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RESUMEN

La miel es un producto natural producido por abejas Apis mellifera a partir del néctar de plantas
0 sus secreciones. Su composicion quimica depende de muchos factores, pero el origen floral del
néctar del que se alimentan las abejas determina que puedan ser de origen mono o multifloral. El
origen floral de la miel se define mediante analisis melisopalinoldgico y la caracterizacion se
complementa con analisis sensorial y fisicoquimico. En los Gltimos afios, las mieles se asocian con
una dieta saludable por su contenido de nutrientes esenciales como los minerales y no esenciales
como los polifenoles, brindandole propiedades como alimento funcional. Ademas, el perfil
aromatico es una de las caracteristicas destacables de un producto alimenticio, tanto por su calidad
organoléptica como su autenticidad. Por otra parte, tanto el perfil de flavonoides como la
composicion volatil contribuyen a reconocer el origen floral de la miel y en consecuencia pueden
brindar informacidn acerca de su origen geografico.

En este trabajo se propone la valorizacion de las mieles provenientes de la flora nativa del
Uruguay a través de la basqueda de potenciales quimiomarcadores discriminantes de estas mieles.
Con este objetivo se estudiaron como modelo de trabajo, 15 muestras de miel, de las cuales siete
resultaron ser de plantas nativas del Uruguay, representadas principalmente por polen de Scutia
buxifolia (coronilla) y Schinus molle (anacahuita). Las muestras de miel seleccionadas provinieron
de diferentes regiones del sureste de Uruguay y se estudiaron utilizando diferentes enfoques que
abordaron la composicion polinica, analisis fisicoquimicos, sensorial, composicion volatil y
polifendlica. Para este fin se utilizaron diferentes metodologias, dentro de las cuales se distinguen
cromatografia gaseosa acoplada a masa con extraccion en espacio cabeza (HS-SPME, GC-MS) para
estudiar la composicion volatil y cromatografia liquida de alta presion acoplada a masa (HPLC-
MS/Orbitrap) para el estudio de la composicion polifendlica. Se obtuvieron resultados alentadores
en ambas metodologias: el perfil volatil fue representado por 77 compuestos pertenecientes a
distintas familias de los cuales la familia de los terpenos fue la mayoritariamente representada en
las mieles nativas. Mientras que en la fraccion polifendlica se lograron identificar y cuantificar 27
componentes. Estos resultados junto con los resultados obtenidos en el andlisis polinico y
fisicoquimicos nos permiten concluir que es posible caracterizar y distinguir mieles monoflorales
producidas a partir de flora nativa del Uruguay. Estas mieles presentan propiedades interesantes
que las destacan del resto de las mieles, pudiendo ser un punto de partida para la explotacion de este
mercado de mieles poco conocidas y de gran potencial nutricional.
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Capitulo |
INTRODUCCION

Objetivo

Busqueda de quimiomarcadores y propiedades nutracedticas distintivas Utiles para la
valorizacién de mieles monoflorales de la flora aromatica nativa producidas en Uruguay.

Seccion 1 — Miel en Uruguay

La primera colmena de abejas meliferas Apis mellifera, fue introducida en Uruguay en 1834
por Bernardino Rivadavia, comenzando de esta manera a desarrollarse y extenderse por todo el
territorio nacional la actividad apicola (Cordara, 2005). La relevancia de esta actividad radica en el
rol fundamental de la abeja como polinizadora de cultivos y flores. La polinizacion de las abejas es
considerada necesaria para mantener el rendimiento y la calidad de las semillas de muchas especies
de plantas importantes para la agricultura y la conservacién de la biodiversidad como patrimonio
(Corbet et al., 1991). En este sentido, la abeja A. mellifera es el principal organismo polinizador
(McGregor, 1976). Tal es asi que diversos estudios muestran el valor econoémico de la polinizacion
realizada por abejas A. mellifera en cultivos de interés comercial en nuestro pais (Santos et al.,
2009). Ademas del rol esencial de la polinizacion, las abejas proporcionan productos elaborados
por ellas, a partir de diversos materiales recolectados de la naturaleza de gran importancia comercial.
Los productos brindados por la colmena son: miel, polen, propdleos, jalea real, cera, y apitoxina,
dentro de los cuales los tres primeros son los de mayor relevancia comercial. El sector apicola en
Uruguay es netamente exportador, donde el 85% de la produccion es exportada principalmente a
Espafia, Estados Unidos y Alemania (CHDA, 2018). En Uruguay, la miel sigue formando parte de
los productos seleccionados para exportacion pero presenta variaciones drasticas anuales; en el afio
2011 existio un récord de exportaciones con aproximadamente 14.000 toneladas mientras que en el
2019 apenas se logré exportar 5500 toneladas (MGAP, 2019), los afios siguientes han sido de gran
variacion para el mercado exportador y gran incertidumbre para los productores de miel. Esta
coyuntura estimula la busqueda de herramientas que hagan posible hacer aportes a favor de revertir
esta situacion; tanto para volver a valores de exportacion de buen nivel en toneladas de miel, lograr
un mejor precio por la miel que se produce asi como para fomentar el consumo interno de miel
mediante la valorizacion de nuestras mieles. Las mieles tienen mayor valor agregado cuando



proceden mayoritariamente de una especie vegetal (mieles monoflorales) o de una region
circunscripta, es decir mieles de origen geografico especifico (monte, pradera, otros) (Alissandrakis
et al., 2007; Fernandez-Torres et al., 2005; Sawyer & Pickard, 1988). La produccion de mieles
monoflorales / multiflorales depende de varios factores y en particular de la oferta de plantas
meliferas en cada region y en cada época del afio. En el caso de las mieles monoflorales, al haber
sido producidas en base al néctar de una planta especifica, la razén por la que poseen mayor valor
comercial es porque pueden demostrarse caracteristicas quimicas y sensoriales como su sabor y su
aroma.

Definicion de miel y su composicion:

En Uruguay, el Reglamento Bromatolégico Nacional (MSP, 2017) define a la miel como: “...
el producto alimenticio producido por las abejas meliferas a partir del néctar de las flores o de las
secreciones procedentes de partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos succionadores
de plantas que quedan sobre partes vivas de plantas, que las abejas recogen, transforman,
combinan con sustancias especificas propias y almacenan y dejan madurar en los panales de la

colmena...”.

La composicion de la miel depende del origen floral del néctar del que se alimentan las abejas,
asi como de factores externos tales como el clima, el medio ambiente y las condiciones de
procesamiento (Santos-Buelga and Gonzalez-Paramas, 2017). El origen floral puede ser muy
variado, lo cual se ve reflejado en productos finales que difieren tanto en apariencia como en
percepcion sensorial y composicion. La miel estd compuesta principalmente por carbohidratos que
constituyen el 95% de su peso seco, siendo los monosacaridos mayoritarios fructosa y glucosa
(Santos-Buelga and Gonzalez-Paramas, 2017). Ademas, se han detectado alrededor de 25
oligosacéaridos diferentes, como: maltosa, sacarosa, turanosa (Doner, 1977). La miel también
contiene numerosos compuestos organicos donde aproximadamente el 0,5% son proteinas,
principalmente enzimas y aminoacidos libres. Las principales enzimas de la miel son la diastasa
que descompone el almiddén en unidades de azucar; la invertasa capaz de descomponer la sacarosa
en fructosa y glucosa y la glucosa oxidasa que produce peroxido de hidrogeno y acido gluconico a
partir de glucosa (Bogdanov et al., 2008). Las proporciones relativas de los aminoacidos presentes
en la miel dependeran de su origen. Se han encontrado 26 aminoacidos en la miel dentro de los
cuales el mayoritario es la prolina. Dado que el polenes la fuente principal de aminoéacidos de la miel,
el perfil de aminoacidos podria ser caracteristico de su origen botanico (Alvarez-Suarez et al.,
2010). El contenido mineral varia entre 0,04% en mieles claras a 0,2% en mieles oscuras,
dependiendo del tipo de suelo en que se encuentra las plantas que originan el néctar, otros

componentes minoritarios de la miel son las vitaminas, tales como la filoquinona (K), tiamina (B1),



piridoxina (B6), niacina, &cido pantoténico y acido ascorbico (C). La cantidad de vitaminas y
minerales es pequefia y la contribucion de la miel a la ingesta diaria recomendada de las diferentes
sustancias traza es pequefia (Anklam, 1998; Bogdanov et al., 2008).

Por otra parte, el perfil aromético es un componente caracteristico de un producto alimenticio,
tanto por su calidad organoléptica como por su autenticidad (Careri et al., 1993). Debido a la gran
cantidad de componentes volatiles, el perfil aromatico representa una huella digital del producto
que podria utilizarse para determinar su origen (Anklam and Radovic, 2001). Los compuestos
aromaticos estan presentes en muy bajas concentraciones como mezclas complejas de diferente
funcionalidad y peso molecular relativamente bajo (Cuevas-Glory et al., 2007). Para el caso de la
miel, en la bibliografia existen reportes de componentes volatiles caracteristicos de mieles
monoflorales como lavanda, eucaliptos, acacia, romero, entre otras (Chudzinska and Baralkiewicz,
2010; Pérez et al., 2002; Vazquez et al., 2006; Verzera et al., 2001). A su vez, con respecto a la
apariencia y las propiedades funcionales de la miel, los polifenoles son otro grupo importante de
compuestos debido a su actividad antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antivirales y
antiulcerosas, ademas de la capacidad anti-pardeamiento enzimatico (Scepankova et al., 2017).
Estas actividades se atribuyen principalmente a los compuestos fendlicos como los flavonoides,
presentes en los productos de la colmena como la miel, propdleos y jalea real, situando a estos
productos como ingredientes potenciales para diferentes alimentos debido a la gran cantidad de
efectos beneficiosos que presentan (Bogdanov et al., 2008; Viuda-Martos et al., 2008). Los
polifenoles en la miel son principalmente flavonoides (como quercetina, luteolina, kaempferol),
acidos fenolicos y derivados. Poseen un rol potencial como marcadores bioquimicos que autentican
las propiedades geogréaficas y antioxidantes de la miel (Alvarez-Suarez et al., 2010; Tomas-
Barberan and Andrés-Lacueva, 2012). Es asi que el perfil de compuestos fendlicos constituye una
herramienta valiosa para una mejor caracterizacion de la miel de acuerdo a su origen botanico y

geogréfico. (Tomas-Barberan et al., 2001).

Seccion 2 — Flora nativa de Uruguay

Desde un punto de vista fitogeografico la flora de Uruguay se encuentra mayoritariamente
comprendida en la provincia Pampeana (Cabrera and Willink, 1980). Dentro de los principales
ecosistemas del Uruguay se encuentran las praderas naturales, los bosques, los humedales y los
ecosistemas costeros (OEA, 1992). Nuestras praderas naturales han co-evolucionado con el
pastoreo de herbivoros nativos e introducidos. Estas praderas estan integradas por comunidades
vegetales multiespecificas (principalmente gramineas) que interactGan con el ambiente y los



animales que las pastorean (Millot et al., 1987). En los altimos afios la superficie de la pradera se
ha reducido significativamente (de 75,2% en 2000 a 64,3% en 2011) debido al aumento de la
produccion forestal, pasturas cultivadas y cultivos anuales. La reduccién de las praderas uruguayas
condujo a la intensificacién del pastoreo concentrandose en &reas mas reducidas y como
consecuencia provocando un deterioro de las mismas (Ayala et al., 2011). Una respuesta al deterioro
por parte de los productores es la siembra de ciertas leguminosas promisorias (no nativas) para
complementar la pastura (Lapetina, 2012). Los bosques nativos, por otro lado, ocupan una porcion
bastante menor del territorio que las praderas (3,5%), sin embargo, poseen un alto valor ecolégico
debido al nimero de especies vegetales que presenta (Brazeiro, 2017).

En el contexto apicola, esta agregacion de ecosistemas (monte, pradera) y agroecosistemas
(forestacion, praderas mejoradas con leguminosas) es que se encuentran instaladas en distintas
intensidades los colmenares destinados a la produccion de miel. Estos ecosistemas no son aislados
ni permanentes, sino que varian en el tiempo y presentan ecotonos que se reflejan en la composicion
botanica de nuestras mieles (Cracco, 2018; Daners and Camp4, 1996; Daners and Telleria, 1998;
Tejera et al., 2013). Por un lado, el monte juega un papel de gran importancia, debido a que se
caracteriza por tener una floracién temprana, un periodo de escasa floracion en diciembre-enero y
una nueva floracion en febrero-marzo. Durante el periodo de baja floracion del monte, la
produccién melifera se basa fundamentalmente en las praderas (trébol blanco, lotus) o en otros
cultivos anuales (por ejemplo, girasol) o permanentes (frutales, eucaliptos). A su vez, la floracion
tardia del monte resulta muy Gtil a la colmena para almacenar reservas para el invierno (Carrere,
2010).

En la Tabla 1.1 se describen especies vegetales presentes en estos ecosistemas y que son
identificadas como buenas productoras de polen o néctar.



Tabla 1.1 Especies vegetales presentes en ecosistemas de pradera y monte

Arbol nativo muy frecuente en bosques riberefios y
serranos de todo el pais. Florece en primavera.
* (Daners and Campa, 1996)

Scutia buxifolia
Reissek
“coronilla”

Arbol nativo de los bosques del norte del pais. Por su

i valor ornamental su difusion abarca todo el territorio.

Florece en primavera/verano y posee alto valor apicola
(Carrere, 2009; Pérez Piedrabuena, 2004)

Schinus molle L.
“anacahuita”

Blepharocalyx
tweediei

(Hook et Arn.)
Berg. “arrayan”

Arbol nativo muy frecuente en bosques serranos y
riberefios de todo el pais. Florece en primavera.

Especie exatica utilizada en la industria papelera y
maderera del pais. Tiene una extensa temporada de
floracion de 6 a 8 meses.
(Malkamaéki et al., 2016)

Eucaliptus sp.
“eucalipto”

| Especies exoticas utilizadas en Uruguay como
forrajeras y en la recuperacion de pasturas ya que fijan
nitrégeno atmosféerico de manera eficiente

Lottus sp.
“lotus”

Especie exotica muy utilizada en sistemas ganaderos
como mejoramiento de las praderas naturales. Especie
de relevancia apicola debido a que su miel posee muy
buen sabor apreciada en el mercado. Florece
principalmente en primavera (lzaguirre, 1995)

Trifolium repens L.
“trébol blanco”

Especie exotica utilizada con los mismos fines de T.
repens. Su floracién comienza en primavera y puede
prolongarse hasta el otofio. (Izaguirre, 1995)

Trifolium pratense L.
“trébol rojo”
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Capitulo 11

ESTUDIO PALINOLOGICO Y PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS DE LA MIEL

Introduccion

El origen boténico de la miel ha sido tradicionalmente determinado por analisis
melisopalinolégico: que consiste en la identificacion del polen por examen microscopico
(Maurizio, 1975; Louveaux et al., 1978; Von Der Ohe, 2004). Este analisis tiene un rol fundamental
cuando se trata de comercializar mieles monoflorales. Internacionalmente y en forma general se
considera un porcentaje de 45% de granos de polen de una misma especie vegetal en el analisis
melisopalinoldgico para considerar una miel monofloral. Aunque existen excepciones como es el
caso de la miel de Eucaliptus en la que sus granos de polen se encuentran sobrerepresentados, por
lo que para ser considerada monofloral debe presentar, al menos, el 75% de polen de este género
(Santos et al., 2018). EI caso opuesto es el de la miel de citrus en la que sus granos de polen se
encuentran subrepresentados por lo que se considera suficiente una presencia de este tipo de polen
entre un 10-20% para ser considerada monofloral de citrus (Louveaux et al., 1978; Juan-Borras et
al., 2015).

Por otra parte, las mieles poliflorales son aquellas donde se encuentran en forma significativa
granos de polen de diferentes origenes florales sin predominancia determinante de ninguno. La
produccién de mieles monoflorales/multiflorales depende de varios factores, y en particular de la
oferta de plantas meliferas en cada region. Sin embargo, en algunos casos, las mieles contienen
cantidades muy pequefias de polen, lo que dificulta su determinacion. Esto se debe a que no todas
las plantas son igualmente poliniferas, es decir existen especies que tienen una elevada produccién
de polen y otras que producen muy poco. Por lo tanto, no siempre es representativa la cantidad de
granos de polen en una muestra de miel para determinar su origen floral, lo que podria conducir a
un resultado impreciso. El problema en la determinacion del origen botanico de la miel radica en
las propias limitaciones que posee el analisis melisopalinologico tradicional. Entre las principales
limitaciones que presenta este andlisis se encuentra la necesidad de contar con un experto en el
reconocimiento de especies vegetales a partir de sus granos de polen y el tiempo requerido para este
analisis de reconocimiento (Rodopoulou et al., 2018).



Numerosos estudios se enfocan en la caracterizacion fisicoquimica de la miel de forma de
complementar el analisis melisopalinolégico para la determinacion del origen floral de la misma
(Popek, 1998; Bogdanov, 2007; Silva et al., 2009; Islam et al., 2012; Popek et al., 2017). Esta
caracterizacion incluye la determinacién de pH, acidez total, conductividad eléctrica, color,
actividad de diastasa (enzima que evidencia la calidad de la miel), humedad y cenizas. Los trabajos
que aplican esta caracterizacién hacen énfasis en las dificultades del método tradicional
(Rodopoulou et al., 2018). Esto se debe al esfuerzo que representa el analisis de las muestras, asi
como la necesidad de contar con palin6logos expertos, capaces de reconocer las especies vegetales
nativas a partir de los granos de polen. Los parametros fisicoquimicos de cualquier alimento son
indicadores de calidad de los mismos, tanto aquellos que se determinan mediante analisis de
laboratorio como puede ser su estado de descomposicion o adulteracion, como los que pueden
percibirse mediante los sentidos como aroma, sabor, textura, otros, condicionando al consumidor
en su eleccion. En el caso de la miel ademas de ser indicadores de calidad los pardmetros
fisicoquimicos también son estudiados para contribuir a la determinacion del origen botanico y
geografico de las mieles (Bogdanov, 2007; Popek et al., 2017), y resultan complementarios del
analisis polinico. Las caracteristicas de la miel varian segin su origen botanico y geogréafico, asi
como las condiciones climaticas, procesado y almacenamiento (Machado De-Melo et al., 2018).

La miel se compone principalmente de carbohidratos y agua, parametros que influyen sobre su
vida util y algunas propiedades, entre las que se destacan el color, aroma, sabor, densidad,
viscosidad, higroscopicidad y granulacion (Machado De-Melo et al., 2018). Dentro de los
parametros que se relacionan con la vida util de la miel se encuentra la humedad. La gran diferencia
en el contenido de humedad entre el néctar y la miel depende del proceso de deshidratacion del
néctar colectado llevada a cabo por las abejas durante la etapa de maduracion de la misma en la
colmena. Pero este contenido de agua presente en la miel puede ser dependiente de diferentes
factores como el origen botanico y/o geografico del néctar, del suelo, condiciones climaticas,
estacion, intensidad del flujo de néctar, grado de maduracion, manipulacion del apicultor durante la
cosecha, asi como la extraccién el procesamiento y condiciones de almacenamiento (Estupifian et
al., 1998; Singh and Singh, 2018). El porcentaje de humedad seguin el Reglamento Bromatoldgico
Nacional no puede superar el 20% (MSP, 2017). Otros trabajos publicados sostienen que el
contenido de humedad puede variar entre 13 y 25% (Simal et al., 1983), considerando optimo un
valor entre 17 y 18%, momento en el cual se considera la mejor condicién para que ocurra la
cristalizacion. Estudios previos han reportado la relacion entre el contenido de humedad con la
fermentacion y el recuento de levaduras y se encontrd que, por encima del 19% de humedad la miel
puede no granularse tan facilmente, lo que influye en el crecimiento de las levaduras y la
consiguiente fermentacion (Stephen, 1946; Singh and Singh, 2018). En tanto, mieles con bajo



contenido de humedad son mas viscosas y presentan dificultades para el trabajo de extraccion
(Estupifian et al., 1998).

La acidez de la miel se relaciona con la fuente de néctar que la abeja visita y la accion de
enzimas y bacterias. La acidez libre se debe a &cidos organicos, principalmente &cido glucénico,
(que esta en equilibrio con su lactona), iones inorgédnicos como fosfatos, cloruros, sulfatos y
nitratos, que podrian producir sus &cidos correspondientes (Belay et al., 2013). EI Reglamento
Bromatoldégico Nacional (MSP, 2017) establece que la acidez libre no debe superar los 40meq/kg.

El pH de la miel no se relaciona necesariamente a la acidez dado que algunos componentes
presentes en la miel como sales y minerales poseen capacidad buffer (Ojeda De Rodriguez et al.,
2004). Aunqgue generalmente el bajo valor de pH (entre 3,5y 5,5) se debe a la presencia de acidos
organicos que contribuyen al sabor de la miel y la estabilidad contra el deterioro microbiano
(Bogdanov et al., 2004).

Un parametro que puede indicar la frescura de la miel es la ausencia o presencia de trazas de
hidroximetilfurfural (HMF), un compuesto furanico producido por la degradacion de azlcar, este
componente se forma mediante la deshidratacion de hexosas en medio &cido y es un intermediario
en la reaccion de Maillard (Pascual-Maté et al., 2018). La reaccion de Maillard es un tipo de
pardeamiento no enzimatico que involucra grupos amino libre de aminoacidos y grupos carbonilo
de azucares reductores. La interaccion entre estos grupos conduce a una secuencia de reacciones
donde se forman multiples compuestos con diferentes funciones bioldgicas (actividad antioxidante
y antibacterial) (Brudzynski and Miotto, 2011). La concentracién de HMF aumenta cuando la miel
es calentada o bien adulterada con azucares comerciales y de forma natural durante el
almacenamiento prolongado (Maidana, 2004; Bogdanov, 2007; Belay et al., 2013). Segun lo
establecido por Reglamento Bromatoldgico Nacional el contenido maximo de HMF no debe superar
los 40 mg/kg (MSP, 2017).

La diastasa es una enzima presente en la miel que puede tener diferentes origenes, o bien
proviene mayoritariamente de las glandulas hipofaringeas de las abejas, aunque pequefias
cantidades pueden venir del néctar, melaza o polen que la abeja colecta (Persano et al., 1990). Esta
enzima hidroliza el almidén y dextrinas dando como resultado carbohidratos de menor peso
molecular. Debido a la sensibilidad de la diastasa al calor y al almacenamiento, la medida de la
actividad enzimatica es utilizada como indicador de frescura de la miel (Doner, 2003). Segun el
Reglamento Bromatoldgico Nacional (MSP, 2017), la miel debe presentar una actividad diastasica
minima de 8 en la escala de Gothe (Bogdanov and Martin, 2002; Pita-Calvo et al., 2017).

La conductividad eléctrica (CE) se refiere a la capacidad de un material para conducir una
corriente eléctrica. En el caso de la miel, el valor de la CE esté directamente relacionado con el origen



boténico, asi como con el contenido mineral, iones inorgénicos, acidos organicos, proteinas y otros
componentes como azucares, polioles y polen que pueden actuar como electrolitos (White, 1979;
Zivkov Balog et al., 2018). Si bien el Reglamento Bromatolégico Nacional no establece valores,
segun el Codex Alimentarius (2001) la conductividad eléctrica de la miel no debe superar los 0,80
msiemens/cm. La CE es una medida indirecta del contenido de cenizas en la miel (Accorti et al.,
1987; Santos et al., 2018).

El contenido de cenizas en la miel es generalmente bajo y depende de la composicion del
nectar de las plantas predominantes en su formacion. El tipo de suelo en el que se encontraban las
plantas originales asi como el néctar también influye en la cantidad de minerales presentes en las
cenizas de la miel (Felsner et al., 2004). El contenido de cenizas de la miel es muy variable, desde
0,02 a 1% (Doner, 2003).

El color de la miel es una propiedad fisica que es percibida de inmediato por el consumidor.
Puede variar de incolora y amarillo claro a ambar oscuro o casi negro, incluso puede presentar
reflejos verdes o rojizos (Accorti et al., 1986). El color de la miel se ha intentado relacionar con el
origen floral, métodos industriales de procesamiento, temperatura y tiempo de almacenamiento
(Terrabet al., 2004; Santos-Buelga et al., 2017), por otro lado, el color se ha relacionado al contenido
de polifenoles (Amiot et al., 1989; Cianciosi et al., 2018) asi como a la actividad antioxidante,
conductividad eléctrica y contenido de cenizas (Al et al., 2009; Santos et al., 2018).
Internacionalmente para medir color en miel se utiliza la escala Pfund (Bogdanov et al., 2004). Esta
escala se basa en la comparacion oOptica con un estandar de glicerol y varia desde 0 a 150 mm,
comenzando con miel de color muy claro y aumentando hasta miel muy oscura. La escala muestra
siete gamas con diferentes designaciones de color: blanco agua (<8), extra blanco (>8 a <17),
blanco (>17 a<34), ambar extra claro (>34 a >50), &mbar claro (>50 a >85), ambar (>85a>114) y
ambar oscuro (>114) hasta 150 mm Pfund (USDA, 1985).

La miel es una solucién altamente concentrada de azucar y agua donde los azucares simples
fructosa y glucosa representan mas del 85% de sus solidos. Otro 10 % de los solidos de la miel
incluye al menos otros 25 azucares mas complejos, dandole el perfil de azicar mas complejo de
cualquier producto natural (Santos-Buelga et al., 2017). Algunos de estos azucares estan en niveles
muy bajos, y se forman uniendo fructosa y glucosa en muchas combinaciones diferentes (Doner,
2003). Con el tiempo la miel liquida tiende a cristalizar. La mayoria de las mieles son soluciones
sobresaturadas de glucosa, este azlcar puede cristalizar espontaneamente a temperatura ambiente
en forma de monohidrato de glucosa y la solucién vuelve al estado saturado mas estable (Zamora
and Chirife, 2006). La cristalizacion es un fendmeno que no siempre es deseado por el consumidor,
la granulacion espontanea puede conducir a cristales gruesos no deseados y puede causar pérdida
de calidad debido a la separacién de fases, la sedimentacion, la actividad de agua aumentan hasta



niveles que pueden llevar a procesos de fermentacion microbiana (Venir et al., 2010; Escuredo et
al., 2014). Ademas, la cristalizacién puede presentar un problema para el procesamiento ya que
afecta el flujo de la miel durante la extraccion, bombeo, sedimentacion, filtracion y embotellado
(Laos et al., 2011). EI fendbmeno mas importante para provocar la cristalizacion es la relacion
fructosa/glucosa (F/G) a favor de la glucosa. Cuando la relacion F/G > 1,3 la cristalizacion es mas
lenta y cuando la relacion F/G <1 la cristalizacion es mas rapida. Otro indicador para predecir la
cristalizacion de la miel es la relacion glucosa/agua (G/W). Cuanto mayor sea el contenido de
glucosa y menor el contenido de agua de la miel, méas rapida seré la cristalizacion (Dobre et al.,
2012).

De lo expuesto, se desprende que tanto el analisis melisopalinolégico como la caracterizacion
fisicoquimica de la miel presentan dificultades en su determinacidn principalmente por la necesidad
de personal experto y entrenado. Ambas metodologias resultan complementarias en la
caracterizacion de la miel. Pero el contar con quimiomarcadores propios y caracteristicos de los
distintos tipos de miel es una alternativa mas precisa y rapida en muchos casos si se cuenta con los
marcadores adecuados identificados.

Objetivos:

-Determinar el origen botanico de las muestras de miel a partir del analisis melisopalinolégico

como informacidn de partida para los siguientes analisis.

-Determinar los parametros fisicoquimicos de las muestras de miel estudiadas como una primera
aproximacion para lograr una caracterizacion completa de las mieles estudiadas en este trabajo.

Materiales y métodos:

Recoleccion y acondicionamiento de muestras de miel

Quince muestras de miel fueron colectadas de la regidn sureste de Uruguay. Las primeras nueve
muestras de miel que ingresaron fueron cosechadas entre los meses de marzo y abril del 2016, y
provenian del departamento de Maldonado, a excepcion de una que fue brindada por un productor
del departamento de Lavalleja. El segundo ingreso correspondié a muestras de miel cosechadas
durante los meses de setiembre y octubre del 2016 y provenian del departamento de Canelones,
a excepcidn de una que fue proporcionada por productores del departamento de Rocha. Todas las
muestras fueron codificadas y almacenadas en frascos de vidrio estériles manteniéndolas a 4°C en
la oscuridad hasta ser analizadas en los meses contiguos a su ingreso (Tabla 2.1, Figura 2.1),



Tabla 2.1: Muestras de miel recolectadas: Las columnas indican el codigo asignado para cada una
de las muestras de miel, (el cual serd explicado més adelante en el capitulo), la region, departamento
y momento de cosecha.

Cadigo Region Departamento | Cosecha
LmO01 Villa del Rosario Lavalleja
Sbhp02 Aigué
SMmO03 Aigua
Sbm04 Aigua

Sbmo05 Aigua Marzo-Abril
. Maldonado
Sbm06 Carapé
Ep07 Las Canfas, San Carlos
Ep08 San Carlos
Sbm09 San Carlos
Ep10 Castillos Rocha
Epll Canelén Chico
Tpl2 Toledo
Set-Octubre
Lm13 Toledo Canelones
Lm14 Sauce
Shp15 Santa Lucia
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Figura 2.1. Mapa de las regiones de procedencia de las muestras de miel.



Andlisis melisopalinolégico

El andlisis melisopalinoldgico de las muestras fue realizado con el apoyo de la Lic. Gloria
Daners (Departamento de Evolucion de Cuencas, Facultad de Ciencias-UdelaR). Este andlisis se
realiz6 en base al método propuesto por Loveaux et al. (1978). Este ha sido el método tradicional
para determinar el origen botanico de la miel. El anélisis consiste en la observacion de la miel al
microscopio con aumento 400X realizando recuentos sobre 1200 granos de polen, anotando la
proporcién porcentual de cada especie que aparece en ellos comparando con pélenes de referencia
(Loveaux et al., 1978; Rialobos et al., 1997; Rosell6 Caselles et al., 1998).

Evaluacion de caracteristicas fisicoquimicas

La evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas se realiz6 de acuerdo a los métodos
presentados por la International Honey Commision (IHC) (Bogdanov, 2009). Estos métodos han
sido seleccionados y compilados para incluir métodos antiguos y otros modernos, considerados
suficientes para la determinacion de la calidad de la miel. Los pardmetros fisicoquimicos que se
determinaron son: pH, acidez, humedad, conductividad, cenizas, hidroximetilfurfural (HMF),
color, indice de diastasa y azucares. Para cada una de las 15 mieles se procedié de la siguiente

manera:
-Determinacion del pH y de la acidez libre por valoracion

10g de miel se disolvieron en 75 mL de agua descarbonatada, se mido el pH y luego se procedio
a la valoracion de la muestra con NaOH 0,103 M previamente estandarizado. La acidez libre se

expresa como miliequivalentes/kg miel.
-Humedad por refractometria

Cada muestra de miel fue homogenizada y colocada en un bafio termostatizado de agua a 50°C
hasta disolucién de todos los cristales. Luego de alcanzada la temperatura ambiente se cubri6 el
prisma del refractdémetro Abbe con la muestra. Se registrod el indice de refraccion y se corrigio por
la temperatura. El contenido de agua se expresé como g en 100g de muestra.

-Conductividad

Se preparo una solucién al 20% de cada muestra de miel (20 g de miel calculada en base seca
disuelta en 100 mL de agua destilada) y 40 mL de ésta se colocaron en bafio termostatizado a 20°C,
luego de alcanzado el equilibrio térmico se midié la conductividad de la miel utilizando un
conductimetro (Oakton Instruments, USA) y la temperatura en que se realizd la medicion. El

resultado se expresd en mS.cm™.



-Cenizas

Se pesaron 5g de muestra en crisol previamente calentado y enfriado en desecador. Se afiadié
dos gotas de aceite de oliva para evitar formacion de espuma. La muestra se calcin6 a 600°C en
mufla. Se repite el procedimiento hasta alcanzar un peso constante. La proporcion de ceniza se
expresa g/100g de miel.

-Hidroximetilfurfural (HMF)

El contenido en HMF se determind mediante el método espectrofotométrico de White (1979),
tal como se describe por la International Honey Commision (IHC) (Bogdanov, 2009). Se
disolvieron 5g de miel en 25mL de agua y se afiadieron 0,5mL de solucién Carrez |
[(KsFe(CN)6.3H20 al 15%) y 0,5mL de solucion Carrez Il [Zn(CHs.COO),.2H,0 al 30%]. Se
mezclo y llevo a volumen final de 50mL con agua destilada. Luego de filtrada esta solucidn se
descartaron los primeros 10mL y se colocaron 5ml del filtrado en dos tubos de ensayos. En uno de
los tubos se afiadieron 5mL de agua destilada (muestra problema) y al segundo tubo se le afiadieron
5 mL de Na2S20s, 0,2% (blanco de referencia). Se agitd y se determino la absorbancia de la muestra

contra la de referencia a 284nm y 336nm.
La concentraciéon de HMF se calculé como:

HMF (mg/kg) = (A, — A,)*149,7.

284

-Diastasa

Para la determinacion de la actividad diastasa se utilizo el método de Schade et al. (1958), que
se basa en la velocidad de hidrolisis de una solucion de almiddn al 2% por las enzimas diastasas en
una solucion amortiguada de miel utilizando una solucién de iodo como indicador mediante una

medida espectrofotométrica a 660 nm.

La miel se prepard disolviendo 10g de miel en 15mL de agua se agregaron 5mL de buffer
acetato (43,59 CH3.COONa.3H20 en 250mL de agua, pH 5,3) y 3mL de NaCl (2,99 NaCl en

100mL de agua) y se llevo a 50mL con agua.

Para comenzar la determinacion de diastasa en la muestra de miel se tomaron 10mL de la
solucién de miel previamente preparada y se colocaron en un bafio de agua a 40°C, al mismo tiempo
se colocaron 10 mL de la solucion de almidon a la misma temperatura. Luego de transcurridos 15
minutos se transfirieron 5mL de la solucion de almidon a la solucién de miel, sin retirar del bafio
termostatizado se esperd 5 minutos y se tomaron 0,5mL de la mezcla a un matraz con la cantidad
de agua determinada previamente en la calibracion del almidén con el consecuente agregado de
5mL de la solucién de yodo 0,0007N. Se mezcld y se midi6 la absorbancia a 660nm. Dependiendo
del valor obtenido en esta primera medida se establecio el tiempo de las siguientes mediciones para



cada muestra de miel procediendo de la misma manera para obtener al menos 3 medidas dentro del
rango de absorbancia de 0,456 - 0,155.

La actividad diastasa se calcula como DN (numero diastasa) de la siguiente manera
(Kedzierska-Matysek et al., 2016):

DN = (60minutos / t )* (0,10/0,01) * (1,0/2,0) = 300/t

Siendo t_el tiempo de reaccion en minutos para alcanzar la absorbancia 0,235. Este tiempo es
obtenido mediante regresion lineal.

-Color

El color de las mieles fue determinado por medida directa en fotdmetro portatil digital
(HANNA HI 96785). Las muestras de miel a temperatura ambiente, homogéneas y sin burbujas de
aire fueron transferidas a una celda de 10mm. La celda se insertd en colorimetro con lectura directa
en milimetros Pfund (USDA, 1985) al compararse con un estandar de glicerol. La medida de color
se basa en la escala mm Pfund insertada en el fotometro y varia de 0 a 150 mm Pfund, La escala
muestra siete gamas con diferentes designaciones de color : blanco agua (< 8), extra blanco (>8 a
<17), blanco (>17 a <34), ambar extra claro (>34 a >50), ambar claro (>50 a >85), &mbar (>85 a

>114) y ambar oscuro (>114) hasta 150 mm Pfund (USDA, 1985).
-Azlcares

Se determinaron por cromatografia liquida (HPLC) de acuerdo al método original descrito por
Bogdanov and Baumman (1988). EI método determina el contenido de azlcares por HPLC
equipado con detector de indice de refraccion (IR). Los picos se identificaron por sus tiempos de
retencion y la cuantificacion se realizé6 mediante el uso de estandar externo (curva de calibracion).
Se utilizaron estandares de fructosa, glucosa, sacarosa, turanosa y maltosa. Las muestras de miel se
prepararon disolviendo 5g de miel en 40 mL de agua. Por separado se tomaron 25 mL de metanol
en un matraz aforado de 100,0 mL y la solucion de miel fue transferida cuantitativamente al matraz.
Se complet6 con agua hasta el aforo. Finalmente se filtré la solucién a través de filtro de membrana
0,22 um previo al analisis de HPLC.

Para el analisis por HPLC se utilizd un equipo Shimadzu LC 20-10 con detector de indice de
refraccion. La columna cromatografica utilizada fue SUPELCOSIL™ LC-NH2 (15 cm x 4.6 mm,
5 um), Flujo: 1,3 mL/min, Temperatura de la columna y del detector: 30°C, Volumen de la muestra:
10 pL.



Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico multivariado por componentes principales (PCA) se realizé utilizando
el software InfoStat (Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Este analisis consiste en la
transformacion de variables originales en nuevas variables o componentes obtenidos por la
combinacion de las originales. De esta forma se logra la reduccién de la complejidad de los datos
que facilmente pueden ser representados en 2 0 3 componentes principales.

Resultados y Discusion

En la Tabla 2.2 se muestran los resultados del analisis palinologico de la miel y su tipificacién
(monofloral o polifloral) segin el porcentaje de polen observado. Con el fin de hacer mas &gil la
lectura de resultados y contribuir a un mejor anélisis de los mismos es que se opta por el uso de la
nomenclatura ya mencionada anteriormente para cada muestra de miel, la misma hace referencia
al origen floral segun el analisis palinologico realizado en esta seccion. La nomenclatura utilizada
es la siguiente: Lm: Lotus sp. monofloral, Sbp Scutia buxifolia polifloral, SMm Schinus molle
monofloral, Sbm Scutia buxifolia monofloral, Ep Eucaliptus sp. polifloral, Tp Trifolium polifloral.
El namero corresponde al orden de ingreso de la muestra. Se encontrd que 8 de las 15 muestras de
miel son monoflorales. De las cuales 5 son monoflorales nativas (SMm03, Sbm04, Sbm05, Sbm06
y Sbm09), 3 monoflorales no nativas (Lm01, Lml13, Lm14), las 7 restantes resultaron ser
poliflorales. Dentro de las monoflorales nativas el polen predominante encontrado fue de Scutia
buxifolia en 4 de ellas y una monofloral nativa de Schinus molle. Las 3 monoflorales no nativas
resultaron ser de Lotus sp mientras que las 7 restantes muestras poliflorales presentaron, en su
mayoria, predominancia de polen de Eucaliptus sp. Los resultados obtenidos sobre los polenes
identificados en estas mieles concuerdan con trabajos previos reportados en la bibliografia, acerca
de los taxones de las comunidades vegetales mas comunes del pais (Daners & Telleria, 1998;
Corbella and Cozzolino, 2006;Tejera et al., 2013).



Tabla 2.2. Composicion polinica de cada muestra de miel y su tipificacion

(2.6%); Euphorbiaceae (2.4%);
Baccharis sp (2.2%)

Origen floral
Muestra | Tipificacion % polen mayoritario % polen minoritario
Ammi sp. (5.6%); Eucaliptus
sp (5.0%); Trifolium pratense
LmO01 Monofloral | Lotus sp (77.6%) (3.1%); Asterea (2.4%); Echium
sp. (1.7%); Trifolium repens
(1.0%); Scutia buxifolia (1.0%)
Scutia buxifolia (43.9%); Schinus
molle (24.4%); Eucaliptus sp
. (12.5%); Salix sp. (5.7%); Lotus
Sbp02 FaliEL sp (3.8%); Blepharocalyx tweediei
(2.8%); Echium sp (2.1%); Allo-
phylus edulis (1.2%)
Scutia buxifolia (17.9%);
Blepharocalyx tweediei (3.8%);
SMmO03 | Monofloral | Schinus molle (62.9%) (L20 t#;))s p égci(?gr|fzga(lzlpigz)sp
Trifolium repens (1.2%);
Struthanthus acuminatus (1.2%)
Blepharocalyx tweediei (30.8%);
Sbm04 Monofloral | Scutia buxifolia (52.8%) Schinus molle (10.6%);
Eucalyptus sp (1.8%)
. - Schinus molle (29.1%);
Sbmo05 Monofloral | Scutia buxifolia (64.2%) Eucalyptus sp (1.7%)
SbmO06 Monofloral | Scutia buxifolia (51.4%) Schinus molle (44.5%)
Eucalyptus sp (41.7%); Schinus
molle (18.3%); Scutia buxifolia
(10.3%); Baccharis sp (8.3%);
Ep07 Polifloral Echium sp. (6.9%);
Blepharocalyx tweediei (4.7%);
Trifolium repens (2.8%);
Trifolium pretense (1.7%);
Acacia sp (1.6%)
Eucalyptus sp (39.3%); Scutia
buxifolia (31.6%); Echium sp.
Ep08 Polifloral (9.3%); Blepharocalyx tweediei
(6.7%); Lotus sp (5.2%); Schinus
molle (1.4%); Baccharis sp (1.2%)
Schinus molle (27.8%);
Sbm09 Monofloral | Scutia buxifolia (55.2%) Eucalyptus sp (8.0%);
Blepharocalyx tweediei (4.2%)
Eucalyptus sp (46.7%); Acacia
longifolia (34.8%); Lotus sp (3.9%);
Ep10 Polifloral Papilionoidea (3.0%); Shinus molle




Tabla 2.2. Continuacién

Eucalyptus sp (71.5%); Lotus sp
(5.9%); Trifolium repens (5.4%);

Epll Polifloral Trifolium  pratense  (5.3%);
Baccharis sp (4.7%); Shinus molle
(1.7%)
Trifolium repens (23.2%);
Trifolium pratense (22.2%); Lotus
sp (15.5%); Eucalyptus sp
(13.5%); Shinus molle (5.3%);
Tpl2 Polifloral Ligudtrum vulgare (2.8%); Echium
sp (2.3%); Brassicaceae (2.2%);
Cynara cardunculuus (2.0%);
Mentha pulegium (1.8%); Ammi
visnaga (1.5%); Daucus carota
(1.0%)
Schinus molle (12.1%); Trifolium
pretense (10.2%); Scutia
o e
Lm13 Monofloral | Lotus sp (49.0%) I(J;J)g;(;)“a}rr(ﬁo(?lﬁ?n rlil;gﬁlsy?éuos(y:)p
Ammi visnaga (1.5); Cynara
cardunculuus (1.5%)
Eucalyptus sp (15.9%); Trifolium
repens (6.5%); Scutia buxifolia
04)" i 045)"
Lm14 Monofloral | Lotus sp (61.6%) Srfnﬁ)\’/is?gggu(sz.f;z)I!eTr(i?c'J?iﬁr)ﬁ
pretense (1.4%); Echium sp
(1.3%)
Scutia buxifolia (42.1%); Echium
sp (22.4%); Lotus sp (14.0%);
Sbp15 Polifloral Schinus molle (5.9%); Eucalyptus

sp  (5.7%); Trifolium repens
(3.7%); Trifolium pretense (1.7%);
Brassicaceae (1.3%)

En la Tabla 2.3 se muestran los resultados obtenidos de los analisis fisicoquimicos de las
muestras de miel.




Tabla 2.3. Resultado fisicoquimico de las mieles

Muestra Acidez % % Act. Conductividad | Color
de miel PH (meg/Kg) | Humedad | Cenizas | Diastasa HMF ms.cm-1 (mm)

Escala mg/Kg pfund

Gothe

LmO1 4.0 21.5 17.6 0.06 48.4 0 0.51 48
Sbp02 5.6 12.0 18.4 0.5 26.6 0 1.32 99
SMmO03 4.7 19.0 19.2 0.38 45.2 0 1.06 98
Sbm04 4.9 18.5 18.4 0.46 33.0 0 1.27 112
Sbm05 6.1 7.5 18.8 0.49 32.0 0 1.44 102
Sbm06 5.2 7.0 18.8 0.44 26.4 0 1.17 92
Ep07 55 13.5 18.8 0.46 22.7 0 1.38 118
Ep08 4.8 14.5 17.6 0.57 175 0 1.72 109
Sbm09 5.8 8.0 17.8 0.45 15.1 0 1.35 92
Ep10 4.2 18.5 15,0 0.20 14.7 0 1.03 71
Epll 3.6 29.5 17.4 0.19 18.3] 15.2 0.63 65
Tpl2 35 30.0 17.2 0.11 24.8 8.6 0.48 44
Lm13 3.7 24.5 15 0.15 22.7 7.6 0.44 50
Lmi4 35 36.5 16.8 0.08 24.9 8.5 0.49 60
Sbp15 4.4 17.5 17.4 0.39 n.d. 1.0 1.08 145
min 35 7.0 15.0 0.06 14.7 0.0 0.44 44
max 6.1 36.5 19.2 0.5 48.4| 15.2 1.72 145

Los valores de pH obtenido para las muestras de miel variaron entre 3.5 y 6.1. Estos se
encuentran dentro de los limites estandar del Cddex Alimentario que establece el limite de pH
entre 3.4 - 6.10. Este parametro es de gran importancia durante la extraccion y almacenamiento de
la miel ya que influye en su textura, estabilidad y la vida Gtil de la miel (Terrab et al., 2004).
Independientemente de su origen, el pH de la miel es generalmente &cido y se encuentra
normalmente dentro del rango 3.4 a 6.4, suficientemente bajo como para inhibir el desarrollo de
microorganismos (Cavia, 2002; Gomes et al., 2010). Los valores de acidez libre oscilaron entre 7 y
36.5 meq/kg por lo que se encontraron por debajo del valor maximo establecido en 40 meqg/kg. El
porcentaje de humedad varid entre 15.0 y 19.2%. un valor que se encuentra por debajo del limite
méaximo establecido de 20% en el Reglamento Bromatoldgico Nacional (MSP, 2017). Lo que nos
indica un correcto almacenamiento dado que un valor superior podria ser indicio de crecimiento
microbiano en las muestras durante el almacenamiento. Las abejas deshidratan y almacenan la miel
en las celdas del panal que luego tapan para que se produzca la maduracién, por lo que una cosecha
temprana puede ser responsable de los valores altos de humedad en la miel.



Asu vez, valores elevados de humedad pueden conducir facilmente a la fermentacion debido
a que reduce la presion osmotica del aztcar que en condiciones normales es lo suficientemente
elevada como para evitar la proliferacion de levaduras osmofilas (tolerantes al azdcar) (Bogdanov
and Martin, 2002).

Los valores de HMF estuvieron todos por debajo del limite maximo permitido que establece
que no debe superar los 40 mg/kg (MSP, 2017). Este parametro de frescura de la miel nos indica
que la miel no fue sometida a tratamiento térmico luego de ser cosechada.

Por otra parte, este valor de bajo contenido de HMF se correlaciona con el valor de la actividad
diastasica determinado para las mieles, ya que todas las mieles presentaron alto valor de la actividad
diastasica que, segin el Reglamento Bromatoldgico Nacional, no deben presentar un valor inferior
a 8 en la escala de Gothe (MSP, 2017). Estos dos parametros confirman la frescura de la miel luego
de ser cosechada debido a que tanto la presencia de HMF como la reduccion de la actividad
enzimatica, son provocados ya sea por el almacenamiento inadecuado de la miel o por el uso
excesivo de calor en el procesamiento de la miel para la licuefaccion o pasteurizacion, lo que

provoca efectos adversos sobre la calidad de la miel (Bogdanov, 2007).

En cuanto al porcentaje de cenizas los valores obtenidos también se encontraron por debajo
del limite maximo establecido en el Reglamento Bromatoldgico Nacional de 0.6% para miel de
flores (MSP, 2017). Esto es un indicativo de la limpieza de las muestras de miel y ausencia de

adulteracion con melaza (Terrab et al., 2003a).

Los valores de conductividad variaron entre 0.44 y 1.70 ms/cm, solo 5 de las 15 muestras de
miel estuvieron por debajo del limite maximo establecido para la miel en el Codex Alimentarius
(2001) de 0.8 ms/cm. Tanto la conductividad como el contenido de cenizas estan relacionados con
el contenido mineral de la miel (Pires et al., 2009; Santos et al., 2014).

Las mieles con mayor porcentaje de cenizas presentaron mayores valores de conductividad.
En la Figura 2.2 se observa la relacion entre el contenido de cenizas y la conductividad eléctrica. La
relacion entre ambos valores se explica por el hecho de que la conductividad eléctrica, por
definicion, se refiere a la capacidad de un material de conducir una corriente eléctrica y dado que la
miel es una mezcla de agua, minerales, &cidos y principalmente materiales organicos, cuanto mayor
sea el contenido de minerales, que se ve reflejado en las cenizas, mayor sera la conductividad
eléctrica.

En cuanto al color, las mieles presentaron un amplio rango de valores de la escala Pfund en
milimetros que van desde 48 a 145 (dmbar extra claro al &mbar oscuro respectivamente). Las mieles
Sbm04, Sbm05, Sbm06 y Sbm09 monoflorales de Scutia buxifolia y SMm03 monofloral de Shinus



molle presentaron valores de conductividad superiores al establecido por Codex Alimentarius de
0.8 ms/cm y color ambar, mientras que las mieles Lm01, Lm13 y Lm14 monoflorales de Lotus
presentaron valores de conductividad por debajo del limite maximo establecido por Codex
Alimentarius de 0.8 ms/cm™ y colores ambar claro y extra claro (Codex Alimentarius. 2001).
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Figura 2.2. Relacion entre contenido de cenizas (gris) y conductividad eléctrica (amarillo) de las

diferentes mieles.

En la Figura 2.3 se observa la relacion entre la conductividad eléctrica y el color de las mieles
estudiadas. Resultados similares a los encontrados fueron reportados en la bibliografia en los que
se relaciona altos valores de conductividad con el color oscuro de las mieles (Doner, 2003; Corbella
et al., 2005; Corbella and Cozzolino. 2006; Yadata, 2014; Santos et al., 2018)
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mieles



La Figura 2.4 muestra la representacion grafica del perfil cromatografico tipico de HPLC de
azucares en miel utilizando detector de indice de refraccion. En la Tabla 2.4 se puede observar el
contenido de cada azUcar en cada muestra de miel. En todos los casos los monosacéridos fructosa
y glucosa son los azucares mayoritarios, seguido por los disacaridos maltosa, sacarosa y turanosa.
Dentro de las disposiciones particulares para miel en el Reglamento Bromatolégico Nacional se
establecen dos clasificaciones de miel segun su origen en miel de flores y miel de mielada (MSP,
2017).

Mediante la suma de los azucares reductores fructosa + glucosa (F + G). es posible distinguir
entre estos dos tipos de miel. En la columna F + G de la Tabla 2.4 se verifica que todas las mieles
son miel de flores dado que se encuentran dentro de lo establecido por el reglamento bromatolégico
que indica que la suma F + G no debe ser menor a 65% y ademas la sacarosa no debe superar el 5
% para la miel de flores (MSP, 2017).

Por otro lado, la relacion F/G nos permite predecir la tendencia a la cristalizacion de la miel,
dado que la glucosa es menos soluble en agua que la fructosa (Laos et al., 2011). La relacion
F/G < 1 indica una rapida cristalizacion, mientras que la relacion F/G > 1.3 indica una cristalizacion
lenta (Dobre et al., 2012). En la Tabla 2.4 se puede observar que las mieles Tpl2 y Lml4
presentaron una relacion F/G > 1.3 por lo que pueden ser consideradas de cristalizacion lenta,
mientras que el resto de las mieles presentan valores de F/G que quedan entre los limites de rapida
y lenta cristalizacion. Otro parametro que se utiliza para predecir la cristalizacion de la miel es la
relacion glucosa/agua (G/W). Esto es debido a que la humedad puede afectar las propiedades fisicas
de la miel (viscosidad, cristalizacion) asi como otros parametros como el color, la apariencia y
conservacion. Segun este parametro cuando la relacion G/W es mayor a 1.7 la cristalizacion sera
lenta, mientras que cuando la relacion G/W>2 sera una cristalizacion rapida (Dobre et al., 2012).

En la Tabla 2.4 se puede ver que las mieles Ep10 y Lm13 mostraron una relacion G/W > 2 por
lo que pueden presentar una cristalizacion rapida; mientras que las mieles Sbp02, SMmO03, Sbm04,
Sbm05, Sbm06, Sbm09, Tpl2 presentaron una relacion G/W<1.7 por lo que su cristalizacion sera
lenta. Segun estas dos relaciones F/G y G/W, el pardmetro que mejor clasifica la tendencia a
cristalizar en este caso es G/W.
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Figura 2.4. Perfil cromatografico por HPLC de azucares en miel (1: Fructosa. 2: Glucosa.
3: Sacarosa. 4: Maltosa. 5: Turanosa)

Tabla 2.4. Contenido de cada azucar (g/100g) en las mieles

I\d/l:ers':;? Fructosa | Glucosa | Sacarasa | Turanosa | Maltosa | F+G | F/IG | G/IW
LmoO1 395 33.4 2.0 0.9 27| 729 1.2 1.9
Sbp02 36.4 29.2 3.1 3.0 3.8| 65.6 12| 16
SMmO03 36.9 29.9 2.9 1.9 34| 66.8 12| 16
Sbm04 37.0 29.3 2.9 2.2 3.0| 66.3 13| 16
Sbm05 36.2 28.9 2.8 2.7 3.8| 65.1 13| 15
SbmO06 36.1 28.9 3.2 2.8 39| 65.0 12| 15
Ep07 36.5 314 3.1 2.9 3.7 679 12 17
Ep08 38.1 29.2 3.4 2.9 42| 673 13| 17
Sbm09 36.2 28.9 3.1 3.0 45| 65.1 13| 16
Epl0 40.4 36.6 2.5 1.1 1.7] 770 11 24
Epll 40.8 30.8 2.1 0.9 24| 716 1.3 1.8
Tpl2 42.5 27.9 0.4 1.8 45| 704 15 1.6
Lm13 40.0 317 0.9 2.4 18 717 13 21
Lm14 42.1 29.1 2.3 1.2 20| 712 14, 17
Sbp15 37.4 28.8 2.8 2.3 39| 66.2 13 17
min 36.1 27.9 0.4 0.9 1.7/ 65.0| 1.10 15
max 42.5 36.6 3.4 3.0 45| 770 153 24




Mediante el uso de herramientas estadisticas multivariables se realiz6 el andlisis de
componentes principales (PCA). En la Figura 2.5 es posible observar la distribucion de las muestras
a través de las variables proyectadas (acidez, contenido HMF, actividad diastasa, % humedad, pH,
Color, % cenizas, Conductividad, relacién G/W).
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Figura 2.5: PCA en dos dimensiones de los primeros dos componentes principales.

Color bordo: corresponde a mieles monoflorales de Lotus sp; color verde oliva: corresponde miles
poliflorales con predominancia de Scutia buxifolia; color turquesa: corresponde a miel monofloral de
Schinus molle; color verde: corresponde a mieles monoflorales de Scutia buxifolia; color violeta:
corresponde a mieles polifloreles con predominancia de Eucalyptus sp; color negro: corresponde a
las propiedades fisicoquimicas evaluadas.

La combinacién de los dos primeros componentes permite explicar aproximadamente el 80%
de la variabilidad total del sistema. Hacia valores positivos del eje x se agrupan las muestras nativas
estudiadas, ya sean monoflorales de Scutia buxifolia (Sbm04, Sbm05, Sbom06 y Sbm09). monofloral
de Schinus molle (SMmO03). y polifloral con predominancia de polen de Scutia buxifolia (Sbp02 y
Sbp15). junto con dos no nativas (Ep07 y Ep08) poliflorales ambas con predominancia de polen de
Eucalyptus sp seguido de un aporte de polen secundario nativo Schinus molle y Scutia buxifolia
respectivamente. Puede apreciarse como este grupo de mieles nativas se agruparon proximas a las
propiedades fisicoquimicas: conductividad eléctrica, porcentaje de cenizas y color que ademas
estan relacionadas entre si. Hacia valores negativos del eje x se agruparon las mieles no nativas
monoflorales de Lotus sp (Lm01, Lm13, Lm14). y poliflorales con principal aporte de Eucalyptus
spp (Ep10y Epll) y Trifolium repens (Tpl2).



Conclusiones

El andlisis palinolégico de las muestras permite concluir que es posible obtener mieles
monoflorales producidas a partir de flora nativa del Uruguay. A partir de los resultados obtenidos en
la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas, es posible concluir por un lado que todas las mieles
analizadas son frescas, es decir que no han sufrido tratamiento térmico ni adulteracion, debido al
bajo contenido de HMF vy alto valor de nimero Gothe para la enzima diastasa. Por otra parte, se
pudo constatar que la mieles monoflorales nativas de Scutia buxifolia y Shinus molle presentan
conductividades altas y colores oscuros ademas de un alto porcentaje de ceniza, lo que es un
indicativo de alto contenido mineral (Accorti et al., 1987; Popek 2002; Terrab et al., 2003b; Kropf
et al., 2008; Yadata, 2014), siendo esta una caracteristica a destacar de las mieles monoflorales
nativas del Uruguay desde el punto de vista nutricional.

La suma de los azucares reductores F + G fue mayor a 65% en todas las muestras de miel
estudiadas, lo que permitio confirmar el origen floral de las muestras por contraste con las
caracteristicas de las denominadas miel de mielatos (MSP, 2017).

Complementariamente, se pudo constatar que las mieles nativas estudiadas (Sbp02. SMmO3.
Sbm04. Sbm05. Sbm06. Sbm09) y una no nativa polifloral (Tp12) poseen una tendencia a la
cristalizacion lenta segun la relacién G/W que resulto ser <1.7. Mientras que, las mieles no nativas
poliflorales (Ep10 y Lm13) poseen una tendencia a la cristalizacion rapida segun la relacion G/W
que resulto ser >2. Esta diferencia entre mieles nativas y no nativas con tendencia a la cristalizacion
rapida o lenta indica la influencia que puede tener el origen botanico en las proporciones de azlcar
presentes en la miel y por lo tanto en la cristalizacion. A partir del analisis de componentes
principales es posible diferenciar las mieles nativas de no nativas a traves de sus propiedades
fisicoquimicas. Este es un aspecto relevante en la valorizacion de las mieles y es un tema de interés
en todas las zonas productoras tal como se verifica a partir de antecedentes existentes en la literatura
(Escuredo et al., 2014; Ruoffa et al., 2007).
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Capitulo HI

ESTUDIO DEL PERFIL VOLATIL Y SENSORIAL
DE LA MIEL MEDIANTE CROMATOGRAFIA
GASEOSA ACOPLADA A MASA, CROMATOGRAFIA
GASEOSA ACOPLADA A OLFATOMETRIAY
ANALISIS SENSORIAL CON CONSUMIDORES

Introduccion

El concepto de flavor

Las propiedades sensoriales de los alimentos, como apariencia, textura y sabor influyen en la
aceptacion de los mismos, siendo el sabor o flavor un factor decisivo para la eleccion de un producto
en particular (Jelen, 2011). La percepcion del sabor se produce cuando un alimento o bebida entra
en la boca. Aunque la percepcion resultante depende de las entradas de multiples modalidades
sensoriales, se experimenta como una percepcion unica de un alimento o bebida. Cuando nos
referimos al flavor en la ciencia de los alimentos, alude a la percepcion sensorial de los alimentos
u otras sustancias que se consumen por via oral, pero también se usa para referirse a la sustancia
en si que causa la percepcion del sabor (Deibler, 2007). Es decir, el término flavor describe una
experiencia multimodal ya que cuando “saboreamos”, también tocamos la comida o bebida en la
boca y sentimos su olor a traves del olfato retronasal (Figura 3.1). Mientras que el sentido gustativo
(es decir, el gusto) se refiere especificamente a las sensaciones de dulce, agrio, salado, amargo,
(Chandrashekar et al., 2006) y quizas gordo (Chale-Rush et al., 2007).

Las percepciones se construyen a partir de una combinacion de los gustos reales y las
propiedades de sabor del olor que se codifican en la memoria (Stevenson and Boakes, 2004). Cada
una de las cinco cualidades principales del sabor sirve para sefialar una clase especifica de nutrientes
0 amenazas potenciales: sefiales dulces de energia en forma de calorias, sefiales saladas de
electrolitos, sefiales acidas de pH bajo, sefiales de proteinas saladas (umami) y, dado que la mayoria
de las sustancias venenosas son amargas, el amargor indica toxinas potenciales (Scott and Plata-
Salaman, 1991). Por lo tanto, el sentido del gusto ayuda a identificar los nutrientes fisiol6gicamente
beneficiosos y los estimulos potencialmente dafinos.



o Volatiles in orthonasal route
o Volatiles in retronasal route

Figura 3.1 Olfato ortonasal vs. retronasal. Representacion esquematica de dos salidas de la
percepcion olfativa: ortonasal y retronasal. Los olores percibidos por via ortonasal entran en el
cuerpo a través de la nariz (narinas) y viajan directamente al epitelio olfatorio de la cavidad nasal.
Los olores detectados por via retronasal entran en la boca al comer y beber. Los volatiles se liberan
de los alimentos o bebidas y posteriormente pasan a través de la nasofaringe en la parte posterior
de la cavidad oral para ingresar a la cavidad nasal y alcanzar el epitelio olfatorio (Kringelbach and
Berridge, 2009).

El olfato

El sentido del olfato es capaz de detectar y discriminar entre miles de olores, en su mayoria
compuestos organicos de baja masa molecular. La principal cualidad de un compuesto quimico que
nos permite olerlo es su volatilidad. EI compuesto debe tener una presion de vapor relativamente
alta que permita que los mismos escapen de su matriz e interactlen con los receptores sensoriales
bioguimicos dentro de nuestro cuerpo. Entre estos compuestos encontramos moléculas con variadas
estructuras y diversos grupos funcionales como aldehidos, esteres, cetonas, alcoholes, acidos
carboxilicos, aminas, iminas, tioles, haluros, nitrilos, sulfuros y éteres. El sistema olfativo es capaz
de realizar esta tarea discriminatoria sofisticada gracias a una gran familia de receptores acoplados a
la proteina G en la cavidad nasal (Jimenez et al., 2021). Una vez unida la molécula de olor al receptor
se inicia una cascada de eventos que transforman la energia quimica de unién en una sefial neural
(Firestein, 2001). La percepcion en el sistema sensorial implica inicialmente el reconocimiento de
estimulos externos por parte de las neuronas sensoriales primarias. La informacion sensorial se
transmite al cerebro, donde es decodificada para permitir la discriminacion de los diferentes olores



(Buck, 1992). Generalmente los compuestos odoriferos estan presentes en los alimentos en muy
bajas concentraciones del orden de mg/kg, pero a menudo se presentan en concentraciones mucho
mas bajas ug/kg o incluso ng/kg de producto. Sin embargo, poder percibirlos sensorialmente no
depende simplemente de la cantidad que haya presente sino del umbral de cada compuesto, el cual
depende ademas de la matriz en que se encuentra. EI umbral de olor se define como la minima
concentracion de un compuesto en un medio especifico que es suficiente para el reconocimiento
del olor en particular (Jelen, 2011). EIl aroma de un alimento es producido por la percepcién
simultanea de muchos compuestos volatiles, pero solo algunos de ellos tienen implicancia en la
determinacion de su flavor (Audouin et al., 2001). Aquellos compuestos cuya concentracion exceda
el nivel de umbral determinado para el alimento en estudio, son significativos en su flavor, mientras
que los que se encuentren por debajo del umbral no lo son. Esta herramienta fue propuesta por
Patton y Josephson (1957) para estimar la importancia de un compuesto en el flavor de un alimento.

El aroma de la miel

El perfil aromatico es una caracteristica tipica de un producto alimenticio, tanto por su calidad
organoléptica como por su autenticidad y este aspecto es especialmente relevante para alimentos
como la miel (Careri et al. 1994). El aroma de la miel es consecuencia de la presencia de una mezcla
compleja formada por cientos de compuestos volatiles (Tananaki et al., 2022). Los compuestos
volatiles en la miel tienen diferentes origenes, como puede ser su transferencia por parte de la
planta, la participacion de la abeja transformando constituyentes vegetales en otros compuestos con
propiedades volatiles, incluso estos compuestos pueden verse afectados por el procesamiento
posterior a la cosecha, por presencia de microorganismos (Gianelli et al., 2010). Cada miel
monofloral posee un aroma caracteristico debido a compuestos volatiles especificos que pueden
derivarse del néctar floral, por lo tanto su calidad organoléptica depende principalmente de la fuente
floral de origen (Kaskoniene and Venskutonis, 2010). Como ya se menciond en capitulos anteriores
de esta tesis, el origen floral de la miel usualmente es determinado por andlisis polinico,
determinaciones fisicoquimicas y organolépticas. Sin embargo, la presencia de polen especifico en
cierto tipo de mieles (citricas) es bajo, esto conduce a una identificacion poco confiable del origen
floral, ademas los compuestos quimicos presentes en la miel pueden sufrir modificaciones a través
del tiempo y condiciones de almacenamiento, lo que también reduce la fiabilidad de este tipo de
métodos para la identificacion del origen floral. Estas dificultades han incentivado la busqueda de
otras herramientas que permitan autenticar de forma certera el origen floral de la miel. Muchos
autores describen el perfil aromatico de la miel como una huella digital debido a que se relaciona
directamente al néctar de la planta extraido por las abejas. Por esta razdn, el analisis de la



composicion volatil puede ser una herramienta Util para la caracterizacion de los origenes botanicos
(Anklam, 1998; Verzera et al., 2001; Manyi-Loh et al., 2011). De hecho, existen compuestos
reportados como marcadores de algunas mieles comerciales como es el caso 3,9-epoxi-1-p-
mentadieno, trans-8-p-menten-1,2-diol y cis-6xido de rosa como marcadores para la miel de tilo
(Blank et al., 1989; Tsuneya et al., 1974), altas concentraciones de 3-aminoacetofenona fueron
informadas como distintivas para las mieles de castafio (Bonaga and Giumanini, 1986). En otro
estudio se reportaron los compuestos hexanal y heptanal como marcadores de mieles de lavanda
(Bouseta et al., 1992). Las mieles citricas se caracterizan por la presencia en altas concentraciones
de compuestos terpénicos, principalmente linalol y sus derivados (6xidos de linalol y aldehidos y
alcoholes de lila) y o-terpineol y antranilato de metilo (Castro-Véazquez et al., 2007). Se han
identificado mas de 600 compuestos volatiles en distintos tipos de miel, pertenecientes a diferentes
familias quimicas entre las que se incluyen: hidrocarburos, aldehidos, alcoholes, cetonas, acidos,
esteres, bencenoides, derivados furanicos y piranicos, norisoprenoides, terpenos y compuestos
azufrados (Manyi-Loh et al., 2011). Aunque el analisis aromatico de cualquier alimento no es una
tarea sencilla, existen diversas técnicas analiticas capaces de proporcionar informacion valiosa
acerca del aroma. Por otra parte, el paso previo de obtencion del extracto aromatico es un punto
critico a la hora de la eleccion del método mas adecuado, por las variadas consideraciones que se
debe tener en cuenta y la importancia de que el extracto final sea lo méas representativo posible del

producto a analizar.

Métodos de extraccion

Dada la gran cantidad y heterogeneidad de los compuestos volatiles presentes en los alimentos
resulta importante utilizar métodos adecuados para extraer los compuestos que nos interesan. En la
eleccion de la metodologia de extraccion a ser empleada es importarte tener en cuenta una serie de
factores:

-que los compuestos volatiles estan presentes en un amplio rango de concentraciones

-debe considerarse la complejidad de la composicidn aromatica, debido a las diferentes clases
de compuestos presentes (diferentes polaridades, solubilidades, pHs)

-la matriz en la que se encuentran también es otra variable a tener en cuenta, dado que los
compuestos aromaticos pueden estar interaccionando con otros componentes no volatiles de los
alimentos como azUcares, proteinas y grasas que afectan a su retencién, intensidad y calidad del

aroma

-otra variable a considerar es el rango de volatilidad de los componentes que va desde muy por



debajo de la temperatura ambiente hasta aquellos que son sélidos como la vainillina

-finalmente se debe tener en cuenta la inestabilidad de los componentes que pueden ser
oxidados por el aire o degradados por el calor o pH extremos (Delahunty et al., 2006; Parliment,
2002).

Teniendo en cuenta la cantidad de variables que deben considerarse al momento de extraer los
compuestos volatiles de una muestra, resulta evidente que no existe una unica técnica 6ptima para
cada muestra. En la bibliografia se han reportado técnicas variadas para la extraccion de la
composicidn volatil, como lo son las técnicas de extraccion con solventes organicos que, si bien
tiene la ventaja de ser técnicas simples, pueden determinar la formacién de artefactos conduciendo
a la obtencién de resultados poco relevantes (Rowland et al. 1995; D’Arcy et al. 1997). En este
sentido, se ha aplicado también las técnicas que combinan destilacion y extraccion de vapor
simultanea (SDE) como es la de Likens-Nickerson. Este método se basa en una destilacion por vapor
y una extraccion simultanea con un solvente de volatilidad elevada y con densidad diferente a la
del agua pero que tenga afinidad con los componentes de la fraccion volatil de la muestra (Bouseta
and Collin, 1995).

Otro tipo de técnica utilizada es la extraccion en fase solida (SPE) que consiste en hacer pasar
a la muestra a traves de una columna empaquetada con un polimero poroso capaz de retener los
analitos segun su afinidad por la composicion de este polimero. Luego los analitos adsorbidos son
eluidos con un solvente adecuado (Shimoda et al., 1996; Pefia et al., 2004). Algunos de los
inconvenientes principales en este tipo de extraccion es el empleo de solventes de alta pureza y el
tiempo requerido para cada muestra, ya que es necesario el acondicionamiento previo de la
columna, la preparacion de la muestra previa a su paso por la columna y las posteriores etapas de
eliminar interferencias y elucion del analito.

Para superar este aspecto se han desarrollado técnicas que también se destacan por prescindir
del pretratamiento de la muestra o la utilizacion de solventes que pueden enmascarar compuestos
de interés, son las técnicas de espacio cabeza (HS). Segun el sistema de muestreo de las técnicas de
HS se dividen en dos grandes grupos (Diez-Simon et al., 2020). Por un lado, la técnica de espacio
cabeza con muestreo estatico consiste en la introduccion de la muestra en un recipiente sellado y a
temperatura controlada de modo que, los compuestos volatiles de la muestra alcanzan un equilibrio
entre la fase solida o liquida que las contiene y la fase gaseosa y a continuacién son extraidos del
espacio cabeza. Por otro lado, la técnica de espacio cabeza dindmica no se permite alcanzar el
equilibrio de los volatiles entre la matriz y la fase gaseosa, sino que el equilibrio se desplaza
constantemente hacia la fase gaseosa. En este muestreo los compuestos volatiles son arrastrados
por el pasaje de un gas inerte a través de la muestra, y son retenidos en una trampa. Los analitos



son transferidos de esta trampa al cromatografo de gases generalmente mediante desorcidn térmica
(Wampler, 2002).

Si bien el muestreo HS, estatico o dinamico, ha contribuido a solucionar algunos problemas
relacionados al uso de solventes como la pérdida de compuestos altamente volatiles o co-
extracciones, también es cierto que muchos compuestos volatiles presentan una baja concentracion
en los extractos obtenidos de esta manera, lo que dificulta su analisis e identificacion. Este problema
ha sido solucionado parcialmente mediante el uso de trampas de absorbentes/adsorbentes (Tenax,
LiChrolut EN) (Pollien et al., 1997; Campo et al., 2005) o mediante técnicas de HS-SPME (Deibler,
2007) con los que se logra concentrar la muestra en la etapa de extraccion.

En este trabajo se empled la técnica de micro extraccion en fase solida (SPME), ésta presenta
varias ventajas respecto de otras técnicas, como la posibilidad de eliminar por completo la
utilizacion de solventes lo que la hace mas amigable con el medio ambiente y en consecuencia mas
economica, ademas de reducir el tiempo requerido para cada extraccion asi como la alta
sensibilidad que posee (Pawliszyn, 1997; Piasenzotto et al., 2003). Esta técnica utiliza una fibra de
silice fundida con diferentes recubrimientos poliméricos para extraer compuestos organicos
directamente de una muestra acuosa o en el espacio superior de una muestra liquida o solida y
transferirlos directamente al inyector cromatografico. En este trabajo se utilizd especificamente la
técnica HS-SPME en la que se alcanza el equilibrio mas rapido que en SPME de inmersidn ya que
no hay liquido que impida la difusion del analito sobre el recubrimiento (Yang and Peppard, 1994;
Diez-Simon et al., 2020). Una consideracion importante en este tipo de técnica es la seleccion de
la fibra apropiada, que dependera de la naturaleza del analito, siendo los recubrimientos de fase
mixta los mas apropiados para el analisis de compuestos volatiles (Pawliszyn, 1997). En SPME la
cantidad de analito extraido en la fibra depende de la polaridad y del espesor de la fase estacionaria,
pero también del tiempo de reaccidn y la concentracion del analito en la muestra. La extraccion se
puede mejorar sise consideran los siguientes factores: agitacion magnética (acelera la transferencia
del analito desde la matriz de la muestra a la fibra de recubrimiento), adicion de sales solubles como
cloruro de sodio (mejora la eficiencia de la extraccion al producir modificaciones en la fuerza idnica
de la solucion), variacion de pH (se acidifica la muestra para la extraccién de analitos acidos y se
alcaliniza pata la extraccion de analitos basicos) y aumento de la temperatura (aumenta la
concentracion de analitos en la fase gaseosa en HS-SPME) (Kataoka et al., 2000).

El analisis de los compuestos volatiles extraidos por cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa (GC-MS) mediante la desorcion de los analitos en el puerto de inyeccidn del
cromatografo de gases (Figura 3.2). Los equipos de GC-MS combinan una alta eficiencia de

separacion y sensibilidad ademas de proporcionar datos cualitativos y cuantitativos para los



compuestos volatiles. Es la técnica mas utilizada para determinar el perfil aromatico en muestras de
miel (Cuevas-Glory et al., 2007).

Figura 3.2 Extraccion de composicién volatil por HS-SPME y desorcion térmica por GC.
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Aunque el perfil obtenido a partir de este analisis nos brinda informacién sobre la composicion

volatil de la muestra, no es capaz de brindar informacién sobre cuales componentes son
sensorialmente activos.

Esto es debido a que el olor que percibimos en cualquier matriz, como puede ser un alimento,
se compone de una mezcla de compuestos volatiles que estan presentes en concentraciones variadas
por encima del umbral de sensibilidad. Los humanos no somos capaces de distinguir de forma
individual cada componente de esa mezcla, sino que percibimos un nimero limitado de estimulos
(Mayol and Acree, 2001). Dentro de esa mezcla, existen nimeros compuestos que no presentan
olor, pero se hallan en concentraciones elevadas y por el contrario existen compuestos en muy baja
concentracion que si contribuyen al olor por poseer umbrales de percepcion bajos. Para comprender
la contribucion de cualquier compuesto volatil a la calidad del olor no basta con saber si el
compuesto esta presente o no, también debe conocerse como se percibe a una determinada
concentracion y cudl seré la intensidad percibida del mismo (Delahunty et al., 2006; Manyi-Loh et
al., 2011). De ahi la importancia en la eleccion del método adecuado para la obtencion del extracto,
el cual debe asegurar la mayor fidelidad entre el aroma del extracto aislado y el material de partida,
ya que, tanto en las técnicas de extraccion antes mencionas, con solventes o métodos de destilacion
producen extractos totales de una muestra, lo que no representa necesariamente la proporcion de
compuestos que son percibidos por un sujeto al oler o inhalar (percepcién ortosonal) o comer



(exhalar) una muestra (percepcion retronasal) (Deibler et al., 1999; Prescott, 2012). Ademas, los
compuestos altamente volatiles que pueden contribuir a la nota mas caracteristica de un alimento
planta o flor pueden perderse durante la extraccion con solvente, destilacion o procedimientos de
concentracion y pueden resultar en extractos donde las proporciones de los diferentes componentes
no sea representativos de la muestra original (Grosch, 2001), ya sea por pérdida o co-extraccion de
otros componentes de la matriz a parte de la fraccion volatil deseada. La cromatografia gaseosa
acoplada a olfatometria (GC-O) se utiliza para detectar compuestos volatiles con actividad sensorial
dentro de una mezcla compleja como puede ser el aroma de un alimento. Esta combinacién de
técnicas utiliza detectores humanos (olfatometria) para establecer la actividad sensorial de los picos
cromatograficos obtenidos mediante cromatografia gaseosa (Friedrich and Acree, 1998). Este tipo
de estudios es limitado en el caso de la miel, siendo las primeras investigaciones a fin de la decada
de 1980.Blank et al. (1989) comenzaron a indagar sobre los compuestos con actividad odorante en
la miel de tilo y encontraron que (E)- B-damascenona, fenilacetaldehido y p-anisaldehido son los
principales responsables de las caracteristicas aromaticas de la esta miel. Desde entonces se ha
investigado mediante GC-O acerca de los compuestos sensorialmente activos de distintos tipos de
miel (Ruisinger and Schieberle, 2012). Un analisis por GC-O consiste en la introduccion de un
extracto aromatico representativo del producto a analizar en el cromatdgrafo de gases a través del
puerto de inyeccion. Dentro del cromatdgrafo una columna capilar se encarga de separar los
distintos componentes de la mezcla y a la salida de esta se divide el flujo. Donde una parte del
efluente se dirige al detector convencional (generalmente un detector de ionizacion de llama FID o
un espectrometro de masas MS) y otra va hacia el puerto olfatométrico fuera del cromatégrafo donde
se sita el juez que evalla el olor. De esta manera es posible relacionar la informacion quimica
que aportan los detectores convencionales (tiempo de retencién, indice de Kovats, espectro de
masa) con la informacion sensorial aportada por el detector olfatométrico (descriptor sensorial)
(Aceria et al., 2009). En la practica el puerto olfatométrico esta formado por un cono de vidrio o
teflon al que se acerca la nariz del analista, donde los volatiles eluyen. Debe ubicarse a una alturay
posicion comoda para el analista, dado que las corridas pueden durar mas de 30 minutos. Los
volatiles llegan al evaluador en una corriente de aire caliente y humidificado para descartar los
efectos ocasionados por el gas portador que al ser caliente y seco incomoda y afecta la sensibilidad
del evaluador (Dravnieks and O’Donnell, 1971). El anélisis del aroma no finaliza con la obtencion
del extracto y su analisis cromatografico, sino que es necesario determinar la importancia relativa
de esos olores en el aroma total de la muestra, y para ello se han desarrollado diferentes
metodologias que se describen brevemente a continuacion.



Metodologias GC-O

Existen reportes de diferentes metodologias desarrolladas de GC-O para evaluar el impacto
de los compuestos aromaticos en una muestra. A continuacion, se describen los métodos mas

utilizados.

-Métodos de dilucion: estos métodos consisten en realizar una serie de diluciones a un extracto

y cada dilucion se inhala hasta que no se detecta olor significativo y asi se determina para cada olor
el factor de dilucion (FD): ultima dilucion en la que se detectd olor. Dos variantes recurrentes de los
métodos de diluciéon son: CHARM (Combined Hedonic Aroma Response Measurements) (Acree et
al., 1984) y AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis) (Ullrich and Grosch, 1987). Ambos métodos
se basan en el mismo principio de umbral de deteccion de olores. En AEDA el factor de dilucion es
simplemente la ultima dilucién a la que se detecta un compuesto activo con olor. En CHARM las
diluciones se presentan en orden aleatorio para evitar el sesgo introducido por el conocimiento de
las muestras. En este anélisis el juez sefiala el comienzo y el final de cada percepcion y le asigna
un descriptor cualitativo.

Estos métodos de dilucidn presentan algunas desventajas como requerir de varias inyecciones
para alcanzar una dilucion del extracto de aroma en que ya no se detecta olor, ademas del tiempo
requerido para completar el analisis de cada dilucion de un extracto. A lo que se debe sumar la
dificultad de disponer de un panel de jueces entrenados (Blank, 2002).

Método de intensidad posterior: consiste en el registro de la intensidad del olor por un panel de

analistas de olor en una escala previamente fijada después de que el pico haya eluido de la columna.
Se obtienen estimaciones de la intensidad percibida. La desventaja de esta técnica es el uso de una
misma escala por todos los analistas, ya que la percepcion varia considerablemente de un individuo
a otro y no es posible proporcionar los valores de referencia mientras se realiza el analisis
olfatométrico (Van Ruth, 2001).

Método de frecuencia de deteccion: Linssen et al. (1993) emplearon por primera vez este
método, aungue recién en 1997 Pollien et al. desarrollaron y formalizaron el método. EI mismo
consiste en que un grupo de evaluadores, en lugar de uno o dos, que huelen a la salida del puerto de
olfaccion el mismo extracto aromatico. Para cada individuo se registran los tiempos de retencion
en los que se detectan olores y la descripcion y duracién de estos. EI namero de evaluadores que
detectan un compuesto activo con olor (frecuencia de deteccion) se utiliza como una estimacion de
intensidad del olor del compuesto. Este método cuenta con la ventaja de no requerir con un
entrenamiento previo del panel de jueces, ademas de producir resultados respetables con un minimo
de corridas cromatograficas.



Método de frecuencia modificada: Campo et al. (2005) denominaron “frecuencia modificada”
(MF) al método que combina intensidad y frecuencia de deteccion, el mismo consiste en que un
juez sensorial asigna a cada aroma que percibe un descriptor y una intensidad (en una escala
acordada). Luego se aplica la formula propuesta por Dravnieks and O’Donnell (1971) para el

célculo de la frecuencia modificada segun:

F.M.= JF(%) x 1(%)

donde F (%) es la frecuencia de deteccion del aroma percibido expresado como porcentaje,
| (%) es la intensidad promedio expresada como porcentaje de la maxima intensidad

Analisis sensorial

El analisis sensorial se refiere a la medicion y cuantificacion de las caracteristicas de los
productos alimenticios evaluables por los sentidos Montenegro et al., 2008). La evaluacion del
perfil organoléptico es utilizada en diversos campos (alimentos, cosméticos, productos
farmacéuticos, textiles), a través de lo percibido por los 6rganos sensoriales (color, sabor, olor,
textura y sonido) es posible evaluar como lo concibe el consumidor y comprender sus preferencias
(Piana et al., 2004). Con respecto a la miel, el analisis sensorial se utilizd por primera vez en Francia
en 1979 (Gonnet and Vache, 1979; 1985; 1992) y a partir de ahi se comenzo a implementar en otros
paises de la region como Italia (Persano Oddo et al., 1995), Espafia (Serra and Gomez, 1988)
desarrollando diferentes metodologias de evaluacidn que se han extendido a otros paises donde se

han publicado nuevas propuestas para aplicaciones modernas.

Fruto de dichas investigaciones en el area del analisis sensorial surgié una valiosa contribucién
de un grupo belga (Piana et al., 2004) al desarrollar una “rueda de olor y aromas para la miel”. El
disefio proviene de la compilacién de los términos estandarizados utilizados como descriptores de
olores, que luego de algunas modificaciones por parte del grupo de la Comision Internacional de la
Miel (IHC) surge la rueda armonizada que se muestra en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Rueda de aromas de la miel (IHC, 2001)

El analisis sensorial es una parte complementaria importante de los analisis fisicoquimicos y
de polen tradicionales. Se utiliza como herramienta analitica para el control de calidad de la miel
complementando la evaluacion del origen botanico (Bicudo de Almeida-Muradian et al., 2020).
Ademas, es clave al momento de registrar defectos como la fermentacion, presencia de impurezas,
malos olores de humo, sabor metélico y otras caracteristicas que los analisis de rutina de
laboratorios comunes no tienen acceso. En particular, la evaluacion sensorial es importante para
verificar la conformidad de las mieles monoflorales, ya que puede revelar la presencia de
componentes botanicos que no fueron calificados por otros sistemas analiticos, pero que sin
embargo alteran las caracteristicas sensoriales tipicas, incluso obstaculizando su comercializacion
como uniflorales (Piana et al., 2004). Otro rol importante del analisis sensorial es el papel que tiene
en la definicidn de estandares de productos y en los controles relacionados con las denominaciones
boténicas y otras etiquetas especificas que enfaticen la calidad de la miel (Marcazzan et al., 2018).
En este trabajo se empled la técnica de napping (Risvik et al., 1994), esta es una variante de la
técnica de mapeo proyectivo en la que las muestras se presentan simultaneamente al evaluador y
este debe proyectarlas sobre una superficie bidimensional, ya sea en un papel o en una pantalla. El
criterio de posicionar las muestras sera segun similitudes y diferencias entre si, las muestras que se

coloquen cerca se consideran muy similares sensorialmente, mientras las que se coloquen muy



distantes se consideraran sensorialmente muy diferentes. Ademas, la herramienta implica agregar
descriptores a cada muestra, lo que enriquece la evaluacion. Luego las coordenadas cartesianas de
las proyecciones (X, y) Y las frecuencias de descripciones de las muestras similares constituyen los
datos de la evaluacion (Dehlholm, 2014). Debido a que los criterios para el posicionamiento de las
muestras son elegidos individualmente por el consumidor, esto hace que el napping sea un
procedimiento flexible y espontaneo (Ares et al. 2011; Varela and Ares, 2012).



Seccion 1 - Andlisis de compuestos volatiles de la miel
Objetivos

En esta seccion se pretende mediante el analisis por HS-SPME-GC-MS de las mieles
estudiadas identificar los componentes volatiles caracteristicos de las mismas. En paralelo se busca
identificar, de entre estos componentes, aquellos que puedan ser considerados marcadores de origen
botanico.

Materiales y métodos

Muestras de miel

Se estudio la composicion volatil de las quince muestras de miel descriptas en el capitulo dos
de esta tesis. En la tabla 3.1 se enlistan las muestras de miel con la informacién que nos brinda su

nomenclatura a modo de recordatorio.

Origen floral
Muestra | Tipificacion % polen mayoritario
LmO01 Monofloral | Lotus sp (77.6%)

Scutia buxifolia (43.9%); Schinus molle (24.4%); Eucaliptus sp
(12.5%)

SMmO03 | Monofloral | Schinus molle (62.9%)

Sbm04 | Monofloral | Scutia buxifolia (52.8%)
Sbm05 | Monofloral | Scutia buxifolia (64.2%)
Sbm06 | Monofloral | Scutia buxifolia (51.4%)

Eucalyptus sp (41.7%); Schinus molle (18.3%); Scutia buxifolia
(10.3%)

Ep08 Polifloral Eucalyptus sp (39.3%); Scutia buxifolia (31.6%)

Sbm09 | Monofloral | Scutia buxifolia (55.2%)

Ep10 Polifloral Eucalyptus sp (46.7%); Acacia longifolia (34.8%); Lotus sp (3.9%)
Epll Polifloral Eucalyptus sp (71.5%); Lotus sp (5.9%)

Trifolium repens (23.2%); Trifolium pratense (22.2%); Lotus sp
(15.5%)

Lm13 Monofloral | Lotus sp (49.0%)
Lml4 Monofloral | Lotus sp (61.6%)
Shp15 Polifloral Scutia buxifolia (42.1%); Echium sp (22.4%); Lotus sp (14.0%)

Shp02 Polifloral

Ep07 Polifloral

Tpl2 Polifloral

Tabla 3.1 Nomenclatura de las muestras. El numero corresponde al orden de ingreso: Lm:
Lotus sp. monofloral, Sbp Scutia buxifolia polifloral, SMm Schinus molle monofloral, Sbm Scutia

buxifolia monofloral, Ep Eucaliptus sp. polifloral, Tp Trifolium polifloral.



Extraccion de compuestos volatiles mediante HS-SPME

Para la extraccion de los compuestos volatiles presentes en la miel, se llevo a cabo el método
de micro extraccion en fase solida (SPME) descripto por Alissandrakis et al. (2005a. La extraccion
se realiz6 en el espacio cabeza del vial mediante fibra con recubrimiento de divinilbenceno/
carboxen/ polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) ya que se pudo demostrar que estas fibras,

donde se usan mezclas de fases estacionarias, son aptas para extraer un amplio rango de analitos.

Se prepar6 una solucion de 6 g miel en 2 mL de agua destilada y se agreg6 20 pL de una mezcla
de estandares internos (2-octanol, 1- heptanol, ambos a 0,02 mg/mL en metanol)] en un vial de 20
mL con septa de PTFE/silicona. El vial se mantuvo en bafio termostatizado a 60°C con agitacion
durante todo el procedimiento. El tiempo de equilibrio fue de 30 minutos y la extraccion mediante
espacio cabeza transcurrio durante 60 minutos.

Analisis por GC-MS de la composicion volatil de miel

Una vez evaluada la técnica, la extraccion por SPME fue automatizada, utilizando un inyector
automatico AOC-6000 de Shimadzu, acoplado a un cromatégrafo de gases GC 2010 Plus acoplado
a un espectrometro de masa Shimadzu QP 2020. El cromatdgrafo de gases estaba equipado con
columna capilar de silice fundida con fase estacionaria DB-WAX (Agilent J&W GC Columns). (30
m, 0,25 mm d.i., 0,25 um espesor de film). EIl programa de temperaturas utilizado fue: temperatura
inicial, 40°C (8min), 40-180° a 3°/ min, 180-220°C a 5°C/min. Temperatura del inyector y de la
interfase a la fuente de ionizacion del masa, 240°C; modo splitless, 2 min; luego se pasa a modo
split, con relacién de split 1:40; gas carrier, hidrégeno (flujo 1,30 mL/min).

En el caso del espectrometro de masa se utilizé el modo de impacto electronico con un voltaje
de ionizacion de 70 eV. El rango de masa escaneado fue 31-350 uma. La identificacion de los
compuestos aromaticos obtenidos se confirmd por medio de la determinacion de indices de
retencion lineal (Kovats), obtenidos utilizando una mezcla de n-alcanos (C,-C,,). Y se compard con

bases de datos con espectros de referencia comercial y propia. La concentracion de los compuestos
volatiles se determiné utilizando 2-octanol como estandar interno.
Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se realizé un analisis de compuestos principales (PCA), mediante
la utilizacion del software InfoStat 2008.



Resultados y Discusién

Mediante el analisis por GC-MS se logr6 separar los componentes de la mezcla volatil que
representa el aroma de la miel, a la vez que obtener la informacidn necesaria para la determinacion
estructural de cada componente. Por otra parte, una técnica de extraccion de alta sensibilidad y
selectividad como lo es HS-SPME con fibra de triple recubrimiento (DVB/CAR/PDMS) asegura
un aislamiento eficiente de los diferentes componentes volatiles que conforman el aroma de la miel

en el rango de volatilidad existente.

Utilizando esta estrategia, en este capitulo se busco evaluar el perfil aromatico de 15 mieles de
diferentes origenes florales, para lo cual se extrajo la composicion volatil de las mieles por
duplicado y los extractos fueron analizados mediante GC-MS. La figura 3.4 muestra un
cromatograma tipico de las mieles estudiadas. Se identificaron y cuantificaron un total de 77
compuestos volatiles que se agruparon en diferentes familias (Tabla anexo), incluida la presencia de
28 terpenos, 6 compuestos carbonilicos, 4 alcoholes, 6 esteres, 5 sesquiterpenos, 5 compuestos con
estructura pirdnica y furanica, 12 compuestos fenolicos, 5 acidos grasos, 2 lactonas y 1 compuesto

inddlico.
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Figura 3.4 Cromatograma tipico de GC-MS de la fraccion volatil extraida por SPME de la miel.

En la Figura 3.5 se puede observar la distribucién porcentual de cada familia de compuestos
en cada muestra de miel, siendo la familia de los terpenos la representada en mayor proporcion en
todas las mieles nativas. Los terpenos son compuestos importantes ya que proporcionan sabor, olor
y propiedades biomédicas a la miel (Pattamayutanon et al., 2017). A continuacion, le siguen en
menor proporcion los compuestos fendlicos y los esteres.
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Figura 3.5 Distribucion porcentual de familias de compuestos volatiles en cada miel.

En la Figura 3.6 se presentan los resultados del analisis de componentes principales realizado
donde los tres primeros componentes explican el 50% de la varianza del sistema, y donde la

distribucién de las muestras en ambas figuras es similar.

Como es posible observar, las mieles provenientes de flora nativa (Sbp02, SMm03, Sbm04,
Sbm05, Sbm06 y Sbm09) se orientaron hacia valores negativos del eje X. Mientras que las mieles
provenientes de flora no nativa (LmO01, Ep10, Epll, Tp12, Lm13, Lm14) se orientaron hacia
valores positivos del eje X. Este agrupamiento observado en la Figura 3.6 de las muestras de miel
es coherente con el origen botéanico de las mismas. Sin embargo 3 muestras de miel presentan un
apartamiento de este comportamiento, como es el caso de la miel Sbp15 que se ubicd proxima a las
mieles no nativas y cuyo origen botéanico es polifloral con polen mayoritario de Scutia buxifolia. Es
decir, se trata de una muestra de miel nativa, pero contiene como polen secundario polen de Echium

sp y Lotus sp, que corresponden a especies no nativas.

Otras mieles que se apartan de este comportamiento son Ep07 y Ep08. En ambos casos se trata
de mieles poliflorales con un aporte principal de polen de Eucalyptus sp, pero presentan como polen
secundario un alto porcentaje de Schinus molle y Scutia buxifolia respectivamente lo que podria
explicar su orientacion préxima a las mieles nativas en el PCA.
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Figura 3.6 Analisis de componentes principales de la composicidn volatil de las mieles estudiadas.



Analizando las familias mayoritarias presentes en las muestras se observa una relacion de las
mieles nativas con algunos terpenos como linalol e isoforona cuya presencia ha sido reportada
previamente en mieles de citrus, castafio, tilo y tomillo (Alissandrakis et al., 2007a; 2007b; Guyot
et al., 1998), trans-pinocarveol compuesto reportado como posible marcador floral para mieles de
Turbina corymbosa (Ceballos et al., 2010), el monoterpeno cis-linalol 6xido es un compuesto
comunmente reportado en diferentes tipos de miel (Jerkovi¢ and Kus, 2014). Otros terpenos que
mostraron una correlacion positiva con las mieles nativas fueron mirceno, perilleno, a-camfolenal,
cisverbenol, carveol, verbenona y p-mental,5-dien-8ol.

Los compuestos fendlicos que correlacionaron de manera positiva con las mieles nativas
fueron safranal, compuesto previamente reportado como marcador floral de la miel chilena de
corontillo (Montenegro et al., 2009), acetofenona, compuesto reportado previamente en mieles de
Turbina corymbosa, Ipomoea triloba, Gouania poligama (Ceballos et al., 2010). La acetofenona
también fue reportada en miel de tomillo (Alissandrakis et al., 2007b) y ademas se identifico como
marcador floral de mieles de castafio (Machado et al., 2020). El p-anisaldehido y el eugenol son
compuestos reportados como importantes odorantes en miel de kanuka (Kunzea ericoides) y de tilo
(Beitlich et al., 2014; Blank et al., 1989). Otros compuestos fenolicos que correlacionaron de forma
positiva con las mieles nativas fueron el 2-(4-metoxifenil) acetato de metilo y el acetato de 2-
metilbencilo.

El tercer grupo de compuestos volatiles mayoritarios obtenido para las mieles nativas
pertenece a la familia de los ésteres, siendo representados por los siguientes compuestos: decanoato
de metilo y dodecanoato de metilo que han sido reportados previamente en distintos tipos de miel
como por ejemplo la miel de algodon (Alissandrakis et al., 2005), miel de citrus (Alissandrakis et
al., 2007a), o miel de tomillo (Alissandrakis et al., 2007b). Finalmente, otro compuesto que se

correlaciond de forma positiva con las mieles nativas fue el éster metilico del &cido 2,8 nonadienoico.

Conclusiones:

Los resultados obtenidos muestran que existe una gran variedad de compuestos volatiles
presentes en los diferentes tipos de miel. Se lograron identificar compuestos cominmente presentes
en la mayoria de las mieles estudiadas en diferentes partes del mundo. A partir de estos resultados,
es posible determinar que el estudio de la fraccion volatil de la miel utilizando HS-SPME-GC-MS
proporciona informacidn Gtil para separar las muestras por su origen botanico. Dado el bajo namero
de muestras analizadas no fue posible determinar marcadores volatiles especificos para cada tipo de
miel ya que es necesario analizar mayor nimero de muestras durante mas cosechas.



Seccion 2 — Analisis sensorial
Objetivos

Los objetivos de este estudio son, en primer lugar, obtener informacién acerca de la percepcion
por parte del consumidor de las mieles producidas a partir de la flora nativa del Uruguay y, en
segundo lugar, establecer descriptores asociados a las mismas y advertir cuan diferentes o similares
las perciben los evaluadores.

Materiales y métodos

Muestras de miel

Debido a las caracteristicas que presenta el analisis sensorial empleado en esta oportunidad, en
el que las muestras se presentan al juez de forma simultanea en una sola sesion, resultd necesario
reducir el nimero de muestras a evaluar para no incurrir en la fatiga de los consumidores. Por esta
razon se seleccionaron siete muestras de miel del total y el criterio de eleccion se baso
fundamentalmente en nuestro interés por la profundizacion del estudio de las mieles monoflorales
producidas a partir de flora nativa del Uruguay (SMmO03: Schinus molle; Scutia buxifolia: Sbm04,
Sbm05, Sbm06,) y a su vez compararlas con muestras de dos mieles poliflorales nativas (Scutia
buxifolia: Sbp02, Sbp15) y una miel polifloral no nativa (Eucalyptus: EpQ7).

Analisis sensorial por napping

El estudio sensorial se llevd a cabo con el asesoramiento del grupo de trabajo de
Comportamiento Alimentario de la Facultad de Quimica, liderado por el Dr. Gaston Ares. Las
evaluaciones se realizaron en un cuarto acondicionado para este fin y las muestras se presentaron
en recipientes opacos Y tapados para que su color o textura no influya al momento de realizar la
evaluacion. Las muestras se codificaron con nimeros aleatorios de tres digitos. En el estudio
participaron 61 personas, hombres y mujeres con edades comprendidas entre 21 y 73 afios,

consumidores habituales de miel.

Los participantes fueron reclutados del ambito universitario y lugares publicos de la ciudad de
Montevideo, Uruguay. Para el analisis de napping se pidié al evaluador gque oliera cada una de las

muestras y que escribiera los olores que ellos considerasen adecuados para describirlas.

Luego se solicitd a los participantes que ubicaran las muestras en una pantalla en blanco de
acuerdo a sus similitudes y diferencias segun su criterio, especificando que no habria respuestas
correctas o incorrectas, sino que aquellas muestras de miel que se ubicaran en posiciones cercanas
serian similares y las que se ubiquen alejadas serian diferentes entre si.



Para el procesamiento de los datos se determinaron las coordenadas (X,y) correspondientes a
la ubicacion de cada muestra, siendo el punto cero (0,0) la esquina inferior izquierda de la pantalla.

Las palabras utilizadas para describir las muestras se analizaron cualitativamente como se
describe en Ares et al. (2010) . Los términos con significado similar se agruparon en diferentes
categorias dentro de cada miel y la frecuencia de mencion de cada categoria para cada miel se
determind contando el nimero de consumidores que usaron esas palabras para describirlas. Los
datos se analizaron utilizando el Andlisis de Factores Mdultiples (MFA) (Pagés, 2005).

Con la finalidad de estudiar el vinculo entre la composicién volatil (GC-MS) y el anélisis
sensorial de las muestras de miel se utiliz6 la herramienta web ClustVis, a través de la cual es
posible visualizar la agrupacién de datos multivariados mediante el analisis de mapas de calor
(Metsalu and Vilo, 2015).

Resultados y Discusion

La Tabla 3.2 rene los términos utilizados con mayor frecuencia por los evaluadores para
describir cada muestra en el analisis de napping. Los términos mas utilizados fueron “chiquero”,

“caramelo”, “floral”.

Tabla 3.2 algunos de los términos que mas utilizaron los evaluadores para describir las muestras de

miel. Entre paréntesis se muestra la frecuencia de cada término.

Muestra Descriptores mas frecuentes

Shp02 chiquero (25), suave (9), caramelo (9)

SMm03 caramelo (16), floral (16), miel (10)

Sbm04 caramelo (13), floral (10), miel (10), suave (10), herbaceo (8)
Sbmo05 chiquero (24), suave (10)

Sbmo06 chiquero (10), suave (9), caramelo (9), herbaceo (8)

Ep07 caramelo (18), miel (9), floral (9), intenso (8)

Shp15 chiquero (27), caramelo (9), suave (8)

En la Figura 3.7 se muestra el resultado del Analisis de Factores Multiples (MFA) en el que las
dos primeras dimensiones explican el 51% de la varianza del sistema. En esta figura se muestra la
representacion de las mieles (Figura 3.7a) y la proyeccion de los términos (Figura 3.7b) utilizados
para describirlas en el analisis de napping. Segun la posicion de las muestras (Figura 3.7a) en las
dos primeras dimensiones del MFA es posible clasificarlas en 5 grupos:

-mieles Sbp02 y Shp15



-mieles Ep07 y SMmO03

-las mieles Sbm04, Sbm05 y SbmO06 se ubicaron separadas una de otra y del resto de las
muestras conformando cada una de ellas un grupo.

Como se muestra en la Figura 3.7b, la primera dimension del MFA se correlaciond
positivamente con los términos “floral”, “miel”, “caramelo” y negativamente con los términos
hedonicos “chiquero”, “agria”.

En tanto, la segunda dimension del MFA se correlaciond positivamente con los términos
“especiado”, “frutal”, “quimico” y negativamente con “tostado”, “intenso”, “quemado”. Teniendo
en cuenta la representacion de las muestras y la correlacion de las descripciones de los
consumidores con las dimensiones del MFA, las diferencias entre las muestras podrian describirse
en términos de descripciones sensoriales y hedonicas. Las muestras SMmO03, Sbm04 y Ep07
correspondieron principalmente a muestras florales, con aroma a miel y caramelo; mientras que las
muestras Sbp02 y Sbpl5 se describieron como “chiquero”, “agria” y “quemadas”. La muestra
SbmoO5 presentd caracteristicas sensoriales mas suaves y la Sbm06 presentd descriptores del tipo

tostado y quemado.
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Figura 3.7a Representacion de las muestras de miel en las dos primeras dimensiones del MFA
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Figura 3.7b Proyeccion de términos utilizados para describir las muestras de miel en las dos

primeras dimensiones de MFA.

Mediante un mapa de calor (“heat-map”) y analisis de cluster de la composicion volatil de las

muestras utilizadas en el estudio sensorial, se evalud la posible existencia de similitudes entre ellas.

En la Figura 3.8 el mapa de calor muestra una matriz de datos donde la coloracion brinda una

descripcion general de las diferencias numéricas y en la parte superior podemos observar el

dendograma que nos indica el agrupamiento las muestras segun su composicion volatil.
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Figura 3.8 Mapa de calor y analisis de cluster entre las muestras de miel estudiadas en el analisis
sensorial y su composicion volatil.

Las muestras Sbm06 y Shp02 son similares ya que presentaron una composicion volatil
semejante entre los que se destacan el terpeno T18 (linalol) con una coloracién roja indicando alta
concentracion de este compuesto, Las muestras Sbm04 y SMmO03 son similares entre si ya que
presentan una alta concentracion del terpeno linalol y del compuesto carbonilico CC11 (nonanal).
Estos dos agrupamientos presentan una correlacion positiva con los resultados obtenidos en el MFA
ya que las muestras Sbm06 y Sbp02 se ubicaron en valores negativos de eje X y las muestras Sbm04
y SMmO03 en valores positivos del eje X.

Estos resultados coinciden con el origen botanico de las muestras ya que estos dos grupos
corresponden a mieles nativas de Scutia buxifolia con presencia de polen minoritario de Schinus
molle para el caso de Sbp02 y Sbm06, mientras que Sbm04 presenta de polen minoritario de
Blepharocalyx y Schinus molle y otra miel nativa de Schinus molle con polen secundario de Scutia
buxifolia (SMmO03).



El siguiente nivel jerarquico fue compartido con la muestra EpO7 por presentar alta
concentracion del terpeno linalol, resultado que coincide con el MFA ya que se ubic6 proxima a las
muestras SMmO03 y Sbm04. Por otro lado, la muestra Ep07 corresponde a una miel polifloral con
polen mayoritario Eucalyptus sp; Schinus molle y Scutia buxifolia.

No fue posible explicar en toda su extension la distribucién de muestras obtenidas mediante
técnicas multivariantes sobre los datos sensoriales con la composicion volatil de las muestras,
debido principalmente a las diferencias en el umbral de percepcion de los compuestos volatiles, la
existencia de interacciones entre componentes que pueden tener efectos aditivos o de supresion, asi
como a los diferentes pesos otorgados a los olores percibidos en el napping (Farifia et al, 2015).

Conclusiones

El analisis de napping nos proporciono un perfil sensorial de las muestras evaluadas. Esta
evaluacion permitio discriminar las mieles de acuerdo con sus similitudes y diferencias y partir de
los descriptores utilizados por los consumidores fue posible comprender esa distribucion en

términos sensoriales y hedonicos.

La aplicacion de la herramienta de napping permitio concluir que las mieles monoflorales
nativas Schinus molle: SMmO03, Scutia buxifolia: Sbm04 y la miel polifloral no nativa con
predominancia de polen de Eucalyptus: Ep07, se encuentran asociadas a descriptores agradables
como “floral”, “miel”, “caramelo” y se percibieron como similares entre si, y diferentes al resto
que se asociaron a descriptores mas que nada desagradables como “chiquero”, “agria” y
“quemadas”.

En resumen, a partir de los analisis de mapa de calor y cluster fue posible agrupar las muestras
de acuerdo a las semejanzas entre ellas segin su composicidn volatil, se separaron en dos grupos
diferentes las muestras Sbp02 y Sbm06 de las muestras SMmO03 y Sbm04, estos resultados
coinciden con la discriminaciéon a partir de descriptores utilizados por los consumidores en el

andlisis de napping.

Seccion 3 - Analisis de compuestos volatiles sensorialmente activos
Objetivos

Esta seccién tiene por objetivo la identificacion y determinacion de los compuestos

sensorialmente activos dentro de la compleja mezcla de aromas que componen la miel.



Materiales y métodos

Muestras de miel

En esta seccidn el andlisis de los compuestos sensorialmente activos se realiz para 3 muestras
de miel del total de muestras analizadas en esta tesis. La eleccion de estas se debid a dos razones.
La primera es el interés en ahondar sobre el estudio de las mieles monoflorales nativas y su
comparacion con una miel polifloral. Por otro lado, la seleccidn de estas 3 mieles se apoy6 en los
resultados obtenidos en la seccion anterior en la que se realizd un analisis sensorial y estas tres
mieles fueron percibidas por los evaluadores como similares entre si y asociadas a descriptores
agradables.

En consecuencia, las mieles utilizadas en este analisis fueron dos muestras monoflorales
nativas Schinus molle: SMmO03 y Scutia buxifolia: Sbm04; y una miel polifloral con polen
mayoritario de Eucalyptus y Schinus molle: Ep07.

Extraccion HS dinamico y analisis mediante GC/O de los compuestos volatiles sensorialmente

activos

Para la extraccion de los componentes volatiles, se llevo a cabo la técnica espacio cabeza
dinamico (Figura 3.9) tal como fue reportado por Bonini (2010).

Mediante la metodologia empleada, se trata de simular las condiciones que se tienen en la boca
al ingerir la miel. La temperatura empleada fue de 37°C, que es la temperatura del cuerpo humano,
con burbujeo de nitrégeno para extraer los componentes que se percibirian por vias nasal y
retronasal.

La trampa de extraccion se construyd con un tubo de polipropileno estandar (SPE, 0,8 cm
de diametro interno, con un volumen interno de 3 mL) empacado con 400 mg de resina Lichrolut
EN®. La resina se lavo previamente con diclorometano (CH.Cl,), se secd con corriente de aire y se
coloco en la parte superior del sistema de extraccion.
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Figura 3.9. Extraccion por headspace dinamico

La muestra se preparo disolviendo 40 g de miel en 40 mL de agua destilada, se agregaron 40
ML de estandar interno 2-octanol, 1- heptanol y se hizo burbujerar N2 a 100mL/minuto. La solucion
se agito en forma continua mediante agitador magnético y se mantuvo en bafio de agua
termostatizado a 37°C. Se mantuvo el burbujeo de N, durante 180 minutos y luego los compuestos
retenidos se eluyeron de la resina mediante 4,0 mL de CH.Cl>. El extracto se almaceno en freezer.

Previo a su andlisis se concentrd hasta 200 pL en corriente de No.

A continuacion, se procedio a la inyeccion de 2 pL del extracto, modo splitless en un GC-O
Shimadzu GC-14 B equipado con un detector de FID y un soporte para sniffing (GERSTEL OlI-
factory Detection Port ODP 4) equipado con una columna con un divisor de flujo que permitio
conducir el eluyente hacia los dos detectores. La columna utilizada fue capilar con fase estacionaria
polar Carbowax 20 M (crossbonded, MEGA Legano, Italia) (30 m x 0.32 mm d.i., 0,32 um de
espesor). El gas carrier utilizado fue N2 (70kPa). El programa de temperaturas fue: temperatura
inicial, 40°C (8min), 40-180°C a 3°C/min, 180-220°C a 5°C/min; temperatura del inyector y del
detector, 250°C. EIl panel estuvo integrado por 6 jueces sensoriales. El tiempo de sniffing fue
dividido en dos sesiones de 35 minutos cada una, que cada juez realizo en dos corridas
independientes.

Para valorar cada aroma percibido se establecié una escala de valores de 4 puntos (0 = no
detectado; 1 = dificil de reconocer; 2 = claro, pero no intenso; 3 = aroma intenso). Los datos fueron
procesados como frecuencia modificada (F.M).



Finalmente, para la identificacion de los compuestos sensorialmente activos, el mismo extracto
obtenido por HS dindmico se analizd6 mediante en GC-MS Shimadzu QP 2020 equipado con
columna capilar de silica fundida con fase estacionaria Carbowax 20M (crossbonded, MEGA
Legano, Italia) (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um espesor de film). Las condiciones experimentales

fueron las utilizadas en la seccién 1 de este mismo capitulo.

Los compuestos aromaticos fueron identificados por comparacion de sus indices de retencién
lineal (Kovats), obtenidos utilizando una mezcla de n-alcanos (Co-C26) y su fragmentacion
caracteristica por MS verificada con espectros de masa de base de datos. Asi se establecié una
correlacion entre los descriptores que surgieron del analisis GC-O por parte de los jueces y los
compuestos volatiles causantes de ese olor que se identificaron en GC-MS.

Resultados y Discusion

El método de analisis de GC-O es la combinacion de una técnica analitica capaz de separar los
componentes de una mezcla mediante una columna capilar y una técnica olfatometrica que emplea
la nariz humana como detector, que debido a una correcta extraccion de compuestos volatiles como
lo es headspace es posible obtener informacion acerca de cuéles son realmente los odorantes con

impacto en la miel.

En el anlisis de los extractos de miel se logré detectar alrededor de 80 compuestos aromaticos
donde se seleccionaron aquellos que presentaron un porcentaje de F.M. mayor de 30 (excepto
aquellos compuestos que estan presentes en mas de una miel), y los compuestos que no alcanzaron
este valor fueron descartados.

Para la identificacion de los compuestos volatiles sensorialmente activos, los resultados de
GC-MS y GC-O se correlacionaron utilizando los indices de retencién de Kovats. En la Tabla 3.3
se muestran las notas aromaticas percibidas por los evaluadores en el analisis GC-O con la F.M
para cada miel, el compuesto identificado mediante GC-MS y su indice de Kovats.

La ausencia de algun compuesto especifico puede deberse a la co-elucién de compuestos de
mayor intensidad, que enmascaren compuestos de baja intensidad o simplemente significa que el
compuesto no se detecté mediante GC-O, siendo que aun puede estar presente en la muestra, pero
en concentraciones inferiores a su umbral de percepcion en el aire.



Tabla 3.3 Compuestos aromaticos encontrados en la miel por analisis GC-O. Datos expresados en
Frecuencia Modificada (F.M.)

. LRI-GC-

LRIGCO Descriptores SMm03 Sbm04 Ep07 MS Compuesto
1096 almendras - 51 44 n.i.
1117 dulce, crema 17 75 35 n.i.
1158 limoén, tomillo 40 22 22 n.i.
1179 frutos rojos - 61 44 n.i.
1198 madera, frutal - 49 24 1264 mirceno
1222 ;ZEZfo’desagradab'e’ 50 62 58 1285 heptanal
1248 licor, frutal 27 31 29 1290 limoneno
1288 ahumado 29 45 19 1309 alcohol isoamilico
1326 limén, frutal - 31 17 1335 y-terpineno
1389 citrico, herbaceo 31 39 29 1356 p-cimeno
1406 humedo, chocolate - 39 37 1371 acetoina
1420 herbal - 47 - 1377 2-octanona
1430 tostado, dulce 37 47 42 1381 octanal
1449 herbal, quemado - 26 33 1418 2-heptanol
1478 tierra, hongo 27 37 37 1427 S;}g’em'&hemen'z'
1494 herbaceo, citrus, frutal 33 41 29 1482 nonanal
1504 tierra, floral 30 41 31 1500 n.i.
1515 Eg%‘feo’ﬁesco’ - 51 33 1518 2-octanol
1531 floral, frutos rojos 24 37 - n.i.
1556 pasto mojado, tierra, 27 37 29 1551 heptanol

ongo
1564 fruta, dulce 33 - - 1582 nonanoato de metilo
1567 acético - - 44 n.i.
1644 floral, dulce - - 31 1644 linalol
1654 caramelo - - 33 1657 5-metil furfural
1662 dulce, fruta - - 43 1661 isoforona
1690 yuyo, tilo - - 37 1703 hotrienol
1695 caramelo, miel 33 - 29 1719 fenilacetaldehido
1713 citrico, floral 31 - - acetofenona
1735 herbal, caucho 49 29 - 1766 oxoforona
1752 herbaceo, podrido - 31 42 n.i.
1818 hierba seca, humo 41 24 1825 y-crotonolactona
1835 floral, miel, dulce - 36 - 1837 fenilacetato de etilo
1852 rancio, goma - 51 - 185 3:2.>-trimetil-1,4-

ciclohexanodiona




continuacién

LRIGCO Descriptores E.M. LRI-GC- Compuesto
SMm03 Sbmo04 Ep07 MS

1868 te, yuyo 35 - - n.i.

1874 manteca - 37 - n.i.

1895 limén, durazno - - 49 n.i.

1909 tilo, marcela - 41 - n.i.

1937 durazno, frutal 25 - 31 n.i.

1963 durazno, miel, floral 45 - 19 n.i.

2028 frutos secos, miel 30 - 35 2020 n.i

2089 miel, dulce 41 - 37 2092 anisaldehido

2178 frutal, vainilla 41 - - 2130 (2Z,6Z)-farnesol

2222 caramelo, dulce - - 61 n.i.

2255 caramelo, dulce 45 - - 2239 6-caprolactama

2292 miel, floral - - 33 2272 4-vinilguaiacol

2333 miel, tilo 35 22 o3 oxadecanoatode

2358 vainilla, miel - 45 35 2340 2,6-dimetoxifenol

2395 tilo 33 - - 2393 n.i.

2412 miel, caramelo - - 41 n.i.

2447 miel, tilo 33 - - n.i.

2577 floral, miel 35 - - n.i.

2592 te, miel - - 37 n.i.

2609 tierra 31 - - n.i.

2737 miel, frutal, dulce 39 - 27 2727 bencilacetona

2845 miel, ahumado 33 - 24 n.i.

2884 floral, frutal, miel - - 43 2998 tirosol

3020 miel, vainilla 41 - 24 n.i.

3097 miel, floral 37 - 31 3088 n.i.

LRIGCO: indice de retencion Linea en GC-O; LRIGCMS: Indice de retencidn lineal en el GC-MS;

n.i.. compuesto no identificado por GC-MS

Se lograron identificar 35 compuestos sensorialmente activos mediante los descriptores
aportados por los evaluadores en el analisis por GC-O y su comparacion con los indices de Kovats
analizado por GC-MS. Ademas, se consulté en bases de datos online como “Chirality and odour
perception” (http://www.leffingwell.com/chirality/chirality.htm), “The pherobase” (https://www.
pherobase.com/database/compound/compounds-index.php), “The good scentscompany” (http://
www.thegoodscentscompany.com/) los olores caracteristicos de cada compuesto identificado para

corroborar si los descriptores manifestados por los evaluadores eran acertados.


http://www.leffingwell.com/chirality/chirality.htm)
http://www/
http://www.thegoodscentscompany.com/)

Como puede verse en la Tabla 3.3 la miel Ep07 polifloral con polen mayoritario de Eucalyptus
y Schinus molle presentd mayor cantidad de compuestos sensorialmente activos. La siguiente
muestra de miel en importancia por el nimero de compuestos detectados fue la miel SMmO03
monofloral Schinus molle, mientras que la miel Sbom04 monofloral de Scutia buxifolia presento el
perfil de aroma mas pobre de las muestras analizadas.

En la Figura 3.10 se observa la proporcién de los descriptores brindados por los evaluadores,
para ésto, los descriptores fueron agrupados en cuatro categorias segun la rueda de aromas de la
miel (Figura 3.3) calidos, frutales, vegetal y desagradables.

SMm03 Sbm04 Ep07
monofloral monofloral polifloral
Schinus molle Scutia buxifolia >Eucalyptus y Schinus molle

[ | afrutado || calido || vegetal || desagradable

Figura 3.10. Proporciones de descriptores agrupados en cuatro categorias para cada miel.

La miel EpO7 se caracteriz6 por mayor cantidad de términos calidos como “caramelo”, “miel”,
“dulce”, “floral” y afrutados como “limon”, “durazno”, “frutos rojos” seguida de SMmO03, mientras
que Sbm04 fue la que presentd mayor cantidad de descriptores de las categorias “vegetal” como

“herbaceo” y “desagradables” como “rancio”.

Estos resultados obtenidos mediante GC-O correlacionan con los obtenidos mediante el
andlisis sensorial de la seccion anterior, ya que las mieles Ep07 y SMmO03 fueron ubicadas contigua
una de la otra, lo que sugiere que son percibidas como similares y fueron descriptas con términos
como floral, caramelo, miel.

A su vez, la miel Sbm04 fue descripta por los mismos términos con la incorporacion del

término herbaceo el cual la desplaz6 a ser ubicada apenas separada de las otras dos.

Los compuestos sensorialmente activos encontrados en las muestras de miel pertenecen a

distintas familias de compuestos (Figura 3.11):



-en el extracto de miel SMmO3 Schinus molle se detectaron 19 compuestos aromaticos activos
pertenecientes a las familias de aldehidos y cetonas (11), terpenos y sequiterpenos (3), alcoholes
(1), hidrocarburo (1), norisoprenoide (1), &cido (1), derivado del acido shikimico (1)

-en el extracto de miel Sbm04 Scutia buxifolia se detectaron 17 compuestos sensorialmente
activos pertenecientes a la familia aldehidos y cetonas (7), terpenos y sequiterpenos (5), alcoholes
(2), hidrocarburo (1), norisoprenoide (1), &cido (1)

-en el extracto de miel Ep07 polifloral con polen mayoritario de Eucalyptus y Schinus molle
fue en el que se detectd la mayor cantidad de compuestos sensorialmente activos, revelandose 25
compuestos pertenecientes a las familias aldehidos y cetonas (7), terpenos y sequiterpenos (9),
alcoholes (2), hidrocarburos (2), norisoprenoides (1), &cidos (1), derivados del acido shikimico (2),
piranicos, furanicos (1).

100% -
90% 1 pirdnicos, furdnicos
0,
s m derivados de acido shikimico
70% ;
60% acidos
50% norisoprenoides
40% hidrocarburos
30% alcoholes
20% ;
10% terpenos y sequiterpenos
0% aldheidos y ceton
SMmO03 Sbm04 Ep07

Figura 3.11. Distribucion porcentual de las distintas familias de compuestos para cada miel.

En cuanto a los compuestos presentes que se identificaron en las tres muestras de miel fueron:
heptanal (tabaco, feo, fecal), octanal (tostado, dulce), 6-metil-5hepten-2-one (tierra, hongo) vy
nonanal (herbaceo, citrus, floral) pertenecientes a la familia de aldehidos y cetonas; limoneno (licor,
fruta) y p-cimeno (citrico, herbaceo) que integran la familia de los terpenos; alcohol isoamilico

(ahumado), compuesto de la familia de los alcoholes y tetradecano (tierra, floral) un hidrocarburo.

El hecho de que estos compuestos se hayan identificado en los tres tipos de mieles analizados
sugiere que ninguno de estos podria considerarse por si solo, un marcador especifico de estos
origenes florales, dado que se encontraron en las tres muestras de miel. Para las muestras de mieles
SMmO03 y EpOQ7 se identificaron tres compuestos asociados a descriptores agradables que no fueron
detectados en la miel Sbm04: fenilacetaldehido (caramelo, miel), anisaldehido (miel, dulce) y

bencilacetona (miel, fruta, dulce).



Estos resultados coinciden con los obtenidos en el andlisis sensorial ya que estas dos mieles
fueron agrupadas juntas y asociadas a descriptores agradables.

Por otro lado, fue posible distinguir algunos compuestos que se presentaron exclusivamente en
cada una de las muestras de miel que podrian considerarse marcadores potenciales (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Posibles compuestos marcadores para cada muestra de miel.

Seis compuestos se detectaron Unicamente en la miel Ep07 polifloral con polen mayoritario de
Eucalyptus y Schinus molle. Entre ellos, los terpenos: linalol (floral, dulce), hotrienol (yuyo, tilo),
4-vinilguaiacol (miel, floral), un derivado del acido shikimico: tirosol (floral, fruta, miel), un
norisoprenoide: isoforona (dulce, fruta), y un hidrocarburo: octadecano (limén, durazno).

En tanto cinco compuestos se detectaron unicamente en la miel SMmO03 monofloral Schinus
molle: nonanoato de metilo (fruta, dulce), acetofenona (citrico, floral), (2Z, 6Z)-farnesol (frutal,
vainilla), 6-caprolactama (caramelo, dulce) y tricosano (tilo); mientras que para la miel Sbm04
monofloral Scutia buxifolia se detectaron exclusivamente 3 compuestos de los cuales dos pertenecen
a la familia de aldehidos y cetonas: 2-octanone (herbal) y 3,5,5-trimetil-1,4-ciclohexadiona (rancio,
goma) y un compuesto acido; acido bencenacético (floral, miel, dulce).

Al no contar con literatura previa sobre la composicion volatil en mieles de Scutia buxifolia y
Schinus molle no fue posible establecer un vinculo con investigaciones anteriores. Sin embargo,
algunos de los compuestos sensorialmente activos identificados en este estudio ya han sido
reportados en la bibliografia como parte del aroma activo de distintos tipos de miel. Como por

ejemplo: la acetofenona que ha sido reportado para mieles de canola, lavanda y frambuesa aportando



notas verdes (Seisonen et al., 2015). EI compuesto acetoina se ha reportado para mieles de canola,
citrus, eucalipto y acacia, se encuentra reportado con olor a grasa, se ha observado que luego del
calentamiento de la miel este compuesto desaparece (Graddon et al., 1979; Wardencki et al., 2009;
Uckun and Selli, 2017).

Otro compuesto comunmente reportado es el linalol, que se ha encontrado en mieles de canola,
frambuesa, citrus, eucalipto y acacia proporcionando aromas florales. El fenilacetaldehido es uno
de los componentes mas recurrentes y se ha reportado para mieles de canola, lavanda, frambuesa,
citrus, trigo sarraceno y acacia aportando olores florales, frutales y acaramelados (Ruisinger and
Schieberle, 2012; Seisonen et al., 2015; Uckun and Selli, 2017; Wardencki et al., 2009; Zhou et al.,
2002).

Otro compuesto frecuentemente reportado en mieles es el anisaldehido encontrado en mieles
de canola, lavanda citrus, trigo sarraceno y acacia proporcionando notas de miel, dulce (Seisonenet
al., 2015; Wardencki et al., 2009; Zhou et al., 2002).

Por otra parte, es importante remarcar la ausencia en este estudio de ciertos compuestos que si
son detectados con frecuencia en diferentes tipos de miel y son considerados entre los componentes
aromaticos mas importantes que contribuyen al flavor de la miel. Algunos de estos compuestos son:
(E)-p-damascenona (olor a uva, manzana cocida), alcohol bencilico (floral) y acido fenilacético
con olor a miel (Blank et al., 1989; Ruisinger and Schieberle, 2012; Zhou et al., 2002).

Es importante tener en cuenta que, a partir de los resultados disponibles no puede descartarse
que la ausencia de estos compuestos relevantes en la miel pueda ser consecuencia de limitaciones
atribuibles al método de extraccion utilizado, Ya que, como se mencion0 anteriormente, la
extraccion es una etapa clave en la que es necesario considerar un nimero elevado de variables que
influyen en la calidad del extracto obtenido.

Conclusiones:

Mediante el analisis de GC-O fue posible obtener componentes caracteristicos responsables

del aroma general de las mieles.

A través del método de andlisis utilizado (frecuencia modificada) fue posible determinar el

impacto sensorial de los compuestos clave en el aroma de las diferentes mieles estudiadas.
La miel polifloral con predominancia de Eucalyptus sp. y Schinus molle fue la que presenté mayor

cantidad de compuestos sensorialmente activos y mayor cantidad de familias de compuestos.
Posiblemente por tratarse de una miel polifloral con mayor versatilidad volatil, pero con la desventaja

de no poder asignarle su riqueza volatil a un tipo de especie vegetal particular dado que no podemos



saber el aporte de néctar de cada planta. Sin embargo, se lograron identificar 3 compuestos como
posibles responsables de la percepcidn similar por parte de los consumidores de las mieles SMmO03
y Ep07 dado que fueron detectados solo para estas dos mieles: fenilacetaldheido, anisaldehido y
bencilacetona.

Este comportamiento posiblemente se deba al aporte de néctar de diferentes plantas
identificadas mediante técnicas palinoldgicas, siendo SMm03 monolforal de Schinus molle con
polen secundario de Scutia buxifolia y Ep07 polifloral de Eucalyptus sp., Schinus molle y algo de
Scutia buxifolia.

Por otro lado, aunque los contenidos polinicos son similares no dejan de ser mieles monoflorales
o polifloral de diferentes especies por lo que también fue posible identificar compuestos exclusivos
para cada muestra de miel que podrian considerarse marcadores potenciales para cada muestra.

Para la miel monofloral de Schinus molle se lograron identificar cinco compuestos que no
fueron detectados en las otras dos mieles, donde cuatro de ellos (nonanoato de metilo (fruta, dulce),
(2Z, 6z)-farnesol (frutal, vainilla), 6-caprolactama (caramelo, dulce) y tricosano (tilo) no se

encontraban reportados previamente en la bibliografia.

En lo que refiere a la miel monofloral de Scutia buxifolia, se logro identificar tres compuestos
que no fueron detectados en las otras dos mieles ni se encontraron reportados en la bibliografia [2-
octanone (herbal) y 3,5,5-trimetil-1,4-ciclohexadiona (rancio, goma)] y un compuesto acido, acido

bencenacético (floral, miel, dulce).
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Capitulo IV

ESTUDIO DEL PERFIL POLIFENOLICO Y
MINERALES PRESENTES EN MIEL. ESTUDIO
DE PROPIEDADES NUTRACEUTICAS

Introduccion:

Importancia de los polifenoles

Los compuestos fendlicos (acidos fenolicos y flavonoides) son sintetizados por las plantas
como producto de su metabolismo secundario. Las plantas los utilizan tanto para sus funciones
fisiologicas como en defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso)
(Quifiones et al., 2012). La biosintesis de los polifenoles puede darse a traves de dos rutas primarias:
la ruta del acido shikimico y la ruta de los poliacetatos (Santos-Buelga et al., 2023). Cada una de
estas proporciona diferentes estructuras, la ruta del acido shikimico proporciona la sintesis de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina), &cidos cinamicos y sus derivados (fenoles
sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y sus derivados del fenilpropano) mientras que la
ruta de los poliacetatos proporciona quinonas y xantonas (Dewick, 2002). Estas estructuras forman
parte del metabolismo secundario formandose por la accion de enzimas o reacciones redox dando
lugar a diversos flavonoides (Quifiones et al., 2012). Segun la estructura basica de los polifenoles
pueden agruparse en diferentes clases: acidos fendlicos (no flavonoides) y los flavonoides
(flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, antocianinas, isoflavones y chalconas) (Quifiones et
al., 2012).

Los &cidos fenolicos actuan como antioxidantes, eliminando los radicales libres e inhibiendo
la oxidacion lipidica (Challacombe et al., 2012). Segun su estructura se dividen en dos subgrupo:
acidos hidroxibenzoicos con estructura C1-C6 (derivan de &cido benzoico), como por ejemplo los
acidos vanilico, galico, siringico, salicilico y los acidos hidroxicinamicos con estructura C3-C6
(derivan de acido cinamico), como por ejemplo acido p-cumarico, acido ferulico, acido sindpico
(Galanakis, 2018) (Figura 4.1). Los &cidos fendlicos pueden estar presentes de forma libre en frutas
y vegetales, mientras que en granos y semillas se encuentran normalmente unidos y pueden ser
liberados mediante hidrolisis acida, alcalina o enzimatica (Tsao, 2010).
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Figura 4.1. Polifenoles: acidos fendlicos

Los flavonoides poseen un nucleo estructural comdn: difenilpirano C6-C3-C6 que involucra dos
anillos fenilo (A'y B), conectados por un anillo C pirano heterociclico. El anillo A se biosintetiza a
través de la ruta de los poliacetatos y el anillo B junto con la unidad C3 proceden de la ruta del
acido shikimico (Figura 4.2). Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en sus anillos
aromaticos, por lo tanto, son estructuras polifendlicas (Figura 4.3) . Las sustituciones en los anillos
dan como resultado distintas clases de flavonoides, que se diferencian entre si por el nimero y
posicion de los grupos hidroxilo y por los distintos sustituyentes que puedan presentar (metilos,
azUcares, acidos organicos) (Quifiones et al., 2012). Los flavonoides representan el grupo mas
grande de compuestos fenolicos naturales y se distribuyen ampliamente en semillas, corteza, hojas,
flores de plantas y arboles a los que proveen de proteccién contra la radiacion ultravioleta,
patdgenos y herbivoros (Da Silva et al., 2016; Watson, 2019). Las isoflavonas poseen su anillo B
enlazado al C3 del anillo C. Se pueden presentar como agliconas o conjugadas con glucosa. Se
encuentran mayormente en plantas leguminosas como la soja y tienen gran impacto en la salud
humana. Las chalconas presentan el anillo C abierto, son frecuentes en frutas como manzana y
lupulo de cerveza (Tsao, 2010). Los subgrupos de flavonoides mas comunes, presentes en todo el
reino vegetal son las flavonas y los flavonoles (derivados 3-hidroxilados), incluidos sus glucésidos,
metoxidos y otros productos acilados en los tres anillos, se caracterizan por poseer un grupo ceto
en carbono C4 y una instauracién entre los carbonos C2 y C3. Quercitina y kaempferol son los

flavonoles agliconas mas comunes, estan presentes principalmente en frutas, verduras, te y vino.



Las flavanonas y sus derivados 3-hidroxi, flavanonoles han aumentado significativamente su
identificacion en los ultimos afios. Los flavanoles o flavan-3-oles son comiunmente llamados
catequinas (mondmeros), procianidinas (oligdbmeros), o proantocianidinas (polimeros). Se
diferencian de los demas flavonoides en su estructura, dado que no poseen un doble enlace entre C2
y C3 ni carbonilo en el C4 del anillo C.

Los flavonoles (derivados 3-hidroxilados) poseen dos centros quirales en la molécula dando
lugar a los isbmeros con configuracion trans, cis, (catequina y epicatequina respectivamente) y cada
uno con sus dos estereoisomeros (+)-catequina, (-)-catequina, (+)-epicatequina y (-)-epicatequina.
Segun su configuracién son encontrados en frutas, principalmente en la piel de uvas, manzanas o
en hojas de té y grano de cacao (Watson, 2019). Las antocianidinas son compuestos hidrosolubles
y constituyen uno de los grupos mas importantes de pigmentos rojo, azul y purpura de la mayoria
de los pétalos de flores. Se presentan principalmente con los tres anillos de su estructura conjugados
y laglicosilacion ocurre en la posicion 3 del anillo C o en las posiciones 5y 7 del anillo A. Se pueden
encontrar en ciertas variedades de cereales, vino tinto, fruta y algunos vegetales. (Quifiones et al.,
2012; Tsao, 2010).

Flavona Flavonol

Flavanona Flavanol Antocianidina

Figura 4.3. Tipos de flavonoides, estructuras generales
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Figura 4.4 Polifenoles: Flavonoides encontrados en miel

En las dltimas décadas los polifenoles han recibido mucha atencion debido a su rol en la salud
humana como la prevencion de enfermedades degenerativas como el cancer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (Rice-Evans, 2003; Galanakis, 2018). Los
polifenoles son fuertes antioxidantes que complementan a las vitaminas y enzimas como defensa
contra el estrés oxidativo causado por el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Tsao,
2010). Estos compuestos fendlicos estan presentes en cantidades significativas en muchas frutas,
verduras, granos, hierbas y bebidas cominmente consumidas y dada la diversidad estructural de los
polifenoles exhiben una gama de actividades bioldgicas in vitro que pueden explicar sus posibles
propiedades cardioprotectoras incluidos los efectos antioxidantes, antiinflamatorios y la induccién
de apoptosis (Hooper et al., 2008; Bartosz, 2014).

Polifenoles en la miel

La miel es producida por la evaporacion del néctar colectado por las abejas de las diferentes
plantas, por lo que la composicién final de la miel dependera principalmente de la fuente floral
utilizada asi como de la temporada y de las condiciones climéticas (Baltrusaityte et al., 2007).

Dentro de los componentes presentes en el néctar que son transferidos desde la planta original a la




miel se encuentran una cantidad de compuestos minoritarios, los polifenoles, que son los que le
otorgan las propiedades bioactivas a la miel (Al et al., 2009). Dada la importancia de los polifenoles
por su rol potencial como antioxidantes y su estrecha conexién a la fuente floral de la que provienen,
es que muchos autores han estudiado el perfil polifendlico de la miel con el propésito de encontrar
compuestos polifendlicos que puedan utilizarse como marcadores florales (Alvarez-Suarez et al.,
2010; Tomés-Barberan et al., 2001; Cianciosi et al., 2018). Ademas, entre los compuestos
fendlicos, los flavonoides han sido tradicionalmente los componentes especialmente apropiados
entre los metabolitos secundarios para ser utilizados como marcadores quimiotaxonémicos de
plantas (Harborne y Turner, 1984). Varios estudios han propuesto diferentes flavonoides como
marcadores para la deteccién del origen botanico de la miel, como es el caso de los flavonoides
miricetina, tricetina y luteolina marcadores de mieles monoflorales de Eucaliptus europeo (Martos
et al., 2000), o el flavonoide hesperetina como marcador de origen floral de mieles citricas (Ferreres
etal., 1993), el flavonol kaempferol ha sido identificado como marcador de origen floral para mieles
de romero (Gil et al., 1995). (Figura 4.4).

La necesidad de buscar alternativas y complementos a los analisis palinolégicos tradicionales
o andlisis fisicoquimicos ha sido manifestada por diferentes autores como un complemento al
estudio de la autenticidad de la miel, como anélisis de rutina. Esta situacion ha conducido a la
busqueda de marcadores especificos como es el caso de los compuestos fendlicos (Truchado et al.,
2008; Pyrzynska et al., 2009).

Minerales presentes en la miel

La miel es concebida tradicionalmente como un producto natural, complejo y dulce producido
a partir de componentes de la naturaleza colectados por la abeja Apis mellifera. Es considerada un
producto de alta calidad rico en sustancias beneficiosas y con un potencial funcional interesante
que ha atraido la atencion de los investigadores de un tiempo a esta parte. Si bien la miel es
apreciada por ser un importante alimento energético no puede ser considerada como un alimento
completo para los estandares nutricionales humanos, sino que constituye un suplemento dietético
potencial (Mufioz et al., 2007). La miel, aunque esta principalmente compuesta de azucares
(mayoritariamente fructosa y glucosa) contiene una amplia gama de componentes minoritarios
como acidos fendlicos, flavonoides, enzimas, sustancias similares a carotenoides, aminoacidos,
acidos organicos, productos de reaccion de Maillard, vitaminas y minerales. La miel es un alimento
que el organismo es capaz de asimilar facilmente, es una fuente de alta energia por su aporte en
carbohidratos facilmente digeribles como muchas frutas (White et al., 1980; Alvarez-Suarez, 2010).
Ademas de su uso como edulcorante natural la miel ha sido utilizada en medicina tradicional por



sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antitumorales y antiinflamatorias (Viuda-Martos et
al., 2008). Numerosos estudios han investigado acerca de estas propiedades y han encontrado que
existe una fuerte correlacion entre la actividad antioxidante de la miel y su composicion fendlica
(Gheldof y Engeseth, 2002; Lachman et al., 2010). Por otro lado, también se ha investigado acerca
de la relacion entre el contenido mineral y la propiedad antioxidante, desarrollando una posible
sinergia, dado que los metales presentes en la miel pueden funcionar como donante de electrones
al acomplejarse con el compuesto fendlico, mientras que su carga se estabiliza facilmente por la
estructura fendlica (Sant’Ana et al., 2012). Otros autores han propuesto a la alta actividad
antioxidante y el alto contenido mineral como una combinacion de propiedades de alto poder
discriminante, es decir como una herramienta Gtil para caracterizar diferentes tipos de miel (Nayik
et al., 2016). Los metales presentes en la miel provienen del suelo en el que las plantas crecen y se
alimentan y es a través de la raiz que estos elementos esenciales son absorbidos y transportados a
las distintas estructuras de la planta incluida las flores y néctar. Estos minerales variaran
dependiendo de la composicion del suelo en el que las plantas crecen y también segun el tipo
botanico al que pertenece la planta de la cual la abeja toma el néctar (Matei et al., 2004; Bogdanov
et al., 2007). La importancia en este tipo de elementos se debe al rol fundamental que desempefian
en los sistemas biologicos, como el mantenimiento de reacciones fisiologicas normales, la
induccion del metabolismo en general, la germinacidn, los sistemas circulatorios y la influencia en
lareproduccion como catalizadores de diversas reacciones bioguimicas (Celli y Maccagnani, 2003).
Por otro lado, el contenido mineral de la miel puede ser un indicador de contaminacién ambiental
y de origen geografico de la miel, debido a la actividad pecoreadora de la abeja. Couvillon et al.
(2015) sugieren que la distancia que las abejas meliferas deben volar en busca de alimento varia
con la estacion, siendo el verano en general la temporada en la que las abejas deben volar més lejos
para recolectar alimento en comparacion con la primavera o el otofio. Segun la experiencia llevada
a cabo por Silliman et al. (2022) las abejas recolectoras de polen recorrieron en promedio 1400 m
(con un rango de 0,05 a 8,28 km) este recorrido puede incluir diferentes ambientes, en los que
tienen contacto con plantas, aire, agua y tierra, con diverso grado de contaminacion ambiental. Los
contaminantes del ambiente las abejas pueden transportarlo hacia la colmena y transferirlos a la
miel (Couvillon et al., 2015; Chua et al., 2012). Algunas propiedades fisicoquimicas se relacionan
con el contenido mineral, como por ejemplo, el color. Mieles méas oscuras contienen mayor cantidad
de metales como Al, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Zn que las mieles claras (Pohl, 2009).
Ademas, como ya fue mencionado en el capitulo 2, el contenido de cenizas y la conductividad
eléctrica estan relacionados con el contenido mineral de la miel, en general mieles con mayor
contenido de ceniza presentan valores superiores de conductividad eléctrica y alto contenido

mineral (Pires et al., 2009; Santos et al., 2014; Terrab et al., 2003). Es asi como en los Gltimos



afios el contenido mineral ha sido utilizado para la clasificacion de los origenes boténicos y
geograficos de la miel (Lobos, 2022). A pesar del bajo contenido de oligoelementos en la miel, es
un parametro utilizado en la investigacion sobre la autenticidad de la miel en el mundo (Fernandez-
Torres et al., 2005; Madejczyk y Baralkiewicz, 2008).

Seccion 1- Analisis de composicion polifendlica
Objetivo

En esta seccion se pretende determinar la composicion polifendlica de mieles seleccionadas
mediante UHPLC-MS. Conjuntamente se evaluara qué componentes polifenélicos pueden ser
utilizados como marcadores especificos de mieles nativas del Uruguay.

Materiales y Métodos

Extraccion de compuestos polifenolicos

Para la extraccion de los compuestos polifendlicos se utilizo el método descripto por
Trautvetter et al. (2009) y modificado por Kec¢kes et al. (2013), por el cual 50g de miel previamente
homogenizada se diluy6 en 50 mL de solucion cloruro de sodio al 2% (p/v), la solucion de miel se
extrajo cinco veces con 50mL de acetato de etilo. Las fases organicas se combinaron, se secaron
con sulfato de sodio y el solvente se rotaevapord a 40°C hasta un volumen de aproximadamente
1mL. Previo a su analisis, el residuo se disolvié en 5 mL de metanol/agua (3:2, v/v) y se filtré a
través de un filtro de membrana de 0,22 um para analizar mediante cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masa (HPLC-MS).

Andlisis de la composicion polifendlica
La composicion polifendlica se estudié utilizando un equipo de HPLC Thermo Ultimate™
3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masa hibrido

cuadrupolo-orbitrap (Q-Exactive™: Thermo Scientific, Bremen, Germany) equipado con fuente de
electrospray (HESI-II) (Figura 4.5) .
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La separacion cromatografica se realizé utilizando una columna Accucore™ Polar Premium
LC (150mm x 3mm, 2,6 um tamafio de particula Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)



para la que la fase movil fue una mezcla de H20 y acetonitrilo (ACN) con un flujo de 0,3 mL/min.
Para optimizar la resolucion cromatografica buscando la separacion de potenciales compuestos
isobéaricos, utilizd el siguiente gradiente: agua-ACN, 6%, 0-6 min; 6-7%, 4-8 min; 7-10%, 8-14
min; 14-24 min; 15%; 16-26 min, 20%; 26-32 min, 25%; 32-38 min, 35%; 38-44 min, 50%; 44-50
min, 100%; 50-51 min, 6%; 51-55 min, la columna de equilibré con ACN-acido férmico (0,1%,
v/V) 6:94 (VIv).

Volumen de inyeccion, 10 pL. El inyector automatico se mantuvo a 5°C y el compartimiento
de la columna se calent6 a 40°C. El andlisis de masa se realiz6 en modo de ionizacién negativa
utilizando un experimento MS/MS en modalidad data dependent (MS-dd completo MS/MS),

En espectrometria de masas, la adquisicion independiente de datos (data-independent
acquisition, DIA) es un metodo de determinacion de estructuras moleculares en el que todos los
iones dentro de un rango de m/z seleccionado se fragmentan y analizan en una segunda etapa de
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Los espectros de masas en tdndem se adquieren
fragmentando todos los iones que entran en el espectrometro de masas en un momento dado (lo
que se denomina DIA de banda ancha) o aislando y fragmentando secuencialmente rangos de m/z.
La DIA es una alternativa a la adquisicion dependiente de datos (data-dependent acquisition, DDA),
en la que se selecciona un niumero fijo de iones precursores y se analizan mediante espectrometria

de masas en tandem.

En este trabajo la resolucion de masa se establecié en 140.000 del ancho del pico del fragmento
(calculado para m/z 200, 1.5 Hz) considerado a la mitad del maximo (FWHM,) para espectros
completos (full MS spectra) y a 17.500 FWHM (12 Hz) para dd-MS?2.

Los iones con la respuesta mas intensa (>1,1x10°) se fragmentaron con energia de colision
normalizada escalonada (NCE) donde la rampa de energia se establecié en 25, 35 y 45 unidades
arbitrarias. Mientras que los experimentos dd-MS?, una vez realizados, se repitieron después de 6s.
La fuente de ionizacidn por electrospray (Heated Electrospray lonization, HESI) se configuro de la
siguiente manera: voltaje de spray, 2,80 kV; velocidad de flujo del gas, 30 unidades arbitrarias;
caudal de gas auxiliar, 20 unidades arbitrarias; temperatura del capilar, 310°C; temperatura del
calentador de gas capilar, 280°C. Para la sincronizacion de la cromatografia y la adquisicion de masa
se usé el software Thermo Scientific ™ Dionex ™ Chormeleon ™ 7.2 CHromatography Data
System (CDS). Para el procesamiento y evaluacion de datos se utilizaron el software Thermo Fisher
Scientific Xcalibur y TraceFinder™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Perfil polifendlico

Para identificar los compuestos fendlicos libres en las muestras de miel, se utiliz6 una
coincidencia de valores m/z de alta resolucién [tolerancia de masa < 5 ppm (Reynolds et al.,



2013)], tiempos de retencion y patrones de isotopos al comparar los datos experimentales de la
muestra y los obtenidos del andlisis de los estdndares disponibles comercialmente. La conformidad
de los espectros de la muestra dd- MS/MS con los recogidos de los estandares disponibles se utiliz6
como evidencia adicional de la presencia de los compuestos objetivo en matrices reales. Para
proceder con la identificacion tentativa de compuestos fendlicos unidos a residuos de azUcar
(glictsidos), se utilizé también la coincidencia potencial de masas exactas [tolerancia de masa < 5
ppm (Reynolds et al., 2013)] con los espectros experimentales MS/MS asi como con los patrones
exactos de masa y las fragmentaciones de glucésidos disponibles en la literatura (Alakolanga et al.,
2014; Amessis-Ouchemoukh et al., 2014; Beelders et al., 2014; Benayad et al., 2014; Bravo et al.,
2006; Fabre et al., 2001; Fang et al., 2002; Hjelmeland et al., 2015; Qiu et al., 2013). La deteccion
de la pérdida neutra del residuo de azucar en el espectro MS/MS se utilizd6 como informacion
adicional (Barnaba et al., 2018) y al comparar el espaciamiento isotopico experimental y la

abundancia relativa con valores teoricos basados en formulas quimicas.

Resultados y discusion

En la actualidad, se suele distinguir entre andlisis target o dirigido y andlisis de screening
(barrido). En el analisis dirigido, se dispone de una lista fija de compuestos que deben detectarse en
la muestra y su concentracion ser determinada. En esta opcion, se utilizan inicialmente patrones de
referencia para optimizar los pardmetros cromatogréaficos y de espectrometria de masas especifico
(Tabla 4.1, Figura 4.6).

Suspected-Target Screening (screening de compuestos sospechosos)

En el analisis por Suspected-Target Screening se realiza una blsqueda de sustancias
potencialmente esperables. En primera instancia, esta definicin parece incoherente porque, por un
lado se trata de un concepto de screening Yy, por otro, de la deteccién de compuestos conocidos o
sospechosos. A diferencia del analisis target (dirigido), que se centra principalmente en la
cuantificacion de los componentes que deben determinarse en una muestra, en el Suspected-Target
Screening se realiza una comparacion con el patrén de referencia para crear una lista de criterios
de identificacion como el tiempo de retencidn, el ion precursor, el patrén isotdpico o la formula
molecular que puede calcularse a partir de él, asi como el patron de fragmentacion (espectros
MS/MS). A continuacion, la informacion generada se compara con una base de datos de referencia.
Cuanto mayor sea el namero de criterios de identificacién, mayor sera la probabilidad de que se

pueda confirmar la identidad del compuesto (Moschet et al., 2013).



Non-target Screening (screening no dirigido)

En principio, screening no dirigido no se dispone de informacion a priori sobre los
componentes presentes en la muestra.

El primer paso para la identificacion de un compuesto es la determinacion de la masa exacta
del ion molecular. La composicion elemental y una posible formula minima pueden determinarse
utilizando el patron isotopico.

El siguiente paso, la asignacion de una formula minima a una formula estructural, se considera
extremadamente dificil. Por lo tanto, es esencial que los espectros de fragmentacion de los
compuestos detectados sean determinados, ademas de la determinacién de la masa exacta. Para ello
se utilizan diferentes espectrometros de masas hibridos de alta resolucién, como los espectrémetros
de masas cuadrupolares de tiempo de vuelo (QTof) o los Orbitraps. Estos ofrecen la posibilidad de
fragmentacion, asi como la funcionalidad de barrido completo de espectrometria de masa de alta
resolucién para determinar la masa exacta del ion cuasi molecular.

Se selecciona el ion precursor, se fragmenta y se registran los iones producto resultantes. Los
espectros de iones producto ayudan a determinar la estructura de los compuestos. Es importante
destacar que el screening no dirigido es extremadamente complicado y, en lo que respecta a la
identificacion fiable de un compuesto desconocido, muy susceptible a errores (Zedda y Zwiener,
2012).

Tabla 4.1. Esquema general de los diferentes flujos de trabajo LC/MS

Target analysis Suspected-target screening Non-target screening

-Sustancias no previstas

-Compuestos sospechosos -No hay informacién a priori sobre la

-Compuestos conocidos composicion

-Férmula de suma conocida
y/o patrén de fragmentacién
conocido

-Comparacion directa con -Determinacion de la formula minima

compuesto de referencia -Reduccién de las posibles estructuras

-ldentificacion utilizando el
tiempo de retencion, al menos
dos transiciones de masa
especificas, ion precursor y/o
patrén de fragmentacion

-Cuantificacién

Verificacion por comparacién
del ion precursor, formula
molecular y/o espectros MS/
MS con espectros obtenidos
de bases de datos comerciales

0 de libre acceso

guimicas mediante la evaluacion de la

fragmentacion patron

-Verificacién adicional mediante
fragmentacion in silico* y/o
transformacion/ metabolismo

mediante software especial (Wolf et

al., 2010)

-Evaluacion estadistica por
componentes principales (PCA)

*La férmula de suma y los espectros de iones producto determinados experimentalmente se
comparan con el patrén de fragmentacion simulado para una mayor caracterizacion de las

sustancias desconocidas.
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de Teutenberg et al., 2017)

El enfoque utilizado en este trabajo permitié, mediante el uso de estandares y curvas de
calibracion obtener la informacion que se presenta en la Tabla 4.2 (resultados del analisis en
modalidad target o dirigida).



Compuesto Muestra

(ug/kg miel) 1 o1 | sbpo2 | SMm03 | sbmo4]| sbmos | sbmos | Epo7 | Epos | sbmog| Ep1o | Ep1r | Tp12 | Lmi3 | Lmi4 | sbp1s
vainillato de metilo 190 109 62 5 - - - 78 - 124 310 439 134 24 62
esculetina 1055 641 128 337 145 435 503 395 313 1197 70 741 639 227 189
acido vainillico 3012 1991 809| 1720 880| 1884| 2573| 3589 499| 1003| 1121| 1839| 7999 532 760
tirosol -| 45774 6602| 8089| 6963| 80998| 75638| 12580| 5784 - - - - - -
triptofol - 911 247 47 2394 613 917 907 1106 2 tr tr tr r 146
acido siringico 1675| 1564 168 502 143 855 699 938 102 316 356 520 977 131 247
siringetina 90 42 - 123 35 - - 45 - tr 7 tr 7 16 0
acido sinapico 64 215 - - - - 196 305 45 44 18 169 88 5 21
acido salicilico 1854 | 4434 7839| 7591| 5423| 5275| 7714| 2303| 10166| 3769| 8817 368 611 77 6
quercetina 3859| 2206 3344| 3546 323| 1804| 3479| 4848| 1102| 8608| 6409| 6888| 4692 5230 3552
cido protocatéquico -1 9591 2193| 4152 - - - - 762 448 233 285 195 110 384
pirocatecol 230 249 445 582 130 173 192 390 227 221 204 246 231 190 294
acido p-cumarico 13834 | 10606 4229 5915| 5595| 4845| 7074| 12149| 5067| 8118| 39279| 19606| 16348| 36728 | 17281
acido p-carboxifenol 8635| 17982 4102| 6095| 14647| 13305| 15543| 18093| 6681|101353| 39897 | 45136| 50510| 46373 | 63340
o-vanillina 10417 3629 2140 3071| 4959 -| 6440| 4864 - 528| 1553 tr 17 82 27
miricetina 114 104 81 234 - 57 473| 2930 69| 1205 2 69 88 276 85
laricitrina 197 40 28 82 - - - - - 69 83 68 109 152 68
kaempferol 4587| 2090 2990| 4390 470| 1200| 1719| 2519| 1016| 6137| 19314| 25262| 28469| 29791 | 19971
isoacetovanillona 20 tr 102 71 - 39 - 16 - tr| 9540 53| 10290 9 43
hidroxitirosol 529| 1031 125 380 182 822| 1216| 1020 440 2108| 2947| 5340 2002| 1306| 2348
acido gentisico - 343 161 255 35 189 305 482 99 694 549 414 168 173 281
acido galico 465| 4495| 13843| 14108 41| 6409| 1852| 2219 295| 3494| 1896 659 755| 1303 695
acido ferulico 2921 4875 2180 3257 918 1723 2042 5281 1787 3727| 11375 9118 7246 8497 5164
eugenol 159 tr - 382 397 510 - - - 7 58 16 12 11 1
acido cafeico 10495| 18431 2031 6978 1186 4094 5097 | 18299 2682 3416| 20901 168 5 6327 4403
4-etilcatecol 65 70 62 83 53 55 67 63 54 tr tr tr 16 tr 4
4-metilcatecol 65 102 57 124 44 63 66 76 51 31 46 58 33 26 53

"(ep1611Ip) 10681 pepIjepow e slurIpaW SOPRWIIJU0I So1sandwo) gy ejqel



Mediante el uso de herramientas estadisticas multivariables se realiz6 un analisis de
componentes principales (PCA) donde es posible observar la distribucion de las muestras a través
de las variables proyectadas (en este caso, los polifenoles determinados en modalidad target) a
través de la utilizacion del software InfoStat. En la Figura 4.7 se observa el PCA donde los dos
primeros componentes explican més del 50% de la variabilidad del sistema. Hacia valores negativos
del eje x, se ubican las mieles no nativas monoflorales de Lotus spp. (Lm13, Lm14), polifloral con
predominancia de Trifolium repens y Trifolium pratense (Tpl2), poliflorales con mayor
predominancia de Eucalyptus spp. (Ep10 y Ep11) y una miel nativa polifloral con predominancia
de Scutia buxifolia (Sbp15),. Que esta miel se haya ubicado préxima a las mieles no nativas puede
deberse a que presenta cierto aporte de polen de Echium sp y Lotus sp los cuales corresponden a
especies no nativas. Mientras que, hacia valores positivos del eje x, se ubicaron las mieles nativas
monoflorales de Scutia buxifolia (Sbm04, Sbm05, Sbm06, Sbm09), Schinus molle (SMm03),
polifloral con predominancia de Scutia buxifolia (Sbp02) y las mieles no nativas: una monofloral de
Lotus spp. (LmO01) junto a dos poliflorales con mayor predominancia de Eucalyptus spp. (Ep08 y
Ep07). La explicacion de porqué estas dos mieles de Eucalyptus spp. (Ep08 y Ep07) se hayan
ubicado préximas a las mieles nativas puede deberse al contenido polinico secundario el cual
corresponde a especies nativas Schinus molle y Scutia buxifolia respectivamente. De la misma
manera podemos inferir entonces que la miel monofloral de Lotus spp. (LmO01) se haya ubicado
proxima a las mieles Ep08, Ep07 y Sbp02 puede deberse al aporte polinico secundario de la misma
ya que contiene polen de las especies Eucalyptus y Scutia buxifolia. En cuanto a la distribucion de
los compuestos polifendlicos se observa una correlacion positiva entre un grupo de mieles nativas
(Sbm04, Sbm05, Sbm06, Sbm09) que presentd un apartamiento notorio del resto de las mieles
correlacionando positivamente con los compuestos polifenolicos: eugenol, triptofol y &cido
salicilico, siendo este Ultimo reportado anteriormente en mieles de castafio, trigo sarraceno, brezo,
trébol y girasol (Dimitrova et al., 2007; Koulis et al., 2021; Mattonai et al., 2016). También puede
observarse la amplia variedad de compuestos polifendlicos que se distribuyen hacia valores
negativos del eje x correlacionando de forma positiva con las mieles no nativas. Los compuestos
polifenolicos identificados se lograron cuantificar dentro de un amplio rango que va desde (1 —
101353) ng/Kg siendo el identificado en menor cantidad el eugenol y el compuesto que se cuantifico
en mayor cantidad es el &cido p-carboxifenol. Estos resultados se encuentran dentro de un rango
informado previamente por otros investigadores como es el caso de un estudio realizado por
Biesaga and Pyrzynska, 2009 en el que se observa un rango de cuantificacion de 90 - 173800
ng/Kg. En linea con muchos estudios previos varios de los compuestos identificados en este trabajo
ya han sido reportados por otros autores en mieles de origenes florales y geograficos diferentes. Los

compuestos polifenolicos mas encontrados en la bibliografia son acido vainillico, acido siringico,



quercetina, &cido protocatéquico, &cido p-cumaérico, acido p-carboxifenol, kaempferol, &cido gélico,
acido ferulico, acido cafeico (Biesaga and Pyrzynska, 2009; Can et al., 2015; Devi et al., 2018; Lo
Dico et al., 2019; Dimitrova et al., 2007; Koulis et al., 2021). En cualquier caso, es importante tener
en cuenta que en los estudios mencionados existe una gran cantidad de combinaciones en las técnicas
de preparacion, extraccion y analisis de polifenoles en esta matriz tan compleja como lo es la miel,
por lo que resulta muy dificil la comparacion de estos resultados con estudios reportados

previamente.
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Figura 4.7. Anélisis de componentes principales donde se relacionan los compuestos procesados por

la modalidad target con las muestras estudiadas

Estos resultados en los que se observa una clara diferenciacion de las mieles estudiadas en dos
grandes grupos: nativas y no nativas, incluso aquellas mieles que se apartan del comportamiento
observado Sbpl5, Ep08 y Ep07, coinciden con los resultados obtenidos en el capitulo anterior en
el que se estudio el perfil volatil. Esto nos sugiere que tenemos una potencial herramienta capaz de

distinguir mieles nativas de no nativas por su composicién volatil, o composicion polifendlica.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta seccion videncian que las mieles estudiadas (representativas
de la produccion vinculada a la flora nativa de Uruguay) son una fuente destacable de compuestos
polifendlicos, través de los cuales es posible diferenciar mieles nativas de no nativas. También se

pudo demostrar que para aquellos compuestos polifendlicos que fue posible identificar y cuantificar



aplicando la metodologia target (dirigida), existe una correlacidn estadisticamente demostrable con
grupos definidos de muestras como es el caso de los compuestos &cido salicilico, triptofol y eugenol
que presentan una correlacion positiva con las mieles monoflorales nativas. El contenido
polifendlico debe ser considerado tanto como una forma adicional de caracterizar las mieles
estudiadas como de poner de manifiesto la presencia de compuestos capaces de atribuirles
propiedades funcionales a estas mieles debido al interés que ha ido en aumento en este tipo de
compuestos con potencial actividad antioxidante.

Seccion 2- Evaluacion de propiedades nutracéuticas de la miel
Objetivo

El objetivo de esta seccion es obtener una aproximacion a las propiedades nutraceuticas de la
miel producida en Uruguay mediante el estudio de la composicion mineral, analisis de la actividad
antioxidante y contenido de polifenoles totales.

Materiales y Métodos

Contenido de metales

La determinacion del contenido de metales fue realizada en el Grupo de Analisis de Elementos
Traza y Desarrollo de Estrategias Simples para Preparacion de Muestras (GATPREM,
Departamento Estrella Campos, Facultad de Quimica-UdelaR). Para minimizar los efectos de la
matriz organica, se realizd una digestion de la muestra asistida por microondas segun (Chudzinska
y Baralkiewicz, 2011) antes del analisis. Para la descomposicidn &cida se pesd 1g de miel, se
disolvio en 7mL de &cido nitrico y la digestion se llevd a cabo en horno microondas. La
determinacion de Na, K, Ca y Mg se realiz6 mediante absorcion atomica con llama de aire de
acetileno utilizando un espectrometro Analyst 200 (PerkinElmer, Inc.MA, USA)

Actividad antioxidante

Para todas las muestras de miel se evaluo la actividad antioxidante por medio de dos métodos
diferentes: ABTS y ORAC. Estos métodos se diferencian en el mecanismo de accion por el cual se
evalua el efecto antioxidante. Estos mecanismos se basan en una reaccion de transferencia de
electrones individuales (SET) o una reaccion de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) entre
el oxidante (radical libre) y antioxidante (polifenol). En el mecanismo SET, el antioxidante (ArOH)
puede donar un electrén al radical perdxilo, formando entre los productos un anién peroxilo y un
cation radical del antioxidante (ArO™); y en el mecanismo HAT, el antioxidante (ArOH) atrapa un
radical perdxilo por donacion de &tomos de hidrogeno, generando un hidroperdxido y un radical



antioxidante quimicamente mas estable (ArQO") (Prior et al., 2005):
ROO" + ArOH ., ROO ™+ ArOH" (SET)
(HAT)

ROO +ArOH ___, ROOH +ArO

Para los métodos basados en SET los antioxidantes son oxidados por oxidantes como ABTS™

[2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico)] y como resultado se transfiere un solo electron de
la molécula antioxidante al oxidante (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Esquema de la reaccion de ABTS (llyasov et al., 2020).

Los métodos basados en HAT, como oxygen radical absorbance capacity (ORAC), utilizan un
iniciador radical para generar el radical peroxilo (ROQO"). Este radical secuestra un atomo de
hidrogeno del antioxidante en forma preferente, dando como resultado que la reaccién entre ROO®
y la sonda de la molécula objetivo se retarda o inhibe (Ou et al., 2002).

Por una parte, se evaluo la actividad antioxidante total con el método reportado por Re et al.
(1999), el cual consiste en la medicion de las capacidades relativas de los antioxidantes presentes
en la muestra para atrapar el radical catiénico ABTS™, (formando el complejo reducido ABTS?*
incoloro), en comparacién con el potencial antioxidante Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametil-
cromano-2-carboxilico, antioxidante analogo de la vitamina E), en cantidades estandar. La reaccion
redox, se sigue midiendo la decoloracion de la soluciébn mediante espectrofotometria UV-Vis a
750nm.

Para el analisis se prepararon soluciones de cada muestra de miel pesando 1 g de miel, llevando
a 10 mL con agua destilada. Se prepar6 una solucién de ABTS 7mM manteniéndola protegida de
la luz. Para activar dicha solucion se agregaron 44 uL de persulfato potasico 140mM y se mantuvo
atemperatura ambiente en oscuridad durante 14-16hrs para la formacion del radical. Luego se diluyo
lasolucion de ABTS en buffer fosfato 5mM pH 7,4, hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 a 750nm.
Para la curva de calibracion de Trolox se prepararon soluciones de diferentes concentraciones (1,5;

1,0; 0,8; 0,5; 0,25 mM) del patron en buffer fosfato. En placa de 96 pocillos se agregd 10 pL de



Trolox (puntos de la curva de calibracion) y 10 uL de cada muestra por triplicado, se le agrego 190
uL de solucion de trabajo de ABTS y luego de transcurridos 10 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente se procedié a medir en el lector de placas a 750nm. Los resultados se expresaron como
umol Trolox (TE)/100g de muestra. Este método es de los méas rapidos, econdémicos, confiables y
de uso frecuente en laboratorios para el analisis de actividad antioxidante en alimentos.

Por otro lado, se evalu6 la capacidad antioxidante ORAC segun lo reportado por Ou et al.
(2001). En este ensayo el efecto protector de un antioxidante se mide evaluando el &rea bajo la curva
de descomposicidn de una sonda fluorescente estable (fluoresceina) de la muestra en comparacién
con la del blanco en la que no hay antioxidante. La fluoresceina se oxida por ROO" y pierde
fluorescencia. El antioxidante (flavonoide) es el que reacciona con ROO™ por mecanismo HAT y
protege a la fluoresceina de la oxidacion por ROO". Para el analisis se prepararon soluciones de
cada muestra de miel de 1 mg/mL en buffer fosfato 35mM, pH 7,8. Como sustrato se utilizd
fluoresceina 53 nM. El radical peroxilo se gener¢ utilizando AAPH [dihidrocloruro de 2,2"-azobis
(2-amidinopropano)] 160 mM. Para la curva de calibracion de Trolox se prepar6 soluciones de
diferentes concentraciones (4, 10, 30, 50, 60, 80 uM) del patron en buffer fosfato. La mezcla de
reaccion se llevé a cabo en placas de 96 pocillos, se agrego 150 uL de la solucion de fluoresceina,
25 ulL de muestra, buffer fosfato (control negativo) o Trolox (puntos de la curva de calibracion), al
blanco se agregaron 150
uL de fluoresceina y 50 pL de buffer fosfato. Se incubo a 37°C con agitacion continua, luego de
transcurridos 10 minutos se agregaron 25 uL. de AAPH. Las lecturas de fluoresceina (11excitacion:
485nm, 11emision: 535nm) se realzaron a intervalos de 1 minuto durante 45 minutos en lector de
microplacas (SYNERGY HT- SIAFRT, Biotek Instruments). Los resultados se expresaron como

uL molTrolox (TE)/g de muestra.
Polifenoles totales

El contenido total de polifenoles fue determinado utilizando una modificacion del método de
Folin Ciocalteau (FC) propuesto por Singleton y Rossi, (1965). EI método consiste en una reaccion
redox entre los polifenoles presentes en la muestra y el reactivo de FC donde los resultados se
expresan por comparacion con la reaccion del acido galico (patrén) y el reactivo de FC. Esta
reaccion se sigue mediante espectrofotometria UV-Vis a 750nm. Para el analisis se prepararon 1 g
de cada muestra de miel en 3 mL de agua destilada. Se prepard el reactivo de FC (2 mL de reactivo
en 8 mL de agua destilada). Para la curva de calibracion se prepararon soluciones de diferentes
concentraciones de acido galico (1,0; 0,8; 0,4; 0,2; 0,05 mg/mL). Ademas, se prepard la solucion
de Na2COsal 20% (p/v). En placa de 96 pocillos se agreg6 10 uL de patrén (puntos de la curva de
calibracion) y 10 L de cada muestra por triplicado, se le agrego 200 pL de solucion 20% Na.CO,



y luego de transcurridos 2 minutos se agregan 50 uL de solucion de Folin (1:5), se esper6 30 minutos
en oscuridad para medir en el lector de placas a 750nm. Los resultados se expresaron en mg de
equivalentes de acido galico (GAE) en 100g de muestra.

Analisis estadistico

Mediante la utilizacion del software STATISTICA 7.0 (2002-2007, StatSoft) para Windows se
realiz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) para la comparacion de medias. A
continuacion, y para evaluar la existencia de diferencias significativas entre las mieles, se realiz6 un
test de Tukey. Se consider6 que habian diferencias significativas cuando p fue menor a 0,05. En la
representacion grafica obtenida, letras iguales significa resultados que no son significativamente
diferentes por el test de Tukey p< 0,05.

Resultados y Discusion

Minerales

En la Tabla 4.3 se observa el contenido mineral de las mieles estudiadas. EI macromineral mas
abundante en todas las muestras de miel fue el potasio (K) oscilando en valores entre 582,3 - 3585,5
mg/Kg miel; sequido de sodio (Na) o calcio (Ca), segun la miel considerada, con valores entre 36,4
—608,7 y 63,5 — 209,4 mg/Kg miel respectivamente. Para todas las mieles el macromineral menos
abundante fue el magnesio (Mg), con valores entre 16,1 — 57,7 mg/Kg. En las Figuras 4.10a, 4.10b
y 4.10c se puede observar la proporcion de los metales para cada muestra de miel. Estos resultados
concuerdan con resultados reportados en la bibliografia, en los que el K es el mineral mas abundante
(aproximadamente 80% del total de los metales determinados), seguido en menor proporcion por Na
o Ca y por ultimo Mg (Nayik et al., 2016; Terrab et al., 2003). Por otra parte, puede verse la
concordancia con la conductividad (Figura 4.10a), con el color (Figura 4.10b) y con el contenido
de cenizas (Figura 4.10c) lo cual también estd de acuerdo con la bibliografia citada. Mieles con
mayor contenido de metales presentan colores mas oscuros, mayor contenido de cenizas y valores
superiores de conductividad (Pires et al., 2009; Pohl, 2009; Santos et al., 2014; Terrab et al., 2003).

Para confirmar si la relacion entre la composicion mineral y pardmetros como el color, la
conductividad eléctrica y el contenido de ceniza son factores capaces de diferenciar las muestras
de miel estudiadas, se emplearon herramientas estadisticas multivariables para realizar un analisis
de componentes principales (PCA) donde es posible observar la distribucion de las muestras a
través de las variables proyectadas (metales, conductividad eléctrica, cenizas y color) mediante
la utilizacion del software InfoStat. En la Figura 4.11 se observa el PCA donde los dos primeros

componentes explican mas del 83% de la variabilidad del sistema. Hacia valores negativos del eje



X, encerradas en circulo verde, se ubican las mieles no nativas monoflorales de Lotus spp. (LmO01,
Lm13, Lm14) y polifloral con predominancia de Trifolium repens y Trifolium pratense (Tp12),
que presentaron colores claros, bajo contenido de ceniza, valores de conductividad bajo y bajo
contenido de metales. Mientras que, hacia valores positivos del eje X y encerradas en circulo rojo,
se ubicaron las mieles nativas monoflorales de Scutia buxifolia (Sbm04, Sbm05, Sbm06, Sbm09),
Schinus molle (SMmO03) y poliflorales con predominancia de Scutia buxifolia (Sbp02, Shp15) que
presentan colores oscuros, alto contenido de ceniza, mayor valor de conductividad y alto contenido
de metales. En tanto las mieles Ep07, Ep08, Ep10 y Ep11 poliflorales con mayor predominancia
de Eucalyptus spp. se distribuyeron en este analisis segun su contenido de polen menos abundante.
Ep07 y Ep08 presentan un contenido polinico menos abundante de Schinus molle y Scutia buxifolia
respectivamente y se ubican en el PCA hacia el eje positivo de las x proximas a las mieles nativas,
presentando también color oscuro, alto contenido de ceniza, mayor valor de conductividad y alto
contenido de metales. Ep10 y Epl1 presentan contenido polinico menos abundante de Acacia
longifolia y Lotus sp respectivamente y se ubican en el PCA hacia valores negativos del eje x,
proximas a las mieles no nativas que presentaron colores claros, bajo contenido de ceniza y bajo
contenido de metales.

Tabla 4.3 Contenido mineral (Na, K, Ca 'y Mg) en 15 muestras de miel

Minerales mg/kg
Muestras de miel Na K Ca Mg
LmoO1 114,5 783,3 63,5 16,1
Sbp02 67,8 3265,6 68,6 43,9
SMmO03 46,3 2647,8 69,9 51,9
Sbm04 61,1 3137,2 195,9 57,7
Sbm05 40,0 3585,5 79,1 358
SbmO06 36,4 3081,0 132,9 335
Ep07 278,4 2931,1 169,0 53,5
Ep08 4975 3542,6 209,4 49,6
Sbm09 57,8 3042,0 122,8 36,7
Epl0 608,7 1014,7 124,8 53,3
Epll 127,6 892,6 148,6 315
Tpl2 117,2 582,3 114,6 20,0
Lm13 148,3 618,8 105,1 18,6
Lm14 106,4 642,9 129,1 23,6
Sbp15 117,8 1948,2 130,8 31,1




5000,0 T 2,00
Mg
4500,0 Ca - 1,80
4000,0 - K - 160
Na
— 3500,0 —— Conductividad ms.cm-1 140
& 3000,0 1,20
c) ] |
X
o 2500,0 1,00
S 1 i
w
2 2000,0 0,80
I . L
(5
= 1500,0 0,60
1000,0 0,40
500,0 0,20
00 0,00

NI G R I A I AN SN SN N N
& oF %@@ 50 S R @RS

Muestras de miel
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Actividad antioxidante y polifenoles totales

Tabla 4.4. Actividad antioxidante ABTS, ORAC y polifenoles totales para las 15 muestras de miel.

et dbariois ABTS ORAC Polifenoles totales
pmolTE/100g pmolTE/g mgGAE/100g
7 Lmo01 1569,3+99,2 a 16,6 £ 1,3 bed 140,8 £ 10,3 ¢
Sbp02 1287,5+416 b 14,9 £25 cde 1782+4 4 a
SMm03 11199 +39,0 e 19,3 +0,8 ab 143,8+85¢
Sbm04 1225,7+12,7 ¢d 17,4+ 1,0 abe 179.,6 £ 5.7 a
Sbm05 10784+ 206 e 16,9+ 0,6 bed 1503 +55¢
Sbm06 1136,7 £24,9 de 13,9+ 0,9 cdef 116,1 £48d
Ep07 1132,2 +£38,7 de 21,6+2,1a 1188+3,0d
Ep08 1356,8+490b 19,2+ 0,6 ab 1388+ 142 ¢
Sbm09 1094,1 £ 132 e 16,5+ 1,6 bed 139,1£28¢
Ep10 920,7+298 f 12,8+ 1,1defg 105, 7+52d
Ep11 761,1+374¢g 6,6£19h 101,2+45d
Tp12 6362+409h 10,1 = 1,8 fgh 104,7+49d
Lm13 864,9 + 18,3 fg 12,0 £ 0,3 efg 111,3+6,1d
Lm14 1256,1 + 333 be 9,4+1,0¢gh 152,6 £4.3 be
Sbp15 12493+240¢ 17,0 £ 1,4 bed 171,1 £22 ab

Los datos representan valores medios £ S.D. de tres determinaciones independientes. Las
medias dentro de una columna que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
segun el test de Tukey (p<0,05).

La actividad antioxidante y el contenido de polifenoles totales se describen en la Tabla 4.4. En
la Figura 4.12 se presentan los resultados obtenidos para la actividad antioxidante de las mieles
medida por el método ABTS, representada en grafico de cajas. Se obtuvieron valores altos de
actividad antioxidante comprendidos en el rango de 636,2 — 1569,3 umol TE/100g de miel. Estos
resultados son concordantes con los reportados recientemente para mieles de australianas (1360-
3072 pmol TE/100g) (Anand et al., 2018) y los obtenidos en otro estudio para mieles de Africa
(536 - 2084
umol TE/100g) (Serem y Bester, 2012). Sin embargo, estos valores son notoriamente mayores a los
resultados cominmente reportados en mieles, como es el caso de un estudio en mieles de Brasil,
que presentaron valores de 70-700 umol TE/100g (Sant’ Ana et al., 2012), otro estudio realizado en
mieles checas en el que se obtuvieron valores de 60,12 - 287,55 umol TE/100g (Vit et al., 2008), o

un estudio realizado en mieles de México que presentaron valores 91- 293 umol TE/100g



(Rodriguez et al., 2012). Lo que sugiere la influencia de las caracteristicas geogréaficas y el perfil
floral de una zona de forrajeo para las mieles producidas por las abejas de la region.

Se encontraron diferencias significativas que permitieron separar las mieles en 11 grupos
diferentes segun el test de Tukey. La miel Lm01, monofloral de Lotus spp, presentd actividad
antioxidante significativamente mayor (1569,3umol TE/100g) respecto de las demaés. Por otro lado,
la miel Tp12 (polifloral con predominancia de Trifolium repens y Trifolium pratense) mostrd la
menor actividad antioxidante (636,2 umol TE/100g). Dentro de este rango de valores se encuentra
el resto de las mieles que, si bien mostraron resultados cercanos entre si, fueron significativamente
diferentes.
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Figura 4.12. Actividad antioxidante de las mieles por método ABTS. Mismo color de las cajas
significan resultados similares, colores diferentes significan resultados diferentes, mismas letras
indican que esas muestras no presentan diferencias significativas, letras diferentes indican que esas
muestras presentan diferencias significativas.

En la Figura 4.13 se observa la capacidad antioxidante de las mieles obtenidas por el método
ORAC. Se obtuvieron valores comprendidos en el rango de 6,6 - 21,6 umoITE/g los cuales son

similares a los obtenidos en estudios para mieles de Rio Grande do Sul (1,28 — 18,48 umolTE/qg)



(Nascimento et al., 2018), o los reportados para mieles de Burkina Faso (2,12 — 21,07 umolITE/qg)
(Beretta et al., 2005). La miel Ep07, polifloral con predominancia de Eucalyptus, mostré una
capacidad antioxidante significativamente mayor (21,6 umolTE/g) respecto de las demas; mientras
que la miel Epll, también polifloral con predominancia de Eucalyptus, presentd la menor
capacidad antioxidante (6,6 umolTE/g) de todas las mieles estudiadas. En este rango de valores se
encuentra el resto de las mieles con valores significativamente diferentes pero cercanos entre si.
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Figura 4.13. Capacidad antioxidante de las mieles por método ORAC

Como se menciond anteriormente los principios de los ensayos para ABTS y ORAC son
distintos ya que cada uno mide aspectos ligeramente diferentes de la actividad antioxidante.
Ademas, los antioxidantes naturales a menudo son multifuncionales y la actividad y el mecanismo
que dominan en un sistema de prueba particular dependen de las condiciones de oxidacion, que
afectan tanto la cinética de la oxidacion como la composicion del sistema. Por lo que los resultados
obtenidos por un método no son necesariamente comparables a los obtenidos por otro método,
debido a las condiciones y al tipo de mecanismo de accion, o al limite de deteccién del ensayo,
colorimétrico para ABTS vs. fluorimétrico para ORAC (Frankel y Meyer, 2000). En cualquier caso,

resulta importante combinar los resultados obtenidos con los diferentes métodos para tener una



vision mas amplia que no deja de ser apenas una aproximacion de la actividad antioxidante segun
el tipo de mecanismo utilizado. De hecho, es imposible medir la actividad antioxidante total usando
un solo ensayo. Para dilucidar un perfil completo de actividad antioxidante contra varias especies
reactivas de oxigeno / nitrégeno (ROS / RNS), como O -, HO" y NO-, se necesita el desarrollo de
diferentes métodos especificos para cada ROS / RNS (Ou et al., 2001).

En el Figura 4.14 se observa el contenido total de polifenoles de las mieles obtenidas por el
método Folin Ciocalteau. Se obtuvieron valores comprendidos en el rango de 101,2 - 179,6 mg-
GAE/100g los cuales son similares a los reportados recientemente para mieles de Oman (162 — 289
mgGAE/100g) (Al-Farsi et al., 2018) o los obtenidos para mieles de Argentina (40,2 — 119,0
mgGAE/100g) (Cabrera et al., 2017), asi como los reportados para mieles de Malasia (110 — 196
mgGAE/100g) (Chua et al., 2013). La miel Sbp02, polifloral con predominancia de Scutia
buxifolia, y la Sbm04, monofloral de Scutia buxifolia, mostraron un contenido de polifenoles mayor
y significativamente diferente al resto de las mieles, seguido por la miel Sbp15 tambien polifloral con
predominancia de Scutia buxifolia.
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Figura 4.14. Contenido de polifenoles totales por el método Folin Ciocalteau

Mediante el uso del software InfoStat se realizé un analisis de componentes principales, con el
fin de estudiar la relacion entre los diferentes origenes florales con el potencial caréacter nutricional
y algunas propiedades fisicoquimicas (color y conductividad).



En la Figura 4.15 se observa el PCA de los dos primeros componentes que explican el 84,5% de
la variabilidad del sistema. En este caso las variables proyectadas fueron la actividad antioxidante
por el método ABTS y ORAC, el contenido de polifenoles totales (PT), contenido de metales, color
y conductividad.

En el PCA se puede observar una separacion clara de las muestras, hacia valores positivos del
eje x dentro del circulo rojo se encuentran las mieles de flora nativas, que poseen mayor contenido
de PT, valores altos de actividad antioxidante, conductividad eléctrica contenido de metales y
colores oscuros. Cerca de estas mieles se ubican las mieles Ep07 y EpO8 poliflorales con
predominancia de polen de Eucalyptus spp. y polen secundario Schinus molle y Scutia buxifolia,
respectivamente, Estas mieles no nativas presentaron caracteristicas similares a las mieles nativas
como es la capacidad antioxidante ORAC elevada y valores altos de conductividad y contenido de
metales. Hacia valores negativos del eje x se distribuyen las mieles no nativas, que en general
presentaron valores inferiores de conductividad eléctrica, colores claros, bajo contenido de metales,
menor contenido de polifenoles totales y menor actividad antioxidante por ABTS y ORAC. Dentro
de las mieles de flora no nativa se agrupan en el circulo verde las mieles monoflares de Lotus spp,
dentro de las cuales la Lm01 y Lm14 se diferenciaron un poco de las mieles no nativas al presentar

valores de actividad antioxidante por ABTS y contenido de polifenoles totales elevados.
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Figura 4.15. Analisis de compuestos principales donde se relacionan la actividad antioxidante
mediante ABTS y ORAC, el contenido de polifenoles totales (PT), los parametros color, metales y

conductividad con las muestras estudiadas.
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Figura 4.16 Analisis de compuestos principales donde se relacionan los compuestos procesados
por la modalidad target con la actividad antioxidante mediante ABTS y ORAC, el contenido de
polifenoles totales (PT) y las muestras estudiadas

Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que es posible diferenciar mieles nativas de no nativas en
cuanto a su composicién la cual podria tener impacto en la calidad nutricional de las mismas, dado
que las mieles nativas analizadas presentaron mayor actividad antioxidante y mayor contenido de
polifenoles totales y de metales. Resulta interesante destacar la correlacion de las mieles nativas con
la actividad antioxidante mediante ORAC, lo que podria sugerir que el mecanismo de accion de los
antioxidantes de las mieles nativas se da aparentemente por un mecanismo basado en la transferencia
de 4tomos de hidrogeno entre los antioxidantes de la muestra y los radicales libres. Ademas, estos
resultados confirman lo reportado en la bibliografia acerca de la relacidn entre ciertas propiedades
fisicoquimicas, como es el del color de la miel y su conductividad que sugiere que las mieles oscuras
presentan mayor contenido mineral (Pohl, 2009) y mayor contenido de polifenoles y actividad
antioxidante (Al-Farsi et al., 2018; Cabrera et al., 2017; Gheldof y Engeseth, 2002).

Con el fin de ilustrar el potencial que guardan las mieles nativas de nuestro pais se realizd un
andlisis de componentes principales (PCA) (Figura 4.16) para analizar la distribucion de las
muestras a través de las variables proyectadas (en este caso, los polifenoles determinados en
modalidad target, Actividad antioxidante ABTS, ORAC, contenido de metales y polifenoles totales
(PT)), en este analisis en que dos primeros componentes explican mas del 50% de la variabilidad del
sistema se observa la separacion de las muestras, hacia valores negativos del eje x, se ubican las



mieles no nativas monoflorales de Lotus spp. (Lm13, Lm14), polifloral con predominancia de
Trifolium repens y Trifolium pratense (Tp12), poliflorales con mayor predominancia de Eucalyptus
(Ep10 y Epll). Mientras que, hacia valores positivos del eje x, se ubicaron las mieles nativas
monoflorales de Scutia buxifolia (Sbm04, Sbm05, Sbm06, Sbm09), Schinus molle (SMmO3),
polifloral con predominancia de Scutia buxifolia (Sbp02). Siendo las mieles nativas las que
correlacionan de manera positiva con el contenido de metales, la actividad antioxidante y los
polifenoles totales. Evidenciando de esta forma el potencial de las mieles nativas frente a las no
nativas ya que posiblemente la presencia de algunos compuestos polifendlicos y contenido de
metales contribuyan a la actividad antioxidante de estas mieles. Siendo esto un atributo diferencial
para destacar nuestras mieles y promover la produccion local.

Como se ha mencionado, la miel es un edulcorante natural utilizado desde hace siglos en la
medicina tradicional por sus propiedades terapéuticas. Es decir que, ademas de su sabor dulce, la
miel es también una fuente de polifenoles, minerales y antioxidantes a los que se atribuyen diversos
beneficios para la salud. De ahi la importancia de proponer estudiar los polifenoles, el contenido
mineral y la actividad antioxidante de la miel. Esto es particularmente relevante para una region
como Uruguay, donde por su pequefia extension, pero gran diversidad en su flora y distribucién en
la produccion de miel es importante verificar si las diferentes variables que pueden influenciar la
composicion minoritaria de la miel se refleja efectivamente en sus componentes. A su vez, los
polifenoles, los minerales y la actividad antioxidante estan interrelacionados en la miel, y sus
niveles se ven influidos por diversos factores como la fuente floral, la localizacidén geografica y los
métodos de procesado. Por tanto, el contenido en polifenoles, minerales y antioxidantes de la miel
esta estrechamente relacionado, y cuanto mas altos sean los niveles de estos componentes, mayores
seran los beneficios potenciales de la miel para la salud.

En resumen, los resultados obtenidos permiten:

-demostrar la utilidad de las herramientas analiticas propuestas para disponer de informacion

detallada acerca de la composicién polifendlica y mineral de las mieles estudiadas

-disponer de informacion que puede ser utilizada como marcadores quimicos para los diferentes
tipos de mieles

-correlacionar la actividad antioxidante de las mieles en estudio con la presencia de marcadores
quimicos objetivos y por lo tanto disponer de elementos primarios de calificacion acerca del valor

nutricional de los diferentes tipos de miel estudiadas.
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Capitulo V
CONCLUSIONES

Quince muestras de miel provenientes de distintas regiones del sureste de Uruguay fueron
estudiadas aplicando diferentes enfoques que van desde su composicién polinica pasando por la
caracterizacion fisicoquimica hasta su perfil volatil y polifendlico. A partir de los resultados
obtenidos se concluye que es posible caracterizar mieles monoflorales producidas a partir de flora
nativa del Uruguay y que estas mieles presentan propiedades destacables que permiten verificar su
origen y genuinidad.

Por otra parte, este tipo de mieles poseen ademas cualidades consideradas como criterios de
calidad y estabilidad deseables en una miel, como por ejemplo su tendencia a la cristalizacion lenta
y el alto contenido mineral constatado en las mieles monofloraes nativas de Scutia buxifolia y
Schinus molle.

Mediante HS-SPME-GC-MS se lograron identificar y cuantificar un total de 77 compuestos volatiles
en las diferentes muestras analizadas. Estos resultados dan una vision de la riqueza y variedad de
compuestos presentes en esta matriz tan compleja como es la miel y nos permiten realizar una separacion
por su origen botanico. Pero para poder postular compuestos que resulten marcador especifico de cada
tipo miel, es necesario estudiar con mayor detalle la variabilidad anual asociada a estas mieles y, por lo
tanto seria necesario analizar un mayor nimero de muestras de cada origen polinico.

De las siete muestras evaluadas mediante analisis sensorial obtuvimos informacion acerca de
cuan similares o semejantes se perciben las mismas, ademas de reunir descriptores asociados a las
mismas. Donde las mieles monoflorales nativas Schinus molle: SMmO03, Scutia buxifolia: Sbm04
y la miel polifloral no nativa con predominancia de polen de Eucalyptus: Ep07, fueron asociaron a
descriptores agradables como “floral”, “miel”, “caramelo”.

El analisis de GC-O de tres muestras seleccionadas en base a los resultados del analisis
sensorial y polinico proporciond informacion acerca de que compuestos volatiles son
sensorialmente activos y cudles podrian ser responsables de los descriptores aromaticos presentes
en las mieles. Se identificaron los compuestos fenilacetaldehido, anisaldehido y bencilacetona
como posibles responsables de la percepcion similar de las mieles SMmO03 y EpO7 por parte de los
consumidores. Ademas, se identificaron algunos compuestos presentes en un solo tipo de miel por
lo que podrian ser evaluados en un nimero mayor de muestras y sumar estos resultados al estudio
de su eventual identificacion como marcadores florales.



Para la miel monofloral de Schinus molle se lograron identificar cinco compuestos que no
fueron detectados en las otras dos mieles, donde que cuatro de ellos (nonanoato de metilo (fruta,
dulce), (2Z, 6Z)-farnesol (frutal, vainilla), 6-caprolactama (caramelo, dulce) y tricosano (tilo) no se
encontraban reportados previamente en la bibliografia.

Mientras que para la miel monofloral de Scutia buxifolia, se logré identificar tres compuestos
que no fueron detectados en las otras dos mieles ni se encontraron reportados en la bibliografia: 2-
octanona (herbal), 3,5,5-trimetil-1,4-ciclohexadiona (rancio, goma)] y el acido bencenacético
(floral, miel, dulce).

Mediante el analisis por HPLC-MS/MS de alta resolucion en la modalidad target (modalidad
dirigida o diana) fue posible identificar y cuantificar 27 compuestos polifenolicos. Esos compuestos
se encontraron en un amplio rango de concentraciones en las mieles estudiadas. Tres compuestos
(eugenol, triptofol y &cido salicilico) correlacionaron de forma positiva con un grupo de mieles
nativas (Sbmo04, Sbm05, Sbm06, Sbm09) lo que podria ser un punto de partida para estudiarlos
como posibles marcadores de estas mieles.

Finalmente, el estudio de las propiedades nutracelticas permitio obtener resultados positivos
para las mieles nativas dado que se diferenciaron de las no nativas por presentar mayor actividad
antioxidante, mayor contenido de polifenoles totales y metales. Esto resulta de gran interés para
que productores puedan enfocarse en la produccion de estas mieles revalorizando el producto desde
el punto de vista nutricional acentuando a la hora de comercializar las mieles en la importancia de
estas propiedades a cuyo consumo se le atribuye diversos beneficios para salud.

En resumen, el estudio de las caracteristicas quimicas y sensoriales de una miel es de suma
importancia debido a la gran cantidad de informacion que se puede relacionar con los diversos
beneficios que ofrece. Desde el punto de vista quimico, conocer su composicion nos permite
identificar los compuestos presentes, lo que proporciona informacion sobre su calidad nutricional y
sus propiedades fisicoquimicas. Ademas, comprender su perfil sensorial, que incluye aroma y
sabor, nos permite evaluar su calidad organoléptica y distinguir entre diferentes variedades de miel.
Estas caracteristicas sensoriales también influyen en su aceptabilidad y preferencia por parte de los
consumidores. Por lo tanto, el estudio de las caracteristicas quimicas y sensoriales de la miel es
esencial para garantizar su autenticidad, calidad y valor comercial, asi como para aprovechar al

méaximo sus beneficios para la salud y su consumo.

Finalmente, es de destacar que el conjunto de componentes presentes en una miel ofrece una
diversidad quimica tal que hace necesaria la aplicacion de diferentes enfoques y herramientas analiticas,
como las que aqui se han presentado. Lo que implica un trabajo necesariamente interdisciplinario v,

por lo tanto, una oportunidad de desarrollo poco frecuente en matrices alimentarias.



Tabla: compuestos volatiles identificados en las muestras de miel estudiadas

ANEXO

Grupo de Nomenclatura
compﬂestos Compuesto IK utilizada
B-Pineno 1110 T1
Mirceno 1235 T3
Limoneno 1269 T5
p-Cimeno 1339 T7
Perilleno 1495 T11
trans-Oxido de linalol (furanoide) 1516 T12
cis-Oxido de linalol (furanoide) 1545 T13
a-Camfolenal 1557 T14
Aldehido de Lilac A 1612 T16
Aldehido de Lilac B 1623 T17
Monoterpenos Linalol 1635 T18
Isoforona 1652 T19
Aldehido de Lilac C 1655 T20
p-Ment-1-en-9-al 1679 T23
Mirtenal 1684 T24
Hotrienol 1693 T25
trans-Pinocarveol 1719 T26
cis-Verbenol 1726 T27
Carveol 1747 T28
Verbenona 1758 T29
a-Terpineol 1771 T31
Sesquiterpenos Espatulenol 2180 S9
B-Eudesmol 2281 S10
Aldehido de Lilac D 1786 T32
p-Menta-1,5-dien-8-ol 1801 T33
trans-Oxido de linalol (piranoide) 1810 T35
cis-Oxido de linalol (piranoide) 1840 T37
Neril acetona 1927 T41
(E)-8-Hidroxilinalol 2212 T43
Compuestos (2)-8-Hidroxilinalol 2383 T45
carbonilicos
Octanal 1367 CC6
Hidroxiacetona 1376 CcC7
3-Hidroxi-2-pentanona 1411 CC8
Nonanal 1471 CC11
Oct-(2E)-enal 1503 CC12
3-hidroxi-4-fenil-2-butanona 2310 CC15




Grupo de

Compuesto

Nomenclatura

compuestos utilizada
3-metil-1-butanol 1295 AL1
2-Heptanol 1407 AL2
Alcoholes 2,3-Butanodiol 1662 AL8
Nonanol 1744 AL9
Nonanoato de metilo 1573 E3
Decanoato de metilo 1675 E4
Esteres 2,8-Nonadienoato de metilo 1738 E5
Dodecanoato de metilo 1880 E6
Hexadecanoato de metilo 2294 E7
Linolenato de metilo 2626 E9
5-Metil furfural 1648 PIF2
2-Furanmetanol 1742 PIF3
Furanos y piranos 213-Dihidro-3,5-dihidroxi-6-metiI-4H-
piran-4-ona 2322 PIF5
Hidroxi methil furfural 2564 PIF6
Dihidro-4-hidroxi-2(3H)-furanona 2654 PIF7
Benzaldehido 1590 CF1
Safranal 1704 CF3
Bencenacetaldehido 1707 CF4
Acetofenona 1714 CF5
Acetato de metilbenceno 1826 CF7
Compuestos Hidroxicinamato de metilo 1907 CF10
fendlicos Alcohol bencilico 1945 CF11
Alcohol 2-feniletilico 1976 CF12
p-Anisaldehido 2082 CF14
(E)-Cinamaldehido 2101 CF15
Eugenol 2228 CF19
Metil 4-metoxifenilacetato 2245 CF20
L actonas 2-Hidroxi-y-butirolactona 2230 L3
Massoilactona 2285 L4
Acido 2-metilbutanoico 1752 AG1
Acido heptanoico 1931 AG2
Acidos grasos Acido octanoico 2142 AG3
Acido nonanoico 2247 AG4
Acido decanoico 2351 AG5
Compuestos . i
indlicos 3-Metil 1H-indol 2536 12
Oxophorone 1755 02
Otros
(2)-Jasmona 1999 03
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