de paisajes mencionada para Uruguay, se
eligieron puntos diferentes cubriendo los cuatro puntos cardinales. Se trabajé en una
region, Los Cerrillos (Sur) asociada a actividades humanas de produccién
hortifruticola, vifedos y agricultura (cereales y soja), ubicada cerca de la capital,
Montevideo, centro industrial mas grande del pais (30 km). Se eligieron tres regiones
asociadas a dreas protegidas, del SNAP, Quebrada de los Cuervos (Este), Valle del
Lunarejo (Norte) y Esteros de Farrapos (Oeste), Cuadro 1.

Dentro de cada regidn se ubicaron apicultores que se comprometieron a permitir la
extraccion de muestras de miel de 10 colmenas que quedarian fijas en el lugar a lo
largo de un afio, segun diferentes floraciones. Los apiarios seleccionados fueron
georeferenciados con un Sistema de Posicionamiento Global (GPS) (Garmin 12 Olathe,

KS, EUA). La informacion se puede observar en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ubicacion geografica de los apiarios estudiados

Apiarios Coordenadas

Los Cerrillos (Sur) $3435911-W5624712
Quebrada de los Cuervos (Este) $3257943-W 5427273
Valle del Lunarejo (Norte) $3108229-W 5558876
Esteros de Farrapos (Oeste) $3250576-W 5805 135

2.2. CARACTERIZACION FITOGEOGRAFICA

A fin de caracterizar fitogeograficamente la region donde estaban ubicados los
apiarios se determinaron caracteristicas de los suelos como las formaciones
geoldgicas (Bossi, 2001), las Unidades de Suelo (MGAP, 1976) y los Grupos Coneat

(MGAP, 2016) que se presentan en el Cuadro 2.
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A fin de caracterizar la vegetacién en el radio de alcance de vuelo y trabajo de las
abejas, desde cada apiario se recorrié 500 metros en direccién a los cuatro puntos
cardinales (N, S, E y O) y se verifico la flora presente. En el caso de apiario Oeste al
estar en la costa del rio Uruguay se llegd hasta la isla mas cercana al Oeste del apiario.
En Los Cerrillos (Sur), la vegetacion que predominaba fueron praderas artificiales para
la produccién de ganado de carne y leche, actividades horticolas y fruticolas, campos
naturales enmalezados, montes de abrigo de especies de Eucalyptus sp. y montes
riberefios nativos con presencia de especies introducidas.

En la Quebrada de los Cuervos (Este) la vegetacion que predominaba fueron praderas
naturales de uso pastoril con dominancia de gramineas y malezas asociadas, en las
zonas mas bajas montes serranos de alta densidad observandose también forestacion
con Eucalyptus sp.

En el Valle del Lunarejo (Norte) la vegetacion que predominaba fue praderas naturales
de ciclo invernal, dada la poca profundidad de los suelos, con dominancia de
gramineas y compuestas y en las zonas mas bajas asociadas a los valles se puede

encontrar arboles y arbustos nativos.
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Cuadro 2. Formacion geoldgica, Unidades de Suelos y Grupos Coneat (MGAP, 2016)

en cada region.

Regién Formaciones geoldgicas Unidades de  Grupos coneat
suelo

Los Cerrillos (Sur) Libertad, Fray Bentos, Tala Rodriguez ~ 10.8, 10.11
Mercedes, Raigén Ecilda Paullier- 11.9, 10.6b
Aluviones Libertad
sedimentarios

Quebrada de los Polanco, Yerbal, Cerro Sierra Aigua 2.12,2.11a
Cuervos (Este) Espuelitas Sierras de 2.11
Polanco
Valle del Lunarejo Catalanes (Basalto) Masoller 1.24,1.10
(Norte) Tacuarembé (Areniscas) Tacuarembd
Esteros de Farrapos Fray Bentos Banados de 03.10,03.11
(Oeste) Dolores,Bellaco Farrapos, Tres 03.52,07.1
Aluviones Bocas, Islas del
sedimentarios Uruguay, Fray
Bentos

En Esteros de Farrapos (Oeste), predomina la vegetacién de bafados, con plantas
haléfitas, comunidades hidrdfilas en zonas inundables. Estan presentes los montes
nativos asociados a cursos de aguas y también a forestacidon con especies de
Eucalyptus sp., asi como el campo natural en zonas mas bajas pero no inundables y

praderas artificiales para la produccién de ganado de carne y agricultura.

2.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de miel se obtuvieron de colmenas estandar tipo Langshtroh. No se
determind la genética racial de las colonias. Los apicultores no introducen reinas y
permiten la libre fecundaciéon. En Uruguay se encuentran hibridos de Apis mellifera
mellifera, o Apis mellifera ligustica con Apis mellifera scutellata, y ocho diferentes
haplotipos de A. scutellata que fueron identificados en el 80 % de las colmenas del
Uruguay (Branchiccela et al., 2014).

El dia 14 de octubre de 2012, se colocaron, en cada una de las diez colmenas de las
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regiones Sur, Este y Norte 2 medios cuadros Langstroth con ldminas de cera para
asegurar que la miel cosechada fuera producida dentro del periodo del ensayo. No se
pudo acceder a la region Oeste. El 15 de octubre de 2013 se volvieron a colocar
medios cuadros con cera en la regién Norte y en la regidén Oeste, y ya se tenian dos
cosechas en las regiones Sur y Este (Cuadro 3). A lo largo de un afio se monitorearon
los apiarios y se retiraron las muestras cuando en los medios cuadros colocados se
encontraron panales 100 % operculados de ambos lados. Estas muestras consistieron
en 2 trozos de panales de 3 cm x 3 cm x 4 cm (largo, alto, y espesor), de este modo
con una densidad de 1,5 se obtendran 100 g de miel. Los trozos de panal obtenidos
se colocaron en frascos estériles y se mantuvieron en una conservadora a
temperatura ambiente para su transporte hasta el congelador (-20 ¢C) del laboratorio
donde permanecieron hasta realizar los analisis. En total se obtuvieron 66 diferentes
mieles, provenientes de dos fechas de cosecha de las regiones Sur, Este y Norte, y

una de la regién Oeste, como se observa en el Cuadro 3

Cuadro 3. Detalle de las muestras obtenidas por regién y fecha de cosecha.

Regidén Fecha Miel Numero colmenas Numeracion
cosecha muestras

Sur 2012/12/23 Surl 10 1a10
2013/03/13 Sur 2 10 30a39
Este 2013/02/18 Este 1 9* 11a19
2013/05/16 Este 2 7* 40 a 46
Norte 2013/02/19 Norte 1 10 20a29
2013/12/15 Norte 2 10 47 a 56
Oeste 2013/12/22 Oeste 10 57 a 66

*Muerte de colmenas

2.4. CARACTERIZACION CLIMATICA
A fin de caracterizar climaticamente el periodo de produccion de miel se solicito al
Instituto Nacional de Meteorologia (INUMET, Uruguay) los registros de temperatura

maxima, temperatura minima, precipitaciones mensuales y dias con precipitaciones
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mayores a 0,1 mm para el periodo diciembre 2012 hasta diciembre 2013 de las
estaciones meteoroldgicas mas cercana a los apiarios. Si bien la velocidad del viento
es otro factor que afecta la actividad de las abejas, esta informacién no se obtuvo por
no contar con anemdmetro in situ en los apiarios. Los datos suministrados por
INUMET se corresponden a las estaciones meteoroldgicas de Rivera, San José, Treinta
y Tres, Rivera y Fray Bentos para las regiones, Sur, Este, Norte y Oeste
respectivamente. Para cada region fitogeografica y estacion de cosecha se procesaron
los datos meteoroldgicos de dos meses anteriores y los dias del mes de muestreo

hasta cosecha (Cuadro 4).

2.5. VARIABLES DETERMINADAS

Para las diferentes determinaciones se procedid a retirar las muestras del freezer
llevando a temperatura de laboratorio (20 a 22 °C). Una vez logrado se extrajo
manualmente por presion sobre el panal las cantidades en gramos necesarias para
cada analisis. Cuando la muestra se encontrd cristalizada se procedié a sumergir en
agua caliente 40 °C hasta lograr fluidez en la miel. En caso de observar restos de cera
visibles se procedid a retirarlos o a filtrar con malla de 1 mm?. Las variables fisico-
guimicas, nutricionales y palinoldgicas evaluadas en la miel fueron el color, pH,
humedad, conductividad eléctrica, azucares (Fructosa, Glucosa, Sacarosa,
Isomaltulosa, Galactosa y Manosa), proteina, macrominerales (K, Ca, Mg, Na), el
contenido de glifosato y por ultimo el conteo de polen seglin el método propuesto

por Von der Ohe et al. (2004).
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Cuadro 4. Resumen de las condiciones meteoroldgicas

s °*Cméx  °Cmin PP IZC):)a:
Fecha Region °0) °C min °C max °C min. mes de mes de mm PP >
cosecha cosecha  totales
0,1Imm

23/12/12 Sur 22,8 12,5 27,7 14,3 31,1 16,9 538,3 30
18/2/13 Este 36,6 14,4 36,1 10,8 33,2 11,2 660,4 48
19/2/13 Norte 30 18,5 28,6 17,4 32,9 8,8 741 52
13/3/13 Sur 30,5 16,5 34,7 9,1 30,4 8,1 235,2 14
16/5/13 Este 31,4 3,4 28 6 26,8 2,1 202,4 19
15/12/13 Norte 30,8 5,2 31,2 10,2 35 11,2 395,2 18
22/12/13  Oeste 31,9 51 31,8 10,1 36,5 15,2 288,4 26

Datos: Estaciones meteoroldgicas de INUMET
T = temperatura PP = precipitaciones

2.5.1. Color

El color de la miel se determind en la miel liquida y con el fin de eliminar restos de
ceras u otros sélidos extrafios y/o burbujas de aire la miel se centrifugd en una
centrifuga (Thermo Scientific, Sorval ST-16R, EUA) durante 10 min a 3000 rpm. Una
vez centrifugada se llenaron dos cubetas de 4 cm?3, descartables, para
espectrofotometria de 1 cm de ancho (PS, PlastiBrand™, Alemania). Las cubetas
fueron tapadas y colocadas horizontalmente sobre fondo blanco en una mesada
iluminada con tubo de luz fluorescente (T8, 36 W, fria - Philips L24540). El color se
midiod en tres zonas de cada cubeta, en el espacio del color CIELAB con un colorimetro
(Konica Minolta CR-10, Japdn), iluminante D65, dangulo del observador 102 y del
iluminante 82. Se midieron las variables del color luminosidad (L*), a* (+a* rojo, - a*
verde) y b* (+b* amarillo, -b* azul) y se calculé el tono (Hue, 2Hab) y la saturacion

(Croma, C*ab) con las siguientes ecuaciones:

°H.p = arctan (b*/a*)

C*,p = \/ a*Z + b*2

Estas mediciones se realizaron en el Laboratorio de Postcosecha de Frutas y Hortalizas
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de la Facultad de Agronomia (Montevideo, Uruguay).

2.5.2. pH, humedad vy conductividad eléctrica

El pH de la miel se midid en una dilucidon 20 % (m/v), de 4 g de miel en 20 cm?® de agua
desionizada, con un pHmetro JENWAY 3305 (U.K.) a 20 °C de temperatura ambiente.
El contenido de humedad fue medido con un refractdmetro manual ATAGO-MASTER
3 M (58° a 90° Brix), utilizando una gota de miel por colmena. Los datos se expresaron
en porcentaje de humedad (%).

La conductividad eléctrica de la miel se midié en la misma dilucidn realizada para
determinar el pH, utilizando un conductimetro OAKTON CON 10 (USA). Los datos se
expresaron en mS/cm.

Estas determinaciones se hicieron en el Laboratorio de Postcosecha de la Facultad de

Agronomia (Montevideo, Uruguay).

2.5.3. Proteina

El contenido de proteina en las muestras de miel se determind multiplicando el
contenido de nitrégeno por el factor 6,25. El nitrégeno se determind a partir de una
muestra de 1 g de miel a temperatura ambiente por el método Kjeldalh (AOAC, 2005),
utilizando un Tecator Kjeltec System 1002 Distilling Unit (Sweden). Dada la viscosidad
del producto se utilizd como soporte papel de filtro y se hizo un blanco para corregir
los datos obtenidos. Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Calidad de
Alimentos y Calidad de Productos de la Facultad de Agronomia (Montevideo,
Uruguay). Los datos se expresaron en g de proteina cada 100 g de peso fresco de miel

(%).

2.5.4. Azlcares
Los azucares que se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
fueron Fructosa, Glucosa, Sacarosa, Isomaltulosa, Galactosa y Manosa. De cada

muestra se tomo 1g de miel que se agitd con 20 mL de H20 desionizada para
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homogeneizar. La solucién fue filtrada previo a la inyecciéon en el HPLC mediante
filtros de 13 mm didmetro de PVDF y 0,45 micras de tamafio de poro (Merck
Millipore).

Se utilizé un HPLC Prominence, LC-20A series, Shimadzu Corporation (Japdn),
equipado con un detector de indice de refraccion diferencial (RID-20A), bomba para
suministro del solvente integrada con kit para gradiente cuaternario (LC-20AT),
autosampler (SIL-20AC HT), horno para termostatizacién de la columna (CTO-10AS VP)
y unidad de desgaseo (DGU-20A 5R). Para el procesamiento de datos se utilizé el
software LabSolutions. Se utilizé una columna Luna Omega SUGAR 100 A, 3 pm,
250x4,6 mm (Phenomenex, USA) para la separacion, termostatizada a 40 2C. La fase
movil consistié en Acetonitrilo:H20 (80:20) a un flujo de 1 mL min-1. El detector RID
fue termostatizado a 40 2C. El tiempo total de corrida fue de 30 min. La cuantificacion
se llevd a cabo con estandares externos; Fructosa: D(-)-Fructosa (99.9%, Material de
Referencia Certificado, Sigma-Aldrich, USA), Glucosa: D(+) -Glucosa anhidra AR® ACS
(97-102%, Macron Fine Chemicals, USA), Sacarosa: D(+)-Sacarosa (99.5%, Sigma-
Aldrich, USA), Isomaltulosa: Isomaltulose (94.5%, USP Reference Standard, USA),
Galactosa: D(+)-Galactosa (299%, Sigma-Aldrich, USA) y Manosa: D(+)-Manosa (299%,
Sintética, Sigma-Aldrich, USA), generando curvas de calibracidon respectivas para cada
azucar. Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Postcosecha de la Facultad de
Agronomia (Montevideo, Uruguay). Los datos se expresaron en g de azucares en 100
g de miel (%).

2.5.5. Macrominerales

El contenido de Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Sodio (Na) para cada
muestra, se determind por Espectroscopia de Absorcidn Atomica con llama (Ca, Mg)
o emisién (Na, K) con un EAA Perkin Elmer PinAAcle 500 (USA). Una muestra liquida
es aspirada, aerosolizada y quemada en llama para la liberaciéon de los minerales
especificos (Paul et al., 2014). La preparacién de las muestras de miel se realizd segln
Cabrera et al. (2010). Un gramo de miel se llevé a disolucién acida, con HNO3

ultrapuro (1M) y HCl 6 M, en Erlen con dispositivo de trampa de vapor, en plancha
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caliente, durante una hora, y luego es llevado a volumen con H20 destilada, menor a
18 Mohms. Se construyd para cada analito una curva estdndar a partir de soluciones
madre de Ca, Mg, Ky Na de 1000 mg/l Merck (Germany).

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Calidad de Alimentos y Calidad de
Productos y en el Laboratorio de Suelos y Aguas, de la Facultad de Agronomia
(Montevideo, Uruguay). Los datos se expresaron en miligramo de cada mineral en un

kilo de miel (mg/kg).

2.5.6 Glifosato

En las mieles de los apiarios Sur, Norte y Oeste se hicieron dos determinaciones de
glifosato a partir de un minimo de 50 g de miel, en dos muestras compuestas. Se
obtuvieron 10 g por colmena de las colmenas 1 a 5y 6 a 10. En el apiario Este, por la
muerte de colmenas se usaron las colmenas 1 a5y 6 a9 en la primera fechayenla
segunda fecha ya con solo 7 colmenas se tomd solo una muestra como se detalla en
el Cuadro 5. El andlisis se realizod en el Ilaboratorio QS| (Bremen
Deutschland/Germany), mediante LC-MS-MS. Los resultados se expresan en mg/kg

miel (ppm).

Cuadro 5. Constitucion de las muestras compuestas, por fecha de cosecha y region,
para cuantificar el contenido de glifosato.

Fecha Regién Muestras compuestas Colmenas
2012/12/23 Sur 2 la5y6al0
2013/02/18 Este 2 11al15y16a19
2013/02/19 Norte 2 20224y 25a29
2013/03/13 Sur 2 30a34y35a39
2013/05/16 Este 1 40 a 46
2013/12/15 Norte 2 47 a51y52a56
2013/12/22 Oeste 2 57a6ly62a66

2.5.7. Andlisis palinoldgico

Para determinar el origen botanico 20 g de miel de cada muestra se procesaron en
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agua destilada de acuerdo al método de Louveaux et al. (1978). Luego de centrifugar
el residuo se observd en microscopio de 400 aumentos, y se contabilizaron 600 granos
de polen de acuerdo con Von der Ohe et al. (2004), para determinar la abundancia
relativa de cada familia, género o especie seglin la capacidad de identificacidn.
Ademas se determind presencia o ausencia (sin cuantificar) de elementos, honey dew
elements (HDE) que indiquen un origen extrafloral de la miel. Los analisis se llevaron
adelante en el Laboratorio de Palinologia de la Facultad de Ciencias (Montevideo,

Uruguay).

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en color (L*, a*, b*, "Hab y Croma), pH, humedad, conductividad
eléctrica, contenido de proteina, K, Ca, Na, Mg, Fructosa, Glucosa, Sacarosa,
Isomaltulosa, Galactosa y Manosa, de las mieles (Sur 1, Sur 2, Este 1, Este 2, Norte 1,
Norte 2 ), fueron analizados con un ANOVA GLM con efectos principales regién y fecha
de cosecha y cuando correspondié se compararon las medias con el test de Tukey-
Kramer (p < 0,05). La regidn Oeste con solo una fecha de cosecha no se incluyé en este
analisis.

Por otro lado todas las mieles incluyendo regién y fecha de cosecha se analizaron con
un ANOVA simple y las diferencias de media por el test de Tukey-Kramer (p < 0,05).Se
asumio la homogeneidad de varianzas y la distribucion normal de las variables
analizadas.

Se utilizaron, ademas, dos herramientas de analisis multivariado: un analisis de
conglomerados (dendrograma) para evaluar la similitud de color de todas las
muestras obtenidas. Las 66 muestras se agruparon mediante un dendograma,
realizado con la distancia Euclidiana y el método de agrupamiento de Ward. Los
indices para la construccion del dendograma se calcularon tomando en cuenta todas
las variables del color (L*,a*,b* °Hab y C*ab). Por otro lado se usd el analisis de
componentes principales (ACP) para buscar posibles asociaciones entre variables

fisicoquimicas y nutricionales con los distintos tipos de miel y/o regiones. Se realizaron
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tres Analisis de Componentes Principales (ACP).

En el primer ACP se utilizaron las siete mieles obtenidas como criterio de clasificacién
y todas las variables analizadas menos las relaciones que fueron calculadas (F/G, G/H,
y minerales totales). De las variables del color se utilizé solamente L*. Tampoco se
utilizé la humedad considerando que ésta mds que un atributo de la regidn es un
efecto afio. En el segundo ACP se utilizaron como criterio de clasificacion aquellas
muestras con porcentajes de polen superior a 45 % (criterio de monofloralidad) y solo
los minerales y azUcares analizados. En un tercer ACP se analizaron las distancias entre
regiones para las mismas variables. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el

programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2015).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 66 muestras de 7 fechas diferentes en las cuatro regiones
como se muestra en el Cuadro 3. La ausencia de algunas muestras (Este) se explica
por la muerte de colmenas en el apiario lo que se relaciona a la ausencia de
tratamientos sanitarios de las colmenas. El productor realiza una apicultura libre de
toda aplicacidn, incluso de productos orgdnicos. La ausencia de una cosecha de fines
de 2012 o temprano en 2013 en el Oeste se debid al exceso de precipitaciones en todo
el pais durante el periodo de la primera cosecha (Cuadro 4) que, por un lado
imposibilitaron la instalacidn del apiario en las margenes del rio Uruguay y por otro

estropearon la floracién.

3.1. COLOR

Se analizaron las variables L* a* y b* y se calcularon el tono (2Hab) y saturacién del
color (C*ab) de las 7 mieles cuyos resultados se presentan en el Cuadro 6. Se
encontraron mieles diferentes entre si en las distintas variables de color medidas y
con una variacién grande, incluso entre colmenas de una misma regién y fecha de
cosecha y apreciables a simple vista (Figura 1). Las mieles de Uruguay analizadas por
Gambaro et al. (2007) fueron menos luminosas (L* de 31,7 a 35) y presentaron
menores variaciones en los pardmetros a* y b* (de -2,3 a 0,8 y de 8,7 a 11,8
respectivamente), que las analizadas en nuestro trabajo (Cuadro 6). La menor
cantidad de muestras (30), la menor diversidad botdnica (7 origenes botanicos), la
forma de obtencion de las mieles analizadas (muestras de apicultores) y la
temperatura a la cual se mantuvieron las muestras (ambiente) podrian explicar las
diferencias obtenidas en el trabajo precedente realizado en Uruguay. En el presente
trabajo, un mayor nimero de muestras, la forma de extraer la muestra y su posterior

tratamiento aseguran la validez de los resultados obtenidos.
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Figura 1 Foto de las 66 muestras obtenidas ordenadas por fecha de cosecha de arriba

a abajo Sur 1, Este 1, Norte 1, Sur 2, Este 2, Norte 2 y Oeste.

El trabajo de Corbella y Cozzolino (2006), que también analizd color de mieles de
Uruguay, presenté valores en mm Pfound de 37 a 90, similar a los resultados de
Gambaro et al. (2007) quienes obtuvieron valores en mm Pfound de 31 a 104. Para
ambos autores los colores estarian dentro de las categorias; White, Extra Ligth Amber,
Ligth Ambery Amber (USDA, 2019). La luminosidad del color de las mieles tuvo valores
de 39,0 a 52,0, correspondiéndole a la miel mas oscura y mas clara respectivamente,
ambas obtenidas en el apiario Norte. El tono del color de las mieles fue de 75,30 a
50,4 2Hab indicando rango de tono amarillo anaranjado a anaranjado y saturacién del
color de media (34, 9) a baja (19,9). Si bien son métodos diferentes que permiten
determinar el color en la miel, los valores obtenidos se podrian asociar a las categorias
Pfound mencionadas en los trabajos de Corbella y Cozzolino (2006) y Gdmbaro et al.

(2007), como se aprecia en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Color expresado como L* (luminosidad), a* (rojizo), b*(amarillento), 2Hab
(tono) y C*ab (saturacién) de las mieles de 4 regiones fitogeograficas; Sur (S), Este (E),
Norte (N) y Oeste(O) en dos fechas de cosecha (1,2; excepto para Oeste que hay solo

una fecha, 1).

Region Sur Este Norte Oeste
Fecha 1 2 1 2 1 2 1
Color

42,9 +
L* 05 445+0,4 499+1,8 44,2+0,8 52,0%2,2 39,0£0,6 47,5+ 10,3
! bc ab bc a c abc
bc
12,7
" 12,4+0,4 6,8+0,9 8,1+0,7 7,4+1,6 11,8+0,4 89+1,1
a 0,5
. a bc ab abc
15,3 +
16,9+0,8 26,3+2,7 17,5+1,7 188+1,6 24,1+0,8 33,6 £0,5
b* 0,6
q d b d cd bc a
50,4 +
R 535+16 72,4+48 651+2,1 686+51 63,7+1,0 75,3+1,8
Hab 1,3
. bc a ab a ab a
19,9+
" 21,1+0,7 27,7+2,2 193+1,7 209+14 268+083 349+0,6
C*ab 0,7
c b c c b a
c
Efectos L* a* b* °Hab C*
principales
* %k
Region p < 0,02 p < 0,0001 p < 0,0002 p <0,0001 p <0,013
E>S S>N>E Ey N>S Ey N>S N>S
E=N=S N=E=S
Fecha p < 0,0001 p < 0,006 p < 0,0004 n.s. p < 0,0001

Media * desvio estandar de la media. Los datos de cada variable del color se
analizaron por ANOVA GLM, con efectos principales regién y fecha para las regiones
Sur, Este y Norte (p<0.05). n.s no significativo

Como la zona Oeste no tiene 2 fechas, también se analizaron todas las mieles con un
ANOVA una via y post hoc Test de Tukey-Kramer (p<0.05), cuyas diferencias
significativas se representan en cada fila por diferentes letras, a,b,c,d.

Para explicar las diferencias de color entre muestras de una misma regién y fecha se
utilizd un andlisis de conglomerados que permitié determinar la homogeneidad o no

dentro de cada regién y fecha. Como se observa en la Figura 2 fue posible agrupar
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muestras de las regiones Sur y Oeste en cambio en el Este y Norte las muestras

presentan mayor variabilidad.
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Figura 2. Dendograma a partir de las variables de color, de las 66 muestras de miel
numeradas de 1 a 66. Surl, 1 a 10, Este 1, 11 a 19, Norte 1, 20 a 29, Sur 2, 30 a 39,
Este 2,40 a 46, Norte 2,47 a 56 y Oeste 57 a 66. Se utilizé la distancia Euclidia dentro
del método de Ward y se pidio la agrupacién en 4 grupos (colores, rojo, verde, amarillo
y azul). indice de correlacién cofenética 0,743.

Las dos mieles del sur (Sur 1y Sur 2) muestran similitud entre las muestras (1a 10y

30 a 39). Ambos grupos de muestras de ubican en el mismo grupo del dendograma.
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La otra miel que resulté ser homogénea es la del Oeste (muestras de 57 a 66). Las
otras mieles presentan muestras que visualmente difieren entre si (Figura 2). La miel
Norte 2 también seria muy homogénea con 9 muestras dentro del verde exceptuando
la muestra 47. Las diferencias o similitudes encontradas las podemos intentar explicar
por dos factores, la composicidon botanica de las mieles y los suelos que afectan esa
flora. En el caso de Sur 1 todas las muestras tienen bajos porcentajes de todos los
polenes presentes (homogéneamente heterogéneas), por lo que ninguno puede
incidir mds que otros. En el caso de Sur 2 son mieles monoflorales (gran
homogeneidad) excepto la muestra 31 (44,8% de polen de Lotus sp.) muy cerca del
45 % necesario, (ver Cuadro 1 de Anexos). La muestra 47 de Norte 2, se caracterizo
por contener un 80% de polen de Myrcianthes sp. y 2,3 % de Lithraea brasiliensis o
gue la alejaria botanicamente del resto de las muestras de la miel Norte 2, (Figura 2y
Cuadro 3 de Anexos). Del mismo modo las diferencias encontradas entre mieles de
una misma regién podrian explicarse por una mayor heterogeneidad en el origen
botanico (Norte 1y Norte 2), por diferentes porcentajes de composicién botanica aun
dentro de una relativa homogeneidad (Este 1 y Este 2) o por diferentes aportes
minerales de los diferentes grupos de suelos que son mas heterogéneos en el Norte
qgue en el Sur (ver Cuadro 2). El contenido y cantidad de diferentes minerales en
distintos suelos y pigmentos de origen vegetal (ver Cuadro 7), también pueden incidir
en las diferencias, asi como las caracteristicas genéticas y de desarrollo poblacional

de las distintas colmenas.

29



Cuadro 7. Resumen de numero de especies encontradas por regién y detalle de

especies exclusivas en cada region para cada miel.

Sur
Especies totales/Fecha

Exclusivas/Fecha

Totales region

Este
Especies totales/Fecha
Exclusivas/Fecha

Totales region
Norte

Especies totales/Fecha
Exclusivas/Fecha

Totales regién
Oeste

Especies totales/Fecha
Exclusivas/Fecha

Totales region

3.2.pH

Surl
24
14

28

Este 1
13

0

14

Norte 1

19
10
20

Oeste

15

15

Sur 2
14
4

Este 2

14

Norte 2

10

Exclusivas de la region Sur

Brassicaceae, Oxalis sp,
Glycine max, Xylosma
tweedianum, Scutia
buxifolia, Discaria
americana, Trifolium
repens, Ammi visnaga.

Exclusivas de la region Este

Lonicera japonica

Exclusivas de la region
Norte

Iridaceae, Manihot
grahamii

Exclusivas de la regidn
Oeste

Rosaceae, Pinus sp.y
Parkinsonia aculeata

El rango de valores hallados se encuentra entre 3,36 y 4,23 (Cuadro 8) y se presentan

ordenados cronoldgicamente (Figura 3). También en esta variable se encontraron

diferencias entre mieles y también se ven diferencias en la regidon Norte entre fechas

gue se podrian explicar del mismo modo. Los valores obtenidos se encuentran dentro

de los reportados por White (1978) excepto en el Norte primer periodo con un valor

mas bajo de 3,36. Si se consideran los valores obtenidos por Jaafar et al. (2012) en el
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rango de 3,1 a 3,5 para mieles tropicales, y los valores de 3,5 a 4,43 de Ouchemoukh
et al. (2007) para mieles mediterraneas, nuestras mieles, estarian dentro de los
valores reportados en el mundo. Se obtuvieron valores similares a los reportados por
Corbella y Cozzolino (2006) de 3,0 a 4,3 en mieles de Uruguay. Los valores de pH
encontrados, sobre el limite inferior de los valores reportados en el mundo, colaboran
con una mayor estabilidad y conservacion de las mieles analizadas. Son mieles acidas,
no como las mieles de Ziziphus spina christi recomedadas para tratamientos de

Ulceras gastricas (Taha et al., 2015)ya que estas rondan en pH de 4,8 a 6,97 (Roshan

et al. 2017).

Figura 3. Boxplot de valores de pH por fecha y region. 3,36 valor de la media de pH de
la region Norte primer fecha de cosecha. Lineas rojas, valores maximos y minimos

reportados por White (1978)
3.3. HUMEDAD

Los valores encontrados no tienen grandes diferencias entre si (Cuadro 8). La

dispersién de los valores es menor a otras variables (Figura 4). Se registra un valor
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minimo de 19,5 % (Norte segunda fecha) y un valor maximo de 20,4 % (Sur segunda
fecha). Los valores obtenidos son ligeramente superiores a 20 %. Este valor es superior
al limite que establece la norma europea y mayor aun al 18,7 % de las normas
norteamericanas (USDA, 2019). Sin embargo, la misma norma acepta excepciones por
ejemplo la miel de Calluna vulgaris que se acepta con 23%. También se aceptan
valores mayores de humedad para mieles de clima particulares por ej. mieles
tropicales. Valores de mas de 25 % se reportan para mieles de Malasia en un contexto
de clima tropical hiumedo (Jaafar et al., 2012). El registro climatico de los momentos
de cosecha muestra registros pluviométricos por encima del promedio en todas las
regiones y estaciones, lejos de los 950 mm anuales citados por Corbella y Cozzolino
(2006) que obtuvieron valores de 16 a 18 % de humedad para las mieles uruguayas
gue analizaron. El clima de Uruguay que se caracteriza por su irregularidad en cuanto
a precipitaciones y temperaturas provocaria diferencias en el contenido de humedad
de las mieles entre temporadas. De hecho, la explicacion de solo una cosecha en una
periodo de la regidn Oeste es por exceso de lluvias. Dado la gran variacion de las
precipitaciones que caracterizan el clima de Uruguay podria ser mas importante el

efecto afno en esta variable que el efecto especie botanica o region.
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Figura 4. Boxplot de valores de humedad en porcentaje, por fecha y regién. Linea roja
limite de humedad aceptado por normas europeas (20 %). En rojo medias que pasan

dicho limite en negro medias iguales o inferiores al limite.

3.4. CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (C.E.)

Se encontraron valores por encima del limite de las normas europeas de 0,8 mS/cm
(Cuadro 8, encontrando el maximo en la primeras fecha de la regién Sur (0,93 mS/cm)
y el minimo en la primera fecha de la regiéon Norte (0,41 mS/cm). Considerando el
limite de las normas europeas, cuatro grupos analizados serian catalogados como
mielatos (Figura 5). Sin embargo, el andlisis polinico de esas mieles (ver cuadros 1, 2,3
y 4 anexos), determina su origen floral, monoflorales muchas de ellas. De hecho, en

el apiario Sur mieles del primer periodo, solo 3 de 10 muestras presentan algun
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elemento de honey dew elements (HDE). Estos valores altos se reportan por Fechner
et al., (2016) en mieles de Corrientes (Argentina) aunque lo atribuyen a posibles
mielatos. Este pardmetro esta muy relacionado a la cantidad de minerales que en las
mieles analizadas muestran valores por encima de las medias mundiales. Dado los
diferentes materiales geoldgicos que originan los suelos del pais, y los contenidos
minerales encontrados, se deberia de considerar si el limite europeo es aplicable

localmente para separar mieles de mielatos.

Cuadro 8. Variables fisicoquimicas, CE, pH y Humedad de las mieles de cuatro regiones
fitogeograficas; Sur (S), Este (E), Norte (N) y Oeste(O) en dos fechas de cosecha

durante un afo.

Regiones Sur Este Norte Oeste
Fechas 1 2 1 2 1 2 1
Variables
4,18+0,02 3,66+0,07 3,96+0,02 3,85+0,18 3,36+0,03 4,23+0,1 3,79+0,05
pH
a bc ab ab c a b

20,3+0,1 20,4+0,2 20,2+0,2 20,3+0,1 20,0+0,2 19,5+0,2 20,0+0,2
ab a ab ab ab b ab

Humedad %

0,93+0,12 0,65+0,14 0,82+0,09 0,86+0,1 0,41+0,16 0,92+0,11 0,80+0,38

C.E. mS/cm
a bc ab ab c a ab
Efectos principales ** pH Humedad C.E
Region n.s p <0,0047 p < 0,0002
' Sy N>E EyS>N
Fecha p< 0,0001 n.s p< 0,0001

Media + desvio estandar de la media. **Los datos de cada variable se analizaron por
ANOVA GLM, con efectos principales regidn y fecha para las regiones Sur, Este y
Norte (p<0,05). n.s no significativo.

Como la zona Oeste no tiene 2 fechas, también se analizaron todas las mieles con un
ANOVA una via y post hoc Test de Tukey-Kramer (p<0,05), cuyas diferencias

significativas se representan en cada fila por diferentes letras, a,b,c,d.
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Figura 5. Boxplot de valores de conductividad eléctrica en miliS/cm, por fecha y
region. Linea roja separacién entre mieles florales y mielatos aceptado por normas

europeas (0,8 mS/cm). En rojo medias que pasan dicho limite.

3.5 CONTENIDO PROTEINA

El contenido de proteina en las mieles estudiadas varié de 0,25 %, Norte segunda
fecha a 0,55 %, Norte primer fecha (Cuadro 9). En el Sur y en el Este donde también
hubo dos cosechas las diferencias no fueron significativas. Esto se puede explicar
entre otros motivos por las diferencias en la composicion floristica. La variacion de
contenidos polinicos en la flora de cada regién y los diferentes suelos asociados a
dicha flora podrian incidir en los resultados obtenidos. Esto se corresponde con el
trabajo de Santos et al. (2009) que encontraron analizando el polen de 25 especies en

Uruguay una variacién de proteina cruda entre 14 a 41 %. Incluso con pdlenes de las
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mismas especies la proteina puede variar por efecto fertilidad o clima. Invernizzi et al.
(2011) reporta que la misma especie de Eucalyptus sp. varia el contenido proteico de
su polen en la misma regidn en funcién del tiempo. El contenido de proteina es similar
al citado por White (1978), como promedio, 0,4%. Pero superiores al mayor valor
encontrado en mieles brasilefias, 0,22 %, reportado por Azeredo et al. (2003) para

mieles de Borrelia verticilata (Figura 6).

Cuadro 9. Contenido de proteina (g/100 g de miel) de las mieles de cuatro regiones

fitogeograficas; Sur (S), Este (E), Norte (N) y Oeste(O), en dos fechas de cosecha.

Regiones Sur Este Norte Oeste
Fechas 1 2 1 2 1 2 1
Variables
0,49+0,05 0,45+0,02 0,36+0,03 0,33+0,02 0,55+0,03 0,33+0,02
Proteina % 0,54 +0,02a
a ab bc bc a bc

Efectos principales ** Proteina

Regidn p <0,0009

Sur = Norte > Este = Norte
Fecha p <0,0001

Mediat desvio estdndar de la media. **Los datos de proteina se analizaron por
ANOVA GLM, con efectos principales regién y fecha para las regiones Sur, Este y Norte
(p<0,05). Como lazona Oeste no tiene 2 fechas, también se analizaron todas las mieles
con un ANOVA una via y post hoc Test de Tukey-Kramer (p<0,05), cuyas diferencias

significativas se representan en cada fila por diferentes letras, a,b,c,d.
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Figura 6. Boxplot de valores de proteina cruda en porcentaje, por fecha y regién. Linea
roja valor maximo de proteina reportado en mieles de Erica arborea (Ouchemoukh et
al, 2007), linea negra valores promedios reportados por White (1978), linea azul valor

de proteina en mieles de Borrelia verticilata (Azeredo et al, 2003).

3.6 AZUCARES

Los contenidos porcentuales de azucar obtenidos se presentan en el cuadro 10.
Ademas de los azucares principales Fructosa (F) y Glucosa (G) se presentan los cuatro
azucares minoritarios que se pudieron cuantificar dentro de tiempo de corrida con los
estandares disponibles, Sacarosa, Isomaltulosa, Galactosa y Manosa vy las relaciones
F/Gy G/H.

Seraglio et al. (2019) presenta una revisidon de 10 autores de 117 muestras de mieles

de Europa, Brasil e India y reporta valores medios para Fructosa de 28,2 a 43,3 %, para
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Glucosa de 21,7 a 37,7 % y para Sacarosa de menos de 0,1 a 1,8 %. Nayik et al. (2015)
cita para 37 muestras de 4 origenes vegetales diferentes, valores de 36 a 40 % para
Fructosa, de 30 a 34 % para Glucosa y de 1,05 a 1,4 % para Sacarosa. Las mieles
analizadas en este trabajo se encuentran dentro de estos rangos. Incluso el valor de
Sacarosa para la regién Oeste esta dentro del 5 % que se acepta como limite segun las
normas europeas. Barez et al. (2000), Ohmenhaeuser et al. (2013), Nayik et al (2015),
Tomas et al. (2017), Pascual-Maté et al. (2019), y Seraglio et al. (2019) dan cuenta de
19 azucares (Celobiosa, Palatinosa, Xilosa, Maltosa, Isomaltosa, Trehalosa, Raffinosa,
Maltotriosa, Melezitosa, Maltotetraosa, Erlosa, Melibiosa, Turanosa, Gentobiosa,
Isomaltotriosa, Maltulosa Arabinosa, Rhamnosa y Panosa). No se reportan en estos
trabajos 2 de los azlUcares minoritarios encontrados en las muestras analizadas
(Galactosa y Manosa) por lo que no podemos comparar las cantidades obtenidas.
Barez et al. (2000) reporta, en 60 muestras de miel de Espafia, rangos de Palatinosa
de 0,09 a 0,50 %. Segun Sawale et al. (2017) Palatinosa e Isomaltulosa son sinénimos,
y es un azucar que aparece naturalmente en la miel y en su trabajo destaca las
propiedades de este azucar por ser no cariogénico y por su digestibilidad lenta. Es un
azUcar que podria sustituir a la Sacarosa con efectos positivos. Los valores reportados
por Sawale et al. (2017) son menores a los encontrados en este trabajo para la
Isomaltulosa en todas las regiones y fechas. Ohmenhaeuser et al. (2013), utiliza
estandares de Manosa y de Galactosa para analizar 328 mieles de diversos origenes
geograficos y de diversas fuentes florales monoflorales o multiflorales y de diferentes
mielatos, no reporta Manosa ni Galactosa. Ni et al. (2016) trabajando con muestras
de mielatos y de néctar encuentra contenidos diferentes de azlcares diferentes
incluso cuando usa néctar del mismo género, Sesamun sp., pero de especies
diferentes. Tanto Galactosa como Manosa asociadas a las regiones Oeste y Sur
respectivamente se deberian de seguir estudiando para determinar su utilidad como
marcador de origen y estudiar su relacién con especies vegetales, Eucaliptus sp. y
Echium plantagineum respectivamente (Figuras 7 y 8).

Con respecto a las relaciones F/G y G/H encontradas, hay algunas diferencias entre
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mieles pero encontramos rangos que explicarian una velocidad de cristalizacién

media (Escuredo et al., 2014).
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Cuadro 10 Contenido en % de; Fructosa, Glucosa, Sacarosa, Isomaltulosa, Galactosa,
Manosa y relacion F/G y G/H de las mieles de cuatro regiones fitogeograficas; Sur (S),

Este (E), Norte (N) y Oeste(O).

Regiones Sur Este Norte Oeste
Fechas 1 2 1 2 1 2 1

Variables %

3580+ 3731+ 3859+ 39,02+ 37,67+ 3466+ 33,98+

Fructosa (F) 0,98 0,84 2,14 1,72 0,38 1,00 2,76
bc ab a a ab c c
29,70 £ 30,31+ 33,44+ 32,22 31,25+ 29,13 28,64
Glucosa (G) 1,27 0,90 2,50 1,48 2,30 0,74 1,69
cd bcd a ab abc bc c
0,80+0,720,08 +0,070,60 +0,360,23 £0,241,71£2,101,28 £0,773,82 £ 2,35
Sacarosa (S)
b b b b b b a
2,26 +
2,14+0,182,03+0,190,75+0,600,74+£0,411,53 £ 0,39 1,27 +0,34
Isomaltulosa (l) 0,16
a a c c b a b
+
0,04 +0,080,01+0,010,05+0,140,01 £0,030,14+0,33 2/47+2,13
Galactosa (Gal) DLC a
b b b b b
0,81+0,280,23 +0,230,02 +0,050,01 £0,010,01 £0,010,07 £0,090,04 £ 0,08
Manosa (M)
a b bc c c bc bc
1,21+0,031,23+0,021,16 £0,041,21 £0,021,21+£0,041,19+0,021,19+£ 0,04
F/G
ab a C ab ab abc abc
1,47 £0,081,49+0,061,65+0,131,58+0,071,57+0,161,50+0,041,44 +0,13
G/H
b b a ab b ab b
Efectos
principales F G S I Gal M F/G G/H

* %

Region p <0,0001 p <0,0001 p<0,0021 p <0,0001 n.s p <0,0001 p<0,0012 p <0,0009
E>SyN E>SN N>SyE SN>E S>EyYyN S>NyE E>NyS
Fecha p<0,0003 p<0,0197 n.s p <0,0004 n.s p <0,0001 p <0,0006 n.s

Medias * desvio estandar de la media. Los datos de cada variable se analizaron por
ANOVA GLM, con efectos principales regidn y fecha para las regiones Sur, Este y
Norte (p<0.05). n.s no significativo. DLC debajo del limite de cuantificacion.

Como la zona Oeste no tiene 2 fechas, también se analizaron todas las mieles con un
ANOVA una via y post hoc Test de Tukey-Kramer (p<0.05), cuyas diferencias

significativas se representan en cada fila por diferentes letras, a,b,c,d.
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Figura 7. Boxplot de valores de Galactosa en porcentaje, por fecha y regién. Sobre

cada grupo los valores promedios de porcentaje de polen de Eucalyptus sp.
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Figura 8. Boxplot de valores de Manosa en porcentaje, por fecha y region. Sobre los
grupos Sur 1y 2 y Norte 2, los valores promedios de porcentaje de polen de Echium

plantagineum.

3.7 MINERALES

En el cuadro 11 se resumen los valores hallados para los contenidos de Potasio, Calcio,
Magnesio Sodio y la suma de estos minerales. Se debe considerar que no se analizaron
Fosforo (P) ni Azufre (S) y que en este total tampoco se incluyen los microminerales,

al comparar con resultados de cenizas que dan otros autores.
Cuadro 11. Contenido de Potasio, Calcio, Magnesio Sodio y total en miel de cuatro

regiones fitogeograficas;Sur (S), Este (E), Norte (N) y Oeste(O).

Regiones Sur Este Oeste
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Norte

Fechas 1 2 1 2 1 2 1
mg/kg
3462 1925+ 2387 2663 + 1374 £ 3150 + 2581+
Potasio +221 187 128 167 260 490

a bc abc ab c ab

105+9 142 + 295+ 257+25 99+7 33+4 89+13

Calcio b 10 34 a bc c bc
b a
53+2 312 127 +8 142 £5 43 +7 292 96+ 22
Magnesio b b 3 3 b b 3
171 + 131+ 87+ 88 64 + 111+£31 82+
Sodio 57 70 28 30 43 abc 41
a ab bc bc c bc
3795+ 2247 + 2899 + 3156 1583 + 3327 2849 +
Minerales totales 748 677 340 400 867 485 1695
(a)
a a ab ab c ab abc
. Efectos Potasio Calcio Magnesio Sodio Minerales
principales ** totales
Regidn s p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p < 0,0077
g ' E>S>N E>SyN S>NyE E>SyN
Fecha p <0,0001 p <0,0148 p <0,0013 n.s p < 0,0001

Media + desvio estandar de la media. (a) Minerales totales es la suma de todos los
minerales medidos en cada muestra.

Los datos de cada variable se analizaron por ANOVA GLM, con efectos principales
region y fecha para las regiones Sur, Este y Norte (p<0.05). n.s no significativo.

Como la zona Oeste no tiene 2 fechas, también se analizaron todas las mieles con un
ANOVA una via y post hoc Test de Tukey-Kramer (p<0.05), cuyas diferencias

significativas se representan en cada fila por diferentes letras, a,b,c,d.

En cuanto a minerales totales solo la miel de la regién Norte en la primer fecha (1374
mg/kg) registra un valor menor y diferente al resto de las mieles. Pero se encuentra
dentro de los limites que plantea Lazarevic¢ (2017) para las mieles florales y por encima

de los valores de cenizas totales minimos que reporta Ouchemouck (2007). El maximo
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se registra en el Sur primera fecha (3795 mg/kg), y se podria asociar a suelos con
origenes geoldgicos que otorgan mayor contenido mineral. Sin embargo la variacion
observada en la region Sur entre las fechas 1 y 2 podria explicarse por las diferencias
botanicas. En el Norte ademas de las diferencias botanicas, los suelos menos fértiles

de la zona alta (Basalto superficial) explicarian las diferencia.

3.7.1. Contenido de Potasio

Como encuentran otros investigadores (Liberato et al., 2013, Algarni,et al., 2014,
Lazarevi¢ et al., 2017) en miel, también en estas mieles el Potasio es el mineral
predominante con valores en la relacion K/Ca + Mg + Na de 4 a 18. El Potasio supera
en mucho la media de 742 mg/kg citada por Solayman et al. (2016). En mieles de otros
apidos (Meliponas) también aparece como mineral dominante (Biluca et al., 2017).
Los suelos del Uruguay presentan contenidos variables de K asociado al contenido de
arcillas y los minerales que originan el suelo (Hernandez, 1983). De todos modos los
cultivos de cada regidn, la intensidad con que se practiquen y las practicas de
fertilizacion quimica con este nutriente puede alterar el contenido original de los
suelos. Las diferencias encontradas se pueden explicar por las diferentes fuentes
florales exploradas. Rajs et al. (2017) encuentran que en mieles del mismo origen
botanico, el K (como Mg y el P) es un elemento que varia mucho y lo explican por

variaciones estacionales o regionales que afectan la produccion de néctar.

3.7.2. Calcio y Magnesio

El contenido maximo de Calcio fue de 295 mg/ kg (Este primera fecha) y el minimo de
33 mg/kg en el Norte (segunda fecha), regidén con suelos acidos (Figura 9). Los valores
encontrados en el Este son superiores a la media citada por Solayman et al. (2016) de
84 mg/kg quien cita ademas un maximo de 218 mg/kg de una revision de trabajos de
1999 a 2014 de mas de 30 autores. Liberato et al. (2013) en Brasil de 22 mieles

analizadas presenta una media de 62 mg/kg. De estas, una sola muestra presenta un
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valor de 304 mg/kg. Lazarevic et al. (2017) en Europa presenta solo 4 valores de Calcio
superiores a la media de la regiéon Este en 950 mieles analizadas en 14 paises
europeos. También en la segunda fecha del Este se encuentra el mayor valor medio
de Magnesio (142 mg/kg). Este valor es superior a la media de Magnesio citada por
Solayman et al. (2016), de 74 mg/kg aunque este autor encuentra una gran variacion
en los datos con un maximo de 500 mg/kg. Liberato et al. (2013) presenta un maximo
de 28 mg/kg y Lazarevic et al. (2017) un solo valor (171 mg/kg) que supera la media
de Magnesio de la region Este. En esta region el contenido de Calcio y Magnesio se
podria explicar por el aporte de la formacién Polanco en cuanto a calizas (Gaucher,
2014), el mismo autor sefiala en la regién, aguas bicarbonatadas con contenidos de
300 mg/L de residuos sélidos y bajos contenidos de sodio. Hay en esa region varias
canteras de calizas, ver figura 4 en anexos. El contenido de Calcio podria ser un
elemento de marcador de origen geografico. En cambio Rajs et al. (2017) afirman que,
Potasio, Magnesio y Fdsforo presentan mayores variaciones interanuales y lo
atribuyen a variaciones en las condiciones de los vegetales y su produccién de néctar.
A pesar que no hay diferencias en los valores de Magnesio entre fechas en el Este,
tampoco las hay con la regidn Oeste, que ademas presenta una gran variacién. Se
deberia de profundizar en el estudio del Magnesio antes de poder relacionarlo con

una regiéon determinada.
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Figura 9. Boxplot de valores de Calcio en mg/kg, por fecha y region. Linea roja, valor
maximo reportado por Lazarevi¢ et al, 2017, linea negra valor medio de regién Este,

linea azul valor medio otras regiones.

3.7.3 Sodio

En la regidn Sur en ambas fechas, se observé un contenido mayor de Sodio 171y 131
mg/kg (Figura 10), pero sin diferencias con el Norte segunda fecha y el Oeste (Cuadro
11). Lazarevi¢ et al. (2017) reporta un valor igual a 171 mg/kg para una miel rumana
(media de contenido de Sodio en el Sur primera fecha) y otro también en Rumania de
229 mg/kg. Liberato et al. (2013) reporta un valor maximo de 47 mg/kg en Brasil y
Solayman et al. (2016) un valor medio de 96 mg/kg con un maximo de 236 mg/kg. La

cercania al mar del apiario Sur (30 km), la ausencia de barreras a los vientos del Sur
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provenientes desde el Rio de la Plata, podrian explicar los valores encontrados. En ese
sentido el Sodio podria considerarse un “contaminante” mas, que llega por el aire
como en el caso de metales pesados o moléculas de pesticidas (Porrini 2002;
Bogdanov, 2006). Esto podria ser valido para toda la region costera del Rio de la Plata
y del océano Atlantico. Palini¢ y Bijeljac (2014) trabajando en mieles de Serbia de dos
regiones, Livno y Zivinice no obtuvieron diferencias en el contenido de Sodio. Sin
embargo ambas regiones se encuentran lejos del mar, Livno, se encuentra a 50 km del
mar Adridtico, mientras que Zivinice se encuentra a 175 km. De acuerdo a los
resultados obtenidos en nuestro trabajo el contenido de Sodio en la miel podria ser
un marcador para diferenciar mieles producidas en regién préoximas al océano, ya que
son valores altos de Sodio. De todos modos se deberia continuar investigando ya que

podria ser un mineral asociado a los vientos y al régimen pluviométrico y no a la

region.
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Figura 10. Boxplot de valores de Sodio en mg/kg, por fecha y region. Linea roja, valor
maximo reportado por Lazarevi¢ et al, 2017, linea negra valor medio de regién Sur,

linea azul valor medio otras regiones.

3.8 GLIFOSATO

Se presentan en el Cuadro 12, los resultados de las 13 muestras compuestas
analizadas. Las regiones en donde se constata la presencia de agricultura o actividades
hortifruticolas intensivas muestran niveles de contaminacion (Sur en la segunda
fecha), mayores de lo permitido para exportar (> 0,05 ppm). Posiblemente la
acumulacién de aplicaciones a lo largo de fines de primavera y el verano explique
estos resultados. Se observan pdlenes de Glycine max, Trifolium pratense y Lotus sp.
y de malezas asociadas a cultivos. En el caso de la soja (Glycine max) se realizan
aplicaciones durante todo el cultivo pudiendo alcanzar el comienzo de la floracién.
Los valores de la regidn Oeste son similares a los de la regidn Sur para la misma época
del ano a pesar de estar en una regién protegida. El drea de vuelo de las abejas escapa
a los limites del area protegida y llega a trabajar en zona de cultivos, por el tamafio de
area protegida y por la ubicacién del apiario sobre el limite Este. La presencia de
praderas con Trifolium pratense o Lotus sp. se reflejan en el analisis polinico. Las
aplicaciones en estas praderas se realizan al término de la vida util estando estas

especies y sus malezas asociadas (Circium vulgare, Senecio sp., etc.) en flor.
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Cuadro 12. Presencia de glifosato segun regiones, fecha y nimero de muestra

compuesta.

Fecha Regién Muestra ppm glifosato
2012/12/23 Sur 1 1 0,022
2012/12/23 Sur 1 2 0,016
2013/02/18 Este 1 1 DLC
2013/02/18 Este 1 2 DLC
2013/02/19 Norte 1 1 DLC
2013/02/19 Norte 1 2 DLC
2013/03/13 Sur 2 1 0,070**
2013/03/13 Sur 2 2 0,082**
2013/05/16 Este 2 1 DLC
2013/05/215 Norte 2 1 DLC
2013/12/15 Norte 2 2 DLC
2013/12/22 Oeste 1 0,011
2013/12/22 Oeste 2 0,017

DLC, debajo del limite de cuantificacién 0,01 ppm, ** por encima del valor 0,05 ppm

aceptado por las Normas Europeas

En cambio en las regiones Este y Norte no asociadas a actividades ganaderas o

forestales, estaria debajo del limite de cuantificaciéon (DLC = 0,01 ppm).

3.9 ANALISIS PALINOLOGICO

Se encontraron 37 diferentes origenes vegetales (a nivel de especie, género o familia
botanica). La region mas diversa fue el Sur con 28 origenes, y la menos diversa el Este
con 14. En el Oeste se encontraron 15 origenes pero se obtuvo solo en una fecha miel.
Si bien se encuentran HDE, no se cuantifican ya que todas las mieles presentan
cantidades de polen que sostienen su origen floral. Se reportan mieles monoflorales
para especies nativas, si se considera valido valores de polen superiores al 45 %
(Parkinsonia aculeata, muestras 59 y 69, Tripodanthus acutifolius, muestras 11, 18,
19, 21 y 40, Myrcianthes sp., muestras 47, 48, 50, 51, 57 58, 63 y 64, Lithraea
brasiliensis, muestras 52,54,55 y 56 y Schinus longifolius, muestras 22 y 27) y para

especies forrajeras cultivadas (Trifolium repens, muestra 60 y Lotus sp., muestras 30,
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32 a 39). El Cuadro 7 presenta informacién sobre especies exclusivas de cada fechay
de cada regidn. En Anexos se presentan los cuadros completos (Cuadros 1, 2, 3y 4)
por region. La ausencia de polen en la miel no asegura que otras especies vegetales
no generen néctar utilizable por Apis mellifera en estas regiones. Por ejemplo el Ombu
(Phytolacca dioica) presenta flores estaminadas y pistiladas en plantas diferentes
aprovechando la abeja el néctar de flores pistiladas sin visitar las estaminadas.
Nuestra flora nativa no coevoluciond con Apis mellifera que fue introducida a
principios del siglo 19 en el Rio de la Plata (Cordara, 2005). La complejidad sobre la
toma de decisiones de las abejas en su actividad de bldsqueda de recursos es bien

explicada por los trabajos de Von Frisch (1984).

3.10 ANALISIS MULTIVARIADO

Se realizaron tres ACP, en el primero se analizan diferencias entre las medias de los
siete grupos de mieles obtenidas a lo largo del afio de trabajo buscando cudles son
las variables que mas contribuyen a esas diferencias. Del mismo modo en el segundo
se toman aquellas muestras que presentaron monofloralidad buscando qué variables
se asocian a origenes botanicos. Por ultimo en el tercer ACP de analizan las tres
regiones con dos fechas de cosecha y se determinan las variables asociadas a esas
regiones buscando una asociacién de variables con origen geografico. El resultado del
ACP con el cual comparamos los siete grupos de mieles en funcion de las variables
medidas (L*, a*, b* ,pH, humedad, C.E., Fructosa, Glucosa, Sacarosa, Isomaltulosa,
Galactosa, Manosa, Potasio, Calcio, Magnesio y Sodio) muestra que entre los
componentes principales (CP1 y CP2) explicaron un 69,5 % de la variacién, el CP1 el
41 %y el CP2 el 28,5 %, con un indice de correlacién cofenética de 0,858 (Figura 11).
La variable con mayor incidencia son la luminosidad (0,34) y el contenido de
Isomaltulosa y el pH (-0,33 y) en el CP1 y las de mayor incidencia en el CP2 son la
Sacarosa (0,40) y el Calcio (-0,33) como se muestra en la Figura 11 (Autovalores y

Autovectores).
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Figura 11. Analisis componentes principales de los siete grupos de mieles analizadas
y tablas de autovalores y autovectores. En amarillo variables, en verde regién Sur, en
rojo Este, en Azul Norte y en negro Oeste, PC, proteina cruda, EC, conductividad

eléctrica, K, Potasio, Na, Sodio; Ca, Calcio; Mg, Magnesio; L*, Luminosidad.

La proximidad observada entre las mieles de la Quebrada de los cuervos (Este 1y Este
2) se puede explicar por la similitud botdnica y la relativamente poca distancia
temporal entre cosechas (77 dias), (ver Cuadro 2 de Anexos). Del mismo modo puede
explicarse las diferencias entre las mieles del Valle del Lunarejo (Norte 1y Norte 2) las
diferencias botanicas (Cuadro 3 de Anexos), especies que ademas crecen en distintos
suelos y una distancia entre cosechas que permite la expresién de situaciones
climaticas diferentes (290 dias). Las mieles de Los Cerrillos (Sur 1 y Sur 2) presentan
80 dias de diferencia entre cosechas pero botdnicamente son muy diferentes, Sur 2
es una miel practicamente monofloral de Lotus sp., Cuadro 1 de Anexos. Por ultimo,
la regidén Oeste se diferencia de las otras y estd muy asociada a azlcares como la
glucosa y galactosa que son de menor importancia en el resto de las mieles. Menos

las muestras 60 y 62 las otras 8 de la miel Oeste tienen 80 % de su polen compuesto
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solo por 3 especies, Eucalyptus sp, Myrcianthes cisplatencis (2 mirtaceas) y una nativa
Parkinsonia aculeata que aparece solo en mieles de esa regidn, Cuadro 4 de Anexos.
De todos modos Oeste es la miel que mayor dispersién de datos muestra en la

mayoria de las variables medidas, por lo que seria una regién para seguir estudiando.

El resultado del ACP que compara las mieles monoflorales (polen principal > 45 %)
como criterio de seleccién utilizando las variables minerales (K, Ca, Mg y Na) y
azucares (Fructosa, Glucosa Sacarosa, Isomaltulosa Galactosa y Manosa, muestra que

entre los componentes principales (CP) 1y 2 explican un 69,5 % de la variacién, el CP1

37,7 %y el CP2 31,8 %, con un indice de correlacién cofenética de 0,909, Figura 12.

Figura 12. Analisis de componentes principales de mieles monoflorales y tablas de
autovalores y autovectores. Negro Myrcianthes, region Oeste, gris Myrcianthes region
Norte, verde L. brasiliensis region Norte, rojo T. acutifolius regién Este, azul Lotus sp.,

muestra 31, 44,8 % Lotus sp. muestra 11, 44,9 % T. acutifolius.

Si bien son pocas las mieles estrictamente monoflorales que se analizan, su

distribucién en los cuadrantes del biplot se corresponde con las 4 regiones. La muestra

52



31 no seria monofloral por no pasar el 45 % de polen principal y muestra un desvio.
También llama la atencién la distribucién de las mieles catalogadas como de
Myrcianthes pareciendo agruparse mas por la region que por la especie. También la
muestra 21 que siendo monofloral de T. acutifolius se aproxima al grupo de la regiéon
Norte lo que denota el mayor peso de los suelos (regidn) posiblemente por el
contenido mineral. Esto se podria explicar por una mayor incidencia de los minerales
en juego (Ky Na) o por diferencias en las especies de este género en ambas regiones.
Ademas, los demas componentes botanicos de cada muestra podrian influir en las

diferentes variables analizadas.

Por ultimo, se hizo un tercer ACP donde se compard la similitud entre las mieles de
las regiones Sur, Este y Norte en donde se obtuvieron 2 cosechas. También aqui se
consideraron las variables medidas pero solo las relacionadas a los suelos (minerales)
0 a la botanica (azucares). Las variables de color no se consideran aqui por estar
determinadas por los pigmentos vegetales y los minerales. Los resultados se muestran

en la Figura 13.
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Figura 13. Analisis de componentes principales de regiones Sur, Este y Norte, y tablas
de autovalores y autovectores., En azul Sur, en rojo Este y en verde Norte. En amarillo

variables utilizadas, K, Potasio, Na, Sodio, Ca Calcio y Mg.

Los resultados muestran que entre los componentes principales 1y 2 (CP1 y CP2)
explicaron el 100 % de la variacién encontrada con un indice de correlacion cofenética
de 1. En las tres regiones estudiadas se aprecian minerales (Ca y Mg en el caso del

Este, Na en el Sur) o azlcares (Manosa en el Sur) que podrian ser marcadores de
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origen geografico o botanico.
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4. CONCLUSIONES

Se caracterizaron siete grupos mieles de 4 zonas de Uruguay por las variables
propuestas, obtenidas a lo largo de un afo. Se encontraron diferencias entre las
regiones estudiadas, pero también se encontraron mieles diferentes dentro de la
misma regidon y fecha de cosecha. La heterogeneidad floristica sustentada en
diferentes suelos explicaria los resultados. Para la mayoria de las variables, las de
Color, proteina, Conductividad, Humedad, contenido de Potasio, Calcio, Magnesio y
Sodio, Fructosa, Glucosa, Sacarosa e Isomaltulosa la muestras las mieles analizadas se
encuentran dentro de los rangos reportados en mieles del mundo y de paises
cercanos. En el caso del pH la muestra 61 con 3,04 esta por debajo del menor valor
reportado (Jaafar et al. 2012). Respecto a los valores de los azucares Galactosa y

Manosa no se encontré bibliografia para comparar.

El contenido de minerales fue alto y podrian explicar la alta conductividad eléctrica
encontrada. Para mieles de Uruguay se deberia estudiar la pertinencia de aplicar la

norma europea de 0,8 mS/cm para diferenciar mieles florales de mielatos.

Se encontro glifosato por debajo y por encima de los limites de las normas europeas,
estos Ultimos casos asociados los apiarios a las regiones con actividades como
agricultura u hortifruticultura. En dos regiones Norte y Este no se pudo cuantificar por
lo que se supone su ausencia o su presencia debajo del limite de cuantificacion (0,01
ppm). El tamafio y la geometria de las areas protegidas en las cuales se realiza
apicultura deberian considerar zona borde de exclusion para la aplicacion de glifosato

y/o produccidn convencional de cultivos.

Todas las mieles analizadas fueron de origen floral de 37 especies diferentes,
habiendo mieles monoflorales tanto de especies nativas como de exdticas. Para las
mieles monoflorales de especies nativas se deberia de estudiar si se corresponde

aplicar como limite de 45 % de polen presente.

El contenido de Calcio y Magnesio se asocid a la region Este al mismo tiempo que el
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contenido de Sodio y de Manosa se asocio a la regién Sur. Se requiere profundizar en
en el estudio de estos minerales y de la Manosa como probables marcadores de
origen de las mieles producidas en las regiones del Este (Quebrada de los cuervos) y

Sur (Los Cerrillos) del Uruguay.

La caracterizacion multivariada realizada de los grupos de mieles de cuatro regiones
cosechadas en un periodo de un afio, permite afirmar que Uruguay tiene potencial
para producir mieles asociadas a un origen fitogeografico y que es necesario

profundizar en el conocimiento de estas variables para estas y otras regiones del pais.
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6. ANEXOS

6.1 CUADROS
Cuadro 1. Andlisis de presencia de mielatos y contenido polinico (familia y/o género

y/o o especie) expresado como porcentaje del total de polen, de las muestras de

mieles Sur 1y Sur 2 (Los Cerrillos)

1 a 10 muestras Sur 1, 30 a 39 muestras Sur 2
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Cuadro 2. Andlisis de presencia de mielatos y contenido polinico (familia y/o género

y/o o especie) expresado como porcentaje del total de polen, de las muestras de

mieles Este 1y Este 2 (Quebrada de los Cuervos)

11 a 19 muestras Este 1, 40 a 47 muestras Este 2

Cuadro 3. Andlisis de presencia de mielatos y contenido polinico (familia y/o género
y/o o especie) expresado como porcentaje del total de polen, de las muestras de

mieles Norte 1y Norte 2 (Valle del Lunarejo)

20 a 29 muestras Norte 1, 47 a 56 muestras Norte 2

Cuadro 4. Andlisis de presencia de mielatos y contenido polinico (familia y/o género

y/o o especie) expresado como porcentaje del total de polen, de las 10 muestras de
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miel Oeste (Esteros de Farrapos)

57 a 66 muestras Oeste
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Figura 1. Ubicacién de apiario Este y de canteras de cal y dolomita de la region.
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