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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo estudiar la estabilidad de la miel producida en
los municipios de Huajuapan de Léon (MH) y Putla Villa de Guerrero (MP), Oaxaca,
México. Para lo cual se analizaron parametros de calidad de la miel mediante
pruebas de vida acelerada, utilizando una camara climatica artificial a las
condiciones siguientes: 30, 40 y 50°C a 70 % HR durante 5 semanas. También se
realizd a condiciones del medio ambiente (22.12+1.75°C y 63.00£7.61 % HR),
durante 32 semanas. Los parametros analizados fueron: porcentaje de humedad,
conductividad eléctrica, concentracion de hidroximetilfurfural (HMF) e indice de
diastasa (ID), empleando los métodos indicados en la NMX-F-036-NORMEX-2006
y el CODEX STAN 12-1981; ademas del pH y el cambio de color. Igualmente, se
monitoreé en ambas muestras de miel el contenido de polifenoles totales (CPT) por
el método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante (AA) por el método del
DPPHe.. Se establecieron las condiciones para la cuantificacion del HMF por
UHPLC-QToF en las mieles almacenadas en la prueba acelerada. De igual modo,
se implementaron las condiciones para la identificacion de polifenoles en extractos
de miel empleando un UPLC-QToF y el software Progenesis QIR, ademas se realiz
el analisis comparativo del perfil polifenélico de las mieles de ambos origenes. Se
evaluo la significancia estadistica de los factores: origen, temperatura y tiempo, asi
como, las correlaciones multiples de Pearson entre los pardmetros evaluados a
condiciones aceleradas.

Los resultados de todos los parametros analizados mostraron que el HMF fue el
pardmetro critico de calidad para ambas mieles y se utiliz6 para evaluar el tiempo
de estabilidad, el cual fue de 12.9y 6.4 afios para MP y MH, respectivamente; dichos
valores son mayores a los reportados para este producto. Por otro lado, las
concentraciones del HMF en la MH determinadas por UHPLC-QToF, presentaron la
misma tendencia pero de un orden de magnitud menor en comparacion con el
método espectrofotométrico. Para la MP no fue posible determinar la concentracion
de HMF por el método cromatografico, por lo que se tendra que estudiar la posible
causa de este hecho. El CPT registré valores por arriba de 25 mg EAG/100 gmiel
durante todo su almacenamiento, encontrandose entre los valores reportados. Para
la miel de los dos origenes a los 50°C se observo un incremento con respecto al
tiempo, motivo por el cual se analiz6 el perfil polifendlico, identificandose 72
compuestos los cuales registraron una variacion durante el tiempo analizado.
Respecto a la AA, las mieles almacenadas a 30 y 40°C mostraron una disminucion
menor al 4 % de inhibicion, sin embargo, a los 50°C se registré un incremento debido
posiblemente a la sintesis de melanoidinas asociada a las reacciones de Maillard.
Finalmente, el analisis estadistico mostro que la mayoria de los factores y sus
interacciones fueron diferentes para cada uno de los parametros. La MH mostré un
aumento en la correlacion de Pearson entre el HMF e ID con respecto a la
temperatura, lo que se reflejé en su mayor inestabilidad en comparacién con la MP.



ABSTRACT

The aim of this work was to study the stability of honey produced in the municipalities
of Huajuapan de Léon (HH) and Putla Villa de Guerrero (PH), in the state of Oaxaca,
Mexico. In order to do so, the parameters of honey quality were analyzed by
accelerated tests, using an artificial climatic chamber to the following conditions: 30,
40 and 50°C at 70 % relative humidity (RH) for 5 weeks, as well as under ambient
conditions (22.12+1.75°C and 63.00£7.61 % RH), for 32 weeks. The following
parameters were measured: humidity percentage, electrical conductivity,
hydroxymethylfurfural concentration (HMF) and diastase index (DI) using the
methods as indicated in NMX-F-036-NORMEX-2006 and CODEX STAN 12-1981,
as well as pH and color change. In addition, the total polyphenol content (TPC) was
monitored in both honey samples using the Folin-Ciocalteu method and the
antioxidant activity (AA) by means of the DPPH" method. The conditions for the
guantification of HMF by means of UHPLC-QToF were established in the honeys
stored in accelerated stability tests. Similarly, the conditions were established for the
identification of polyphenols in the honey extracts employed UPLC-QToF and
Progenesis QIR software, as well as for the comparative analysis of the polyphenolic
profile of the honey from both origins. Furthermore, the statistical significance of the
factors was evaluated: origin, temperature and time, as well as Pearson's multiple
correlations between the parameters evaluated at accelerated shelf conditions.

The results of all the parameters analyzed showed that the HMF was the critical
quality parameter for both honeys and was used to evaluate the stability time, which
was 12.9 and 6.4 years for PH and HH, respectively. These values are higher than
those previously reported for this product. On the other hand, the HMF
concentrations in the HH determined using UHPLC-QToF presented the same
tendency but at a lower order of magnitude compared with the spectrophotometric
method. Regarding PH, it was not possible to determine the concentration of HMF
by means of the chromatographic method, so the reasons for this will have to be
analyzed. The TPC showed values above 25 mg GAE/100 ghoney during storage,
which corresponds with the reported values in other studies. For the honey from both
origins, an increase in TPC was registered at 50°C with regard to time, during which
the polyphenolic profile was analyzed, identifying 72 compounds that showed a
variation during the time analyzed. Regarding AA, the honeys stored at 30 and 40°C
showed a decrease of less than 4 % inhibition. However, at 50°C, an increase was
recorded possibly due to the synthesis of melanoidins associated with the Maillard
reactions. Finally, the statistical analysis showed that most of the factors and their
interactions were different for each of the parameters. HH showed an increase in
Pearson’s correlation between the HMF and DI with regard to temperature, which
was reflected in its greater instability compared to the HP.

Vi
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1. INTRODUCCION

Por definicion, la miel es un producto de naturaleza dulce constituido principalmente
de fructosa y glucosa, la cual es producida por abejas de las especies Apidea
Meliponini (abeja sin aguijon), Apis mellifera scutellata (abeja africana), Apis
mellifera, entre otras; la Apis mellifera debido a su alto grado de domesticacion es
la empleada en la produccién de la miel de mayor consumo y comercializacion a
nivel mundial. Por otro lado, la miel ha sido referida como un alimento funcional
porque su ingesta conlleva beneficios en la salud del consumidor asociados a la
presencia de compuestos como los del grupo de los polifenoles, los cuales poseen
actividades biologicas como: antibacterial, antiinflamatoria y antioxidante (Ajibola,
Chamunorwa, y Erlwanger, 2012). Por lo anterior, es importante evaluar durante el
almacenamiento el cambio en los biocompuestos asi como las propiedades

biolégicas conferidas a la miel como la actividad antioxidante.

En el 2017 la produccion de miel fue de 51,065.7 y 4,077.7 Tn en México y Oaxaca
(quinto lugar a nivel nacional), respectivamente (SIAP, 2017); esto es un indicador

del potencial de la apicultura y la comercializacion de la miel en dicho estado.

Como se sabe, la aceptacion de un alimento por el consumidor depende de que
conserve sus propiedades fisicoquimicas, microbiologicas, sensoriales y bioldgicas,
asociadas a la calidad del producto. En el caso de la miel, por ejemplo, el
hidroximetilfurfural (HMF) se produce por la degradacion de los azlcares presentes
y su incremento durante el almacenamiento es un indicador de la disminucion de su
frescura. En general es importante determinar la estabilidad de un alimento, esto
es, estimar el periodo de tiempo finito después de la produccion y el envasado
durante el cual conserva el nivel de calidad requerido en condiciones de

almacenamiento definidas (Nicoli, 2012).

El objetivo del presente proyecto de tesis fue estudiar por primera vez la estabilidad
durante el almacenamiento de miel producida en dos municipios del estado de
Oaxaca, tanto en condiciones ambiente como aceleradas. Se evaluaron los
principales parametros fisicoquimicos de calidad; ademas, por primera vez se

cuantifico el hidroximetilfurfural en miel durante su almacenamiento empleando un
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cromatdgrafo de liquidos de ultra alta resolucién acoplado a un espectrometro de
masas con analizador cuadrupolo tiempo de vuelo (UPLC-QToF). De igual modo,
se determiné el contenido de polifenoles totales (ensayo de Folin-Ciocalteu) asi
como su actividad antioxidante (ensayo del DPPH"), siendo el primer estudio que
muestra la variacion del perfil polifendlico de las mieles analizadas empleando
UHPLC-QToF. Finalmente, se usaron métodos estadisticos para determinar la
relacion entre los factores evaluados durante el presente trabajo asi como el efecto
de la temperatura en los diferentes parametros analizados y la correlacion entre

estos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de la miel

La abeja europea Apis mellifera fue introducida en el continente americano durante
la colonia, la cual ofrecia ventaja sobre otras especies como: una alta produccion
de miel, facil domesticacion y resistencia a enfermedades. En México, la apicultura
moderna se inicio después de 1920 y se caracterizé por la introduccion de la abeja
italiana y de las colmenas modernas o cajas de marcos moviles. Debido a una alta
demanda mundial de miel, a partir de 1950 se implement6 el uso de abejas de facil
domesticacion y mas productivas; se realizaron las primeras exportaciones de miel
y se importd de los Estados Unidos nueva tecnologia como: colmenas, extractores,
plantas de purificacién de miel y abejas (Claridades Agropecuarias, 2011).

La formacion de la miel inicia cuando la abeja ingiere a través de las piezas bucales
el néctar o mielada (miel de secreciones de partes extraflorales de las plantas), y lo
transporta en su estbmago hasta la colmena. Posteriormente ya en la colmena, se

iniciara la fase de elaboracion.

El estdmago también es llamado “saco o bolsa de la miel”, se encuentra entre el
esoéfago y el intestino; la funcion de este érgano es recibir, almacenar y transportar
en su interior el liquido libado hasta la colmena, ademas de mezclar con secreciones
ricas en enzimas provenientes de las abejas. Por otro lado, el proventriculo que es
un 6rgano ubicado en el interior del estbmago desde la parte del intestino, tiene la
funcién de retener y aglomerar en la vellosidad interna las materias solidas de 0.5-
100 micras, como los granos de polen (Peng y Marston, 1986), para después

pasarlas en forma de paquetes o glomérulos al intestino medio.

La elaboracién comienza cuando una abeja procedente de la recoleccion entra en
la colmena y remite a una abeja del interior una gota de la materia prima recolectada
la cual se intercambiara de una abeja a otra; el nUumero de intercambios (3-10 veces)
dependeran de la fuerza de la colonia y de la cantidad de néctar racolectado. Si el
volumen de materia prima que entra en la colmena es alto, debera ser rapidamente
almacenado, entonces, el nimero de intercambios sera menor al igual que las

secreciones enzimaticas (diastasa, glucosa invertasa y glucosa oxidasa) totales
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afadidas al néctar original en cada succion y recepcion, provenientes de las

glandulas situadas en la cabeza y torax de las obreras.

La gota de materia prima diluida y mezclada ya con las secreciones, debe ser
transformada en un producto apto para la conservacion, eliminando agua y
finalmente almacenado como reserva. Las abejas ocupadas en la preparacion de la
miel, regurjitan el contenido de su estbmago, lo recogen bajo la trompa, lo exponen
al calor de la colmena y vuelven a absorberlo; esta maniobra se repite rapidamente
durante varios minutos, evaporando agua y afadiendo nuevas secreciones
glandulares enziméticas. Este producto es depositado en la parte interna superior
de la celdilla, desde donde descendera por gravedad a la parte inferior, lo que
favorecera nuevamente la evaporacion de agua. Cuando el néctar ya se ha
transformado y ha alcanzado la humedad correcta, las abejas vuelven a transportar
materia prima repitiendo el ciclo hasta llenar totalmente la celdilla (Peng y Marston,
1986). Durante todo el proceso se producen modificaciones quimicas del néctar
siendo las mas importantes la dismincuion del contenido de agua hasta un 13-20 %

y las sufridas por los azucares bajo la influencia de las secreciones enziméaticas.

2.1.1 Definicion

La Norma Oficial Mexicana NMX-F-036-NORMEX-2006 define a la miel como “La
sustancia dulce natural producida por las abejas a partir del néctar de las flores o
de secreciones o0 de otras partes vivas de la planta, que las abejas recogen,
transforman, combinan con sustancias especificas propias y almacenan en panales;
de los cuales se extrae el producto sin ninguna adicion”. Por otro lado, en el Codex
Alimentarius la norma CODEX STAN 12-198 la define como una “Sustancia dulce
natural producida por abejas Apis mellifera a partir del néctar de las plantas o de
secreciones de partes vivas de éstas o de excreciones de insectos succionadores
de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y que las abejas recogen,
transforman y combinan con sustancias especificas propias, y depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que madure y afneje”. Como puede
observarse la Unica diferencia entre ambas definiciones de miel es que el Codex

Alimentarius la refiere incamente a la que produce Apis mellifera.



Cabe sefalar que la composicion de la miel depende de factores como: estado

fisiologico de la colonia, de la especie de abeja, la naturaleza del suelo asi como de

las flores a partir de las cuales extraen el néctar, y aln para una misma especie

botanica puede presentar diferencias (Bachmann, 2007).

2.1.2 Clasificacion

Se clasifica con base en su origen floral (Gozalvez, 1990) como:

Monofloral: Miel en la que al menos el 45 % del total de sus granos de polen
corresponden a una misma especie vegetal.

Bifloral: Miel que presenta polen de dos especies vegetales, alcanzando un
valor minimo del 50 % en su conjunto, y un porcentaje no mayor al 5 % de
diferencia entre ellas.

Polifloral: Miel que presenta en su composicion granos de polen de tres 0 mas
especies vegetales, sin que ninguna de ellas alcance un porcentaje mayor o

igual al 45 %.

También se clasifica con base a su estado fisico (CODEX STAND, 2001; NMX-F-
036-NORMEX-2006) en:

Miel de panal: Es la que no ha sido extraida de su almacén natural de cera y
puede consumirse como tal.

Miel liquida: Es la que ha sido extraida de los panales y que se encuentra en
estado liquido, sin presentar cristales visibles.

Miel cristalizada: Es la que se encuentra en estado sélido o semisélido
granulado, como resultado del fenémeno natural de cristalizacién de los

azucares que la constituyen.

2.1.3 Composicion

La miel esta compuesta principalmente por fructosa y glucosa (60-80 %) como

azUucares predominantes, asi como de maltosa y sacarosa (7-10 %), y

aproximadamente del 18 % de agua (Solayman et al., 2016; Habib et al., 2014b).

Ademas, contiene de 180 a 200 compuestos como: aminoacidos, proteinas,

enzimas (diastasa, invertasa y glucosa oxidasa), polifenoles, acidos organicos,
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vitaminas, minerales (potasio, calcio, sodio, hierro y magnesio) y compuestos
aromaticos (Habib et al., 2014b; Ozcan y Olmez, 2014; Satarupa y Subha, 2014;
Kamboj, Bera y Nanda, 2013). También contiene melanoidinas los cuales son
productos de reacciones de Maillard (Brudzynski y Miotto, 2011a,b; Wang, Qian y
Yao, 2011).

Como ya se expuso, la composicion de la miel varia de acuerdo al origen botanico
del néctar, siendo el factor mas importante (Ozcan y Olmez, 2014), las condiciones
ambientales y de las secreciones de las abejas (Salayman et al.,, 2016; Silva,
Videira, Monteiro, Valentdo y Andrade, 2009).

2.2 Parametros de calidad

La miel es un alimento que debe cumplir con las especificaciones (Tabla 1)
estipuladas en la NMX-F-036-NORMEX-2006 Alimentos Miel Especificaciones y
Métodos de Prueba; y en el ambito internacional el CODEX STAN 12-1981 Norma

para la miel.

Como se puede observar, son pocas las especificaciones en las que difieren ambas
normas. Unicamente en la NMX se evalla el porcentaje de cenizas, el contenido de
azucares reductores y de glucosa; por otro lado, solamente el Codex Alimentarius
contempla el andlisis de la conductividad eléctrica, asi como del contenido de la
suma de glucosa y fructosa. Respecto a los limites establecidos en ambas normas
para los parametros en comun, son iguales o cercanos. A continuacion se detallan
Unicamente los parametros de calidad méas solicitados por los productores y
compradores potenciales de miel.



Tabla 1. Especificaciones de calidad indicadas en Norma para el producto miel.

Pardmetro NMX CODEX
Min.  Max. Min. Max.

% Contenido de sacarosa (g/100g) - 5.0 - 5.0

% Humedad (g/100g) - 20.0 - 20.0

% Solidos insolubles en agua (g/1009) - 0.3 - 0.5

Acidez (miliequivalentes de acido/kg) - 40.0 - 50.0

*HMF (mg/KQmiel) - 40.0 - 40.0

*HMF (Mg/KQmier) - 80.0 - 80.0

indice de diastasa (UD) 8.0 - 8.0 -

% Cenizas (g/1009) - 0.6

% Contenido azucar reductor (g/100g) expresado 63.8 -

como azucar invertido

% Contenido glucosa (g/100g) - 38.0

Conductividad eléctrica (US) - 800

Contenido glucosa y fructosa (g/1009) 60.0 -

NMX: Norma mexicana. CODEX: Codex Alimentarius. Min.: Limite Minimo. Max.: Limite maximo.
HMF: Hidroximetilfurfural. UD: Unidades de diastasa (EC 3.2.1.1.) en la escala de Gothe, en mililitros
de solucién de almidén al 1% hidrolizados por la enzima contenida en un gramo de miel por hora a
40°C. *Miel con menos de 6 meses de almacenamiento. *Miel de mas de 6 meses de
almacenamiento.

2.2.1 Fisicoquimicos

2.2.1.1 Porcentaje de Humedad

Primeramente, las abejas recolectan néctares o melazas con humedades cercanas
al 60 %, posteriormente son sometidos a un proceso de secado y transformacién
hasta la obtencién de miel con un contenido de humedad entre 15 y 21 9%,
dependiendo del nivel de madurez alcanzado en la colmena, el origen botanico de
la miel y sus condiciones de almacenamiento (Pajuelo, 2009). El % de humedad
influye en algunas propiedades de la miel como la viscosidad, el color, sabor,
gravedad especifica, solubilidad y la cristalizacién (da Silva, Gauche, Gonzaga,
Costa y Fett, 2016; Conforti y Lupano, 2006). Este ultimo proceso es de interés en
la calidad de la miel debido a los cambios que se generan en su apariencia y textura

afectan su aceptacion (Conforti y Lupano, 2006).

La cristalizacion es un proceso natural que esta influenciado por factores como el
contenido de agua, la composicibn de azlcares, la presencia de nucleos de
cristalizacion (microcristales de glucosa, cera y polen), el grado de sobresaturacién,

la viscosidad y la temperatura de almacenamiento (Dettori, Tappi, Piana, Rosa y
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Rocculi, 2018; Costa, Kaspchak, Queiroz, de Almeida, Quast y Quast, 2015; Venir,
Spaziani y Maltini, 2010). Manikis y Thrasivoulou (2001) determinaron que el
parametro que influye mayormente en la cristalizacion de la miel es la relacion
glucosa/agua; la glucosa cristaliza primero debido a su menor solubilidad con
respecto a la fructosa. Normalmente todos los grupos hidroxilo de la molécula de
azucar interactian con moléculas de agua. Durante la cristalizacién, la glucosa esta
monohidratada lo que quiere decir que Unicamente se encuentra enlazada con una
molécula de agua; como consecuencia el contenido de agua libre es mayor
incrementandose la actividad del agua (Laos, Kirs, Pall y Martverk, 2011; Venir et
al., 2010; Zamora, Chirife y Roldan, 2006).

2.2.1.2 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) se define como la capacidad de conducir electricidad
una disolucion de miel al 20 % (Moniruzzaman, Sulaiman, Khalil y Gan, 2013).
Normalmente existe una correlacion positiva entre la CE, el contenido de minerales,
el color y el sabor (da Silva et al., 2016); el potasio (K) es el elemento de mayor
presencia en la miel (200-900 ppm) (Yucel y Sultanoglu, 2013). Por otro lado, el
color es mas claro en aquellas mieles que tienen un bajo contenido de minerales y
las oscuras presentan una CE alta; por ejemplo, las de origen floral tienen
conductividades bajas y colores mas claros que las mieles de mieladas (Pajuelo,
2009). Por dltimo, los minerales influyen en el sabor de la miel, siendo més fuerte a
mayor CE.

2.2.1.3 pH

A la fecha los Comités Reguladores del producto miel no han establecido limites
para su pH, no obstante, se han reportado valores entre 3.2-4.5, a los cuales se
tiene inhibicion de crecimiento microbiano. Por otro lado, el pH puede ser un
pardmetro para la verificacion de adulteraciones en este producto; por ejemplo, la
adicion de jarabe de maiz de alta fructosa en miel brasilefia dio como resultado un
aumento significativo en el pH en comparacion con aquella sin adicion de dicho
jarabe (da Silva et al., 2016). Como ya se menciond, el pH esta relacionado

directamente con la formacion de HMF (Fallico, Arena y Zappala, 2008).



2.2.1.4 Color

El color de la miel es un parametro primordial para la aceptacion y preferencia por
parte de los consumidores, por lo que es muy importante para su comercializacion
(da Silva et al., 2016). Depende de su composicion la cual esta relacionada con su
origen botanico. Por ejemplo, una miel de romero o de azahar tendra un color claro;
para una miel de brezos o de mielada su color es bastante oscuro casi negro
(Pajuelo, 2009). Por otro lado, un color oscuro puede desarrollarse por el tiempo y
la temperatura de su almacenamiento debido a cambios en su composicion; asi
como por el tratamiento térmico aplicado a la miel para impedir el desarrollo y
crecimiento de microorganismos para prevenir la contaminacién del producto fresco.
También durante el envasado o su extraccion porgue la miel debe tener una fluidez
adecuada (da Silva et al., 2016); o con la finalidad de inhibir o retardar el proceso
de cristalizacion debido a que también influye en el color de la miel como
consecuencia de que los cristales de glucosa reflejan la luz, promoviendo un
aumento en la luminosidad y una disminucion en su coloracion amarilla

caracteristica (Dettori et al., 2018).

2.2.2 Frescura de la miel

La miel es considerada un alimento saludable y natural, su frescura es un atributo
de importancia para los apicultores debido a la aceptacion de los consumidores por
el producto (Fallico et al., 2008). Los pardmetros mas importantes son la
concentracion de hidroximetilfurfural (HMF) y el indice de diastasa (ID) (Laos et al.,
2011). EI HMF generalmente no esta presente en la miel fresca o se encuentra en
bajas concentraciones, aumentando su contenido por su calentamiento o por largos
periodos de almacenamiento (Rajchl et al., 2013; Khalil, Sulaiman y Gan, 2010;
Zappala, Fallico, Arena y Verzera, 2005). Por su parte, el ID bajo estas mismas
condiciones tiende a disminuir, dando como resultado la pérdida de frescura

(Serrano, Espejo, Villarejo y Jodral, 2007).



2.2.2.1 Hidroximetilfurfural

El HMF es un aldehido ciclico producido por la deshidratacion de azlcares en
condiciones &cidas, promovida ya sea por tratamiento térmico 0 por periodos
prolongados de almacenamiento de la miel (da Silva et al., 2016). Se considera un
producto indeseable debido a los efectos negativos que puede generar en la salud
humana como: mutagenicidad indirecta, transformacion neoplésica, toxicidad
hepatica y renal e irritacion de la mucosa, piel, ojos y tracto respiratorio superior,

entre otros (Shapla, Solayman, Alam, Khalil y Gan, 2018).

En la Figura 1 se esquematizan las rutas principales para la produccion del HMF a
partir de la D-fructosa y la D-glucosa; en la primera se forma el cation fructofuranosil
(A), el cual sufre una serie de deshidrataciones hasta la formacién del HMF. Por otra
parte, se llevan a cabo las reacciones de Maillard a partir de la D-glucosa la cual
reacciona con una amina formandose una base de Schiff (B) dando origen al 1,2-
eneamidol (glucosamina) (C), a partir de la cual se genera la 3-deoxiosona que sufre
una ciclizacion, formandose un hemiacetal que se deshidrata para dar origen al
HMF. Cabe resaltar que dicho compuesto también se puede generar a partir de la
D-fructosa mediante reacciones de Maillard por la deshidratacion del 1,2-enediol (E).

2.2.2.2 Enzima diastasa (EC 3.2.1.1.)

Las diastasas (a- y B-amilasas) son producidas en la glandula hipofaringea de la
abeja, depositadas en el néctar en el momento de su recolecciéon y durante la
maduracién de la miel. Son termosensibles y su reduccion puede ser un indicativo
del sobrecalentamiento de la miel (>60°C) y conlleva a la pérdida de su frescura, la
cual es reportada como el indice de diastasa donde una unidad de diastasa (UD) se
define en la escala de Gothe, como el volumen (mL) de solucién de almidén al 1%
hidrolizado por la enzima/gramo de miel/hora a 40°C (NMX-F-036-NORMEX-2006).
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El contenido de diastasa depende de la edad de las abejas pecoreadora (la cual
sale de la colmena a recolectar el néctar), fuerza nimérica de la colonia, condiciéon
fisiologica, raza, asi como del periodo de recoleccion de néctar y su cantidad,
ademas de su contenido de azucares debido a que existe una relacion inversamente
proporcional con respecto a la concentracion de diastasa. Las mieles con menor
actividad de diastasa se producen a partir de los néctares colectados a principios

de la primavera (da Silva et al., 2016).

2.3 La miel como alimento funcional

Un alimento funcional se define como aquel que ademas de nutrir le confiere al
consumidor un determinado beneficio a su salud. Debe presentar las caracteristicas
de un alimento propiamente dicho; pueden ser naturales o procesados a los que se
les ha afiadido, incrementado o eliminado uno o varios componentes que son los
responsables de su actividad biolégica (Aranceta y Gil, 2010). Un aspecto
importante en la miel son las actividades bioldgicas que se le han conferido, tales
como la antioxidante, antimicrobiona y antiviral, asociadas al contenido de

compuestos polifendlicos.

2.3.1 Polifenoles

Los polifenoles son compuestos quimicos que poseen como estructura base un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo también derivados
como ésteres, metil ésteres, glicdsidos, entre otros (Balasundram, Sundram y
Samman, 2006). En las plantas tienen origen en su metabolismo secundario como
mecanismos de defensa ante situaciones de diferentes tipos de estrés (Quifiones,
Miguel y Aleixandre, 2012); principalmente por las rutas del &cido shiquimico (Figura
2) y de los poliacetatos (Figura 3). En la primera se sintetizan los acidos cinamicos
y sus derivados (fenoles, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del
fenilpropano); mientras que en la ruta de los poliacetatos se generan las quinonas

y xantonas (Quifiones et al., 2012).
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2.3.2 Clasificacion

Los polifenoles se clasifican en clases y subclases (Figura 4) en funcién del nimero
de anillos fendlicos y de los elementos estructurales que estos poseen; siendo los
principales grupos: acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del acido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifiones
et al., 2012).
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Figura 4. Clasificacion de los compuestos polifenélicos (Lépez-Hernandez, 2017).

2.3.3 Polifenoles en miel

Se han identificado 150 compuestos polifendlicos en miel (ANEXO 1), siendo los
mas caracteristicos: acido caféico, &cido ferulico, acido galico, quercetina, apigenina
y kaempferol. La identificacion y cuantificacion de estos compuesos se ha realizado
empleando estandares y HPLC con detectores UV o de arreglo de diodos: catequina
(0.61-36.77 mg/kg), acido galico (0.43-0.81 mg/kg), acido caféico (0.05-2.49 mg/kg),
acido benzéico (0.64-1.33 mg/kg), acido p-cumarico (1.03 mg/kg), acido trans-
cinamico (0.50 mg/kg), kaempferol (0.08-0.81 mg/kg) y apigenina (0.18 mg/kg) (
Moniruzzaman et al., 2014; Khalil, Alam, Moniruzzaman, Sulaiman y Gan, 2011).

Truchado, Vit, Heard, Tomas-Barberan y Ferreres (2015) empleando un HPLC-
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DAD-MS con ionizacion ESI identificaron18 polifenoles glicosilados (ANEXO 1) en
mieles de Australia. Por otro lado, Keckes et al. (2013) utilizaron UHPLC-MS y bases

de datos para la identificacion de 43 compuestos polifenélicos (ANEXO 1).

La identificaciéon de polifenoles se ha realizado principalmente con HPLC vy
diferentes sistemas de deteccion, sin embargo el desarrollo de UHPLC, ha mejorado
los métodos para el analisis de matrices complejas, permitiendo una mejor

separacion y caracterizacion de los compuestos que la conforman.

2.3.4 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

El sistema UHPLC-QToF consta de un cromatografo de liquidos de ultra desempefio
acoplado a un espectrometro de masas con analizador cuadrupolo tiempo de vuelo.
Algunas caracteristicas de la parte de la cromatografia son: tamafio de particula
reducido de la fase estacionaria (columna), operacion con una bomba capaz de
incrementar la presién hasta 15,000 psi y un consumo bajo de disolventes
(organicos o acuosos), en el orden de los microlitros. A pesar de que la eficiencia
en la separacion de los compuestos es proporcional a la longitud de la columna e
inversamente proporcional al radio de las particulas, en el UHPLC se reduce el
tamafio de particula de la fase estacionaria y por consiguiente la longitud de la
columna, sin afectar la resolucion de la respuesta (Chawla y Ranjan, 2016).

Para el analisis de los analitos en el espectrometro de masas primeramente se debe
eliminar el disolvente y enseguida ser ionizados. Para tal fin, existen diferentes
métodos de ionizacion siendo el de electroespray uno de ellos (ESI, por sus siglas
en inglés: ElectroSpray lonization), en el cual frecuentemente se producen iones
multi-cargados que hacen que la mediciébn de masas grandes sea mas precisa,
permitiendo de éste modo el andlisis de compuestos polares de hasta 10,000 Da.
En la Figura 5 se esquematiza la formacién y la trayectoria que siguen los iones: (1)
El flujo proveniente de cromatégrafo pasa a través de un capilar al que se le aplica
un potencial eléctrico (positivo o negativo) de 3-5 kV. (2) La solucion es atomizada
por efecto del campo eléctrico y con ayuda de un gas (N2) a alta temperatura
(400°C), el disolvente se evapora. De éste modo se evita la condensaciéon de las

gotas, las cuales se hacen mas pequefias y, al estar cargadas eléctricamente en su
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superficie, la densidad de carga aumenta hasta que la repulsion natural entre cargas
similares provoca la liberacion de iones. (3) Los iones que poseen la carga que fue
especificada en las condiciones de trabajo del equipo, siguen su trayectoria hacia el
analizador, mientras que el resto de los iones son eliminados con el gas de

desolvatacion (Herber y Johnstone, 2003).

Cono / Desolvatacion

Gas de secado
(Nitrdgeno)
@ \ 2

—

Cromatografia '
u otra fuente Capilar

(alto voltaje) /

Electrodo

Hacia espectrometro

Figura 5. Esquema de la formacién de iones y su trayectoria hacia el espectrometro de
masas (Herbert y Johnstone, 2003).

El cuadrupolo y el tiempo de vuelo (ToF, por sus siglas en inglés: Time of Flight),
son analizadores de masas. Estos dispositivos pueden separar iones, atomos,
moléculas o grupos de moléculas, de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z).

Un analizador cuadrupolar combina los potenciales de corriente directa (CD) y
radiofrecuencia (RF) en un arreglo de cuatro barras orientadas de forma paralela y

simétrica (Figura 6).

m/z(A) > m/z(B) > m/z(C)

Figura 6. Esquema y principio de operacion de un analizador cuadrupolar. X y Y: seccion
transversal de las barras paralelas combinando potenciales de CD y RF. A, C: trayectoria
de los iones con valores inestables de m/z; B: trayectoria de iones estables que atraviesan
el cuadrupolo para su subsecuente deteccion (Westman-Brinkmalm y Brinkmalm, 2009).
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Las barras X y Y estan interconectadas eléctricamente y en cualquier momento
tienen potenciales de igual magnitud pero de signo contrario. Los iones acelerados
que provienen de la fuente de ionizacion entraran al analizador pero Unicamente
aquellos con la relacion m/z estable (que se encuentren dentro del intervalo de
valores que fueron inicialmente indicados en el equipo), viajaran paralelamente
través de las barras del cuadrupolo y llegaran al detector.

Por otro lado, el analizador ToF separa los iones con base a su diferencia de tiempo
entre una sefal inicial y el pulso generado cuando chocan con el detector.
Idealmente todos los iones tienen la misma energia cinética pero diferentes
velocidades dependiendo de la relacion m/z.

En la Figura 7 se muestra la trayectoria que siguen los iones en un instrumento
hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo. El proceso inicia cuando: (1) Los iones
generados en la fuente de ionizacién se dirigen mediante un campo eléctrico hacia
el cuadrupolo; (2) La corriente de iones que poseen valores en el intervalo de m/z
definido, pasan a través del cuadrupolo; (3) Cuando llegan al electrodo deflector se
les aplica un potencial eléctrico en forma de pulsos para que se aceleren dentro del
tubo analizador ToF dirigiendose hacia el reflectron; (4) Se incrementan los
intervalos de tiempo en los que los valores sucesivos de m/z seran detectados al

llegar al detector (Herber y Johnstone, 2003).

Deflector de la

@ corriente de iones
Cromatografia @
u otra fuente — —/————
TN 1 =

Ml

O | \

Camara de ionizaciéon Cuadrupolo

\etector

@ Z \Analizador ToF

Reflectrén

Figura 7. Esquema de un espectrometro de masas con analizador cuadrupolo-tiempo de
vuelo (QToF) (Gémez-Castillo, 2018).
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Las principales ventajas de los instrumentos que poseen QToF son la rapida
adquisiciéon de datos (30 espectros de masa/segundo) y una alta sensibilidad, lo que
hace que esta tecnologia sea utilizada para el analisis de muestras complejas. El
equipo utilizado en el presente trabajo de tesis tiene ambos analizadores (QToF).
Es importante mencionar que para incrementar la sensibilidad y la intensidad de las
sefales hasta en dos érdenes de magnitud en este tipo de tecnologia se puede
lograr manipulando la configuracion electronica del MS o haciendo uso de
sustancias estabilizadoras con las cuales se mejora la eficiencia de la ionizacion
(Watson, Atsriku y Oliveira, 2003). Por ejemplo, en la caracterizacién de polifenoles
se han usado el &cido acético para incrementar la sensibilidad en la deteccion de
trimetoxiflavona (Huck y Bonn, 2001); también para el analisis de flavonoides se ha
reportado el uso de una solucion amortiguadora de acetato de amonio (pH 4.0) 6
acido férmico 0.4 % a pH 2.3 (Rauha, Vuorela y Kostiainen, 2001). Adicionalmente,
se han desarrollado nuevas estrategias de ionizacion para la deteccion de
flavonoides empleando complejos metalicos con ligandos neutros (Satterfield y
Brodbelt, 2000).

2.3.5 Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante es una de las principales propiedades biol6gicas conferida
a los polifenoles, su importancia radica en que revierten situaciones de estrés
oxidativo que es el desbalance entre las defensas antioxidantes del organismo y las
especies reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en inglés Reactive Oxygen
Species). Estos iones se producen como respuesta a estimulos exégenos (fumar,
irradiacion UV, contaminacion ambiental, etc.) y endogenos (respiracion,
catecolaminas u 6xidos de nitrégeno). La célula disminuye el efecto dafiino de estos
oxidantes por medio de mecanismos enzimaticos (superoxido dismutasa, glutatién
peroxidasa y catalasa) y no enzimaticos (Zhi-Zhong, Yang y Jin-Song, 2016). La
importancia de contrarrestar el estrés oxidativo es porque juega un papel
fundamental en procesos como el envejecimiento prematuro asi como en
numerosas enfermedades como cancer, cardiovasculares y neurodegenerativas
(Bayliak, Burdyliuk y Lushchak, 2017).
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2.4 Estabilidad de la miel

Los alimentos son perecederos por naturaleza y tienden a disminuir su calidad
demandada por el consumidor, pudiendo llegar a ser perjudicial dependiendo de sus
propiedades fisicas, quimicas, microbiologicas y sensoriales, asociadas a las
condiciones y tiempo de almacenamiento. Se dice que en este punto ha llegado al

final de su vida util (Kilcast y Subramaniam, 2000).

El Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (IFST, de su sigla en inglés
Institute of Food Science and Tecnology), define a la vida atil como el "Periodo
durante el cual el producto alimenticio permanecera seguro; garantizando que
conserva las caracteristicas sensoriales, quimicas, fisicas, microbiolégicas y
funcionales deseadas; y cumpliendo con cualquier declaracion de la etiqueta de los
datos nutricionales cuando se almacena en las condiciones recomendadas"”
(Robertson, 2009).

2.4.1 Factor critico de calidad
La identificacion del factor critico de calidad (aquel que disminuye la calidad del
alimento) es el primer paso para la evaluacién de la estabilidad de los alimentos, se

realiza tomando en cuenta las siguientes pautas (Phimolsiripol y Suppakul, 2016):

1) Normas nacionales e internacionales: es la principal pauta para la seguridad e
inocuidad del alimento, siguiendo las leyes gubernamentales.

2) Consumidores: proporcionan el mejor criterio de la calidad critica de un
alimento.

3) Estandar del cliente: como intermediario conoce las caracteristicas con las que
debe de cumplir el producto.

4) Competidores: la calidad puede estar relacionada con las caracteristicas de un

producto de un competidor.

2.4.1.1 Tipos de pruebas
Las pruebas se pueden dividir en tres tipos (Phimolsiripol y Suppakul, 2016):

Estatica. El producto es almacenado bajo condiciones ambientales. Esta prueba

requiere mucho tiempo para observar los cambios y es costosa.
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Acelerada. El producto es almacenado bajo un intervalo seleccionado de
condiciones generalmente temperatura, humedad relativa o presion parcial de
oxigeno (Giraldo, 1999) que no deben alterar la trayectoria normal de estabilidad del
alimento y bajo la premisa de que el proceso deteriorante acelerado sera el mismo
bajo las condiciones reales a las cuales seran almacenados (Kilcast y
Subramaniam, 2000). Se tienen resultados en un periodo de tiempo relativamente
corto y también proporciona datos cinéticos, por tal razén, en la practicas se recurre
a este tipo de pruebas con la finalidad de acortar considerablemente el tiempo para

la obtencién de los resultados (Kilcast y Subramaniam, 2000).

De uso/abuso. El producto es almacenado bajo un ciclo de variables ambientales;
se utiliza para evaluar el producto y el empaque como uno solo. Mediante ciclos de
variables que son iguales o superiores a lo esperado en condiciones reales. Se

utiliza a menudo para determinar los efectos del transporte.

En el presente trabajo, se realizaron pruebas del tipo estatica y acelerada, para

determinar el factor critico de estabilidad de las mieles analizadas.

2.4.1.2 Condiciones de almacenamiento

Las condiciones de almacenamiento del producto deben de ser seleccionadas
dependiendo del tipo de prueba a realizar, siendo las de mayor importancia la
temperatura y humedad relativa. Para las pruebas aceleradas las temperaturas de
almacenamiento deben presentar diferencias de 5 a 10°C y deben evitarse
temperaturas extremadamente elevadas que afecten considerablemente al alimento
(Phimolsiripol y Suppakul, 2016). Ademas, se debe considerar que la humedad
relativa en climas templados varia entre 50-70 % HR (Torrieri, 2016). En las pruebas
a condiciones ambientales, el producto debe estar a las condiciones lo mas reales

de almacenamiento.

Una vez que se definen las condiciones de almacenamiento, la calidad a lo largo
del tiempo debe ser monitoreada para lo cual se deben incluir de seis a ocho puntos
de muestreo, y los cambios de calidad de los productos deben ser del 30-50 % del
original para representar una tendencia de deterioro durante todo el

almacenamiento (Phimolsiripol y Suppakul, 2016).
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2.4.1.3 Cinética de reaccion
Dentro de la evaluacion de la estabilidad o vida util de un alimento es importante
primeramente determinar el orden de la reaccion que caracteriza el comportamiento

de los datos experimentales de los parametros analizados.
Reaccion de orden cero

En la ecuacién 1 (general de una cinética de reaccion), cuando n=0 se obtiene la
reaccion de orden cero. Esto implica que la velocidad de pérdida de A es constante

con el tiempo e independiente de la concentracion de A.

4 _ kA" Ec.1
dat

A, =A,—kt Ec.2

Donde: Ao y Ae son el valor inicial y final del parametro A, respectivamente, t es la

vida media (en dias, meses o0 afios) y k es la constante de velocidad de la reaccion.

La cinética de orden cero se ha aplicado en alimentos como: el zumo de limén,
mayonesa, jugos y pulpas de frutas; ademas de alimentos con una alta
concentracion de azucares como: caramelos, dulces de leche y leche condensada
(Manayay, Ibarz, Castillo y Palacios, 2013; Valencia, Cortés y Roman, 2012; Ibarz,
Pagéan, Garza e Ibarz, 2010; Manayay e Ibarz, 2010; Garciay Molina, 2008; Rozycki,
2003; Buera, Hough, Martinez y Resnik, 1990).

Reaccion de primer orden

Considerando los principios fundamentales de la cinética quimica y que n=1 se tiene

que:
A= AjeCktd  Ec. 3

Donde: A es la cantidad de algun factor de calidad remanente al final de un tiempo
t;.
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La ecuacion de este orden suele caracterizar el deterioro de alimentos como: la
carambola (Averrhoa carambola L.), tomate, lechuga y otros vegetales (Gonzalez et
al., 2016; Lana, Tijskens y Kooten, 2005; Pirovani et al., 2005).

Reaccion de segundo orden

Cuando n=2 se obtiene la ecuacion 4, siendo un ejemplo de su uso la evaluacion

de los cambios de color en manzanas (Cortés y Chiralt, 2008).
1 1
A= ag + kt Ec. 4

Cabe sefialar, que la aplicacion de dicha ecuacion no se utiliza frecuentemente para

describir el deterioro de los alimentos (Taoukis, Labuza y Saguy, 2000).
Modelo de Arrhenius

La ecuacion de Arrhenius se basada en aspectos termodinamicos y describe la
dependencia de las reacciones quimicas con la temperatura, relacionadas con la
estabilidad y vida util de los alimentos incluyendo la pérdida de la calidad sensorial
(Labuzay Fu, 1993).

k= kyexp (— E—“) Ec.5

RT

Donde: ko es el factor de frecuencia o factor pre-exponencial; Ea es la energia de

activacion, R es la constante universal de los gases y T es la temperatura (K).

Cuando se grafica el In k vs 1/T se utiliza la ecuacién de la recta para ajustar los
datos experimentales, cuya pendiente es Ea/R; para su aplicacion se deben tener

datos de por lo menos tres diferentes temperaturas.

Las pruebas de vida acelerada se basan en el cumplimiento de la ley de Arrhenius;

la ecuacion para calcular su efecto sobre la vida media es (Giraldo, 1999):

Tlro 7

ty = tgexp R'To Ts

Ec. 6
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Donde: Toy Ts son la temperatura al tiempo t, y ts, respectivamente; R es la
constante de los gases, y E, es la energia de activacion para la reaccion de

deterioro.

Q1o

Q1o es otro pardmetro que se utiliza con frecuencia para describir la relacién entre
la temperatura y la velocidad de reaccién (Man, 2002), y se define como la
disminucién de la vida util por un aumento de 10 °C. Se ha utilizado para predecir
la pérdida de calidad o de nutrientes en muchos alimentos. Belmares, Guerray Mata
(2009) indican que el célculo de este coeficiente se realiza para conocer la velocidad
de reaccion del deterioro en relaciéon con el incremento de la temperatura. Q1o €s
definido como (Man, 2002):

Razén a la temperatura a (T+10)°C

Ec. 7

Qo =

Razon a la temperatura T °C

Vida de anaquel a T°C c. 8
Vida de anaquel a (T+10)°C

Qo =
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3. ESTADO DEL ARTE

A la fecha son pocos los reportes de estabilidad para la miel, siendo un dato
importante para garantizar el consumo de un producto de calidad. Bogdanov (2008)
realizo el analisis del almacenamiento de miel, no refirié el origen de la muestra ni
la humedad relativa; las temperaturas analizadas fueron de 10 a 70°C, con
incrementos de 10°C. Los resultado mostraron que el tiempo de formacion de 40
mg HMF/kgmiel fue de 0.5-1 afio (30°C), 1-2 meses (40°C) y 5-10 dias (50°C). La
vida media (disminucion del 50 % de la actividad de la enzima) para el indice de
diastasa fue 200 dias (30°C), 31 dias (40°C) y 5.4 dias (50°C).

Belmares et al. (2009) realizaron una prueba de vida acelerada para miel, no
mencionaron su procedencia, emplearon una estufa de calentamiento sin
especificar la humedad relativa utilizada. Cabe sefialar que en el presente trabajo
se empleo una camara climética con control de temperatura y humedad. Estos
autores calcularon el valor de Q1o con los parametros de viscosidad y un analisis
sensorial. Para este ultimo tuvieron como resultado una vida util de 21 dias (35°C),
14 dias (45°C) y 7 dias (55°C). Con base a la viscosidad 28 dias (35°C), 21 dias
(45°C) y 14 dias (55°C).

Fallico, Arena y Zappala (2009), reportaron la estimacion de la vida de anaquel
empleando un programa de simulacion de disefio propio. Utilizaron 14 mieles
italianas comerciales de las cuales 2 fueron de acacia (Robinia pseudoacacia L.), 4
de citricos (Citrus aurantum L.), 2 de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis L.), 2 de
castafia (Castanea sativa L.), y 4 multiflorales. Las mieles se almacenaron por
duplicado, a temperatura ambiente (25£2°C) y a 55-60 % HR. Cada mes durante 18
meses, evaluaron la concentracion de HMF (por HPLC con un detector de arreglo
de diodos), ID (por un método espectrofotométrico usando un kit enziméatico), %
humedad, CE, acidos libres, pH, lactonas y acidez total. La vida de anaquel se
estimo6 empleando los parametros de HMF y diastasa. Los resultados mostraron que
durante los primeros 4 meses de almacenamiento no se observaron variaciones en
la concentracion de HMF: mieles citricas (5.6 y 28.7 mg HMF/kgmiel), mieles de

castafia, asi como de eucalipto (0.1 mg HMF/kgmier), y miel multifloral (10.4 a 17.4
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mg HMF/kgmiet). Por otro lado, la actividad de diastasa no mostro variacion durante
los primeros 8 meses de almacenamiento, y después de 18 meses ninguna de las
muestras tuvo actividad enzimatica menor a 11 UD. Los autores empleando una
cinética de primer orden establecieron que la vida util mas probable de la miel de
acacia oscilé entre 16-23 meses; para la de citricos entre 13-17 meses; la de
eucalipto fue de 15-16 meses y la multifloral con un intervalo entre 14.7-26 meses.

Parvanov y Dinkov (2012) en una comunicacion corta mencionaron los
requerimientos para el procesamiento, almacenamiento y vida de anaquel de miel
organica, con base a lo reportado en literatura y experiencia propia. Concluyeron
gue la miel debe almacenarse en recipientes herméticos a las condiciones de
temperatura <20°C y una humedad relativa <65 %; ademas que cuando la miel es
calentada a <37°C el tiempo de consumo preferente es de 1 afio y sin calentamiendo
de 2 afos.

Por su parte, Qamer, Ahamed, Ali y Shakoori (2013) estudiaron el efecto del
almacenamiento para la miel de Apis dorsata de Nepal, pero no reportaron su
estabilidad. Las muestras fueron obtenidas de 4 bosques y fueron almacenadas a
temperatura ambiente (25-29°C), con toma de muestra a los 0, 8 y 16 meses. Los
autores mencionaron gue no utilizaron conservadores ni calentamiento durante el
almacenamiento y que las muestras no presentaron granulacion. Los analisis
fisicoquimicos fueron de acuerdo a los métodos establecidos por la Comision
Europea de la Miel (CEM). EI método de Winkler se utilizo para la determinacion del
contenido de HMF que es otro método espectrofotométrico diferente al empleado
en este trabajo de tesis (método de Carrez). La actividad de diastasa e invertasa se
determinaron por los métodos de Schade y Siegenthaler, respectivamente. Los
resultados mostraron que no hubo diferencia significativa en el pH (3.42-6.1) de la
miel y que los valores estuvieron dentro de lo estipulado por la CEM. En cuanto a la
acidez libre, desde el tiempo cero las mieles mostraron valores cercanos al limite
superior permisible (>60 meg/kg), mencionando que pudo deberse al origen
multifloral de los néctares. Asimismo, observaron un aumento de la CE (0.8 mS/cm)

de la miel dentro del limite méximo de la CEM. La actividad de diastasa diminuyo el
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58.03% (11.62 UD) y el 92.59% (0.86 UD), a los 8 y 16 meses, respectivamente;
resaltando que este Ultimo valor ya no se encuentra dentro de lo establecido en
norma. El HMF a los 8 meses aumenté el 60.04% (53.42 mg/kgmiel) y 1063% (621.28
mg/kgmiel) al final del almacenamiento, para este ultimo valor no cumpliendo con lo
establecido en la norma. Finalmente, mencionaron la necesidad de establecer los
limites maximos de los parametros de calidad para la miel de Apis dorsata

considerando su origen floral y la composicion asi como la especie de abejas.

Con respecto al andlisis de la miel como alimento funcional; Wang, Gheldof y
Engeseth (2004) evaluaron el contenido de polifenoles totales, perfil polifendlico y
actividad antioxidante de mieles con y sin calentamiento previo a su
almacenamiento en diferentes condiciones de temperatura, luz y material del
envase, Unicamente al tiempo inicial y a los 6 meses de almacenamiento. En el caso
de la miel sin calentamiento almacenada a temperatura ambiente en envase de
vidrio transparente y en presencia de luz (similares a unas de las condiciones que
se emplearon en este trabajo) reportaron la disminucion de aproximadamente el 50
% de la actividad antioxidante (método ORAC), por otra para el CPT se mantuvo sin
cambio durante el almacenamiento. Respecto al perfil polifendlico, se identificaron
14 compuestos (ANEXO 1), mismo que no vari6 después de 6 meses de
almacenamiento presentando las diferencias solamente en las concentraciones de

los compuestos.

Como se puede observar, a la fecha no existen reportes de la estabilidad para las
mieles producidas en el estado de Oaxaca, no hay evidencia del uso de UHPLC-
QToF para la cuantificacion del HMF siendo este uno de los parametros
frecuentemente evaluados en la estabilidad de la miel durante su almacenamiento.
Ademas, el contenido de polifenoles totales, perfil polifendlico y la actividad
antioxidante, se han reportado Unicamente al inicio y al final del tiempo de
almacenamiento. Tampoco hay reportes del uso de UHPLC-QToF para el monitoreo
del perfil polifendlico de miel almacenada a condiciones aceleradas.
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4. JUSTIFICACION

La miel es un producto que se comercializa a nivel mundial; en el 2017 los ingresos
por su venta en México fueron de $104,717 miles de USD y los paises de mayor
exportacion de la miel mexicana fueron: Alemania, Estados Unidos de Ameérica,
Reino Unido, Arabia Saudita, Suiza y Bélgica (TRADE MAP, 2017). Oaxaca fue el
quinto estado con mayor produccion a nivel nacional con 4,077.74 Ton (SAGARPA,
2017); su precio esta en funcién de su calidad y origen. Sin embargo, son pocos los
trabajos que han evaluado su estabilidad reportando tiempos que van desde los 20
meses (Fallico et al.,, 2009) hasta los 4 afios (Parvanov y Dinkov, 2012), no
existiendo estudios para la miel producida en Oaxaca. Ademas, la miel es
considerada un alimento funcional por los beneficios a la salud que su ingesta
conlleva asociados a la presencia de compuestos como los polifenoles, los cuales
poseen actividades biolégicas como la antioxidante (Ajibola et al., 2012). Con base
en lo anterior, es recomendable realizar el estudio de cada una de las mieles
considerando la influencia que tiene el tipo de abeja que la produce, las
caracteristicas del néctar, el origen floral, los valores iniciales de los parametros

fisicoquimicos (Parvanov y Dinkov, 2012), asi como el contenido de polifenoles.

En el presente trabajo se considerd de importancia el estudio de la estabilidad de la
miel producida en el estado de Oaxaca, en especifico de los municipios de
Huajuapan de Leon y Putla Villa de Guerrero, las cuales actualmente ya se
comercializan a nivel nacional e internacional. Se evaluaron varios parametros de
calidad establecidos en normas nacionales e internacionales; dentro de los cuales
se resalta la cuantificacion de hidroximetilfurfural durante el almacenamiento de la
miel empleando por primera vez una tecnologia de vanguardia como es UHPLC-
QToF.

A pesar de que existen reportes del CPT y AA para la miel, tnicamente se han
realizado al inicio de su caracterizacion y después de un afio de almacenamiento
(Sarié et al., 2012); o antes y después de 6 meses de su envasado en diferentes
tipos de empaque (Wang et al., 2004). En este trabajo de tesis los valores del CPT

y AA son el resultado del monitoreo durante su almacenamiento en condiciones
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aceleradas y ambiente, los cuales fueron relacionados a la par con el perfil
polifendlico determinado por UHPLC-QToF lo cual no ha sido reportado a la fecha.

Con base a todo lo antes expuesto se reporta por primera vez el tiempo de la
estabilidad de la miel considerandose como un alimento funcional ademas del
cumpliendo con los pardmetros establecidos en normas nacionales e
internacionales. Finalmente, los resultados generados favoreceran directamente a
los productores de las mieles evaluadas como primera instancia, o que para ellos
puede representar una ventaja competitiva en el mercado; y para los consumidores

al tener la informacion del alimento que adquieren.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estimar el tiempo de estabilidad de miel producida en los municipios de Huajuapan
de Leodn y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca, México; mediante pruebas de vida
acelerada, y la evaluacion durante su almacenamiento del perfil polifendlico
utilizando UHPLC-QToF, asi como, de la actividad antioxidante por un ensayo in

vitro, generando conocimiento cientifico de la calidad de la miel.

5.2 Objetivos especificos
1. Determinar los parametros fisicoquimicos de calidad establecidos en normas
nacionales e internacionales: porcentaje de humedad, conductividad
eléctrica, indice de diastasa y concentracidon de hidroximetilfurfural, en mieles
de los municipios de Huajuapan de Lebén y Putla Villa de Guerrero

almacenadas a condiciones aceleradas y del medio ambiente.

2. Determinar parametros fisicoquimicos de calidad no establecidos en las
normas de referencia: pH y color, en las mieles de ambos origenes

almacenadas a condiciones aceleradas y del medio ambiente.

3. Definir las condiciones para la cuantificacion del HMF por UHPLC-QToF en
la miel de los municipios de Huajuapan de Leén y Putla Villa de Guerrero

almacenadas a condiciones aceleradas.
4. Determinar los parametros de la miel como alimento funcional: contenido de

polifenoles totales y actividad antioxidante, en mieles de ambos origenes

almacenadas a condiciones aceleradas y del medio ambiente.
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5. Determinar el parametro critico de calidad para el célculo del tiempo de

estabilidad de las mieles tanto de Huajuapan de Le6n como Putla Villa de

Guerrero.

. Comparar el perfil de polifenoles en las mieles de ambos origenes en las
condiciones de almacenamiento de mayor variacién en el contenido de
polifenoles totales y actividad antioxidante, obtenidos mediante las
condiciones establecidas para el método de UHPLC-QToF y el software

Progenesis QI

. Analizar la significancia estadistica de los factores: lugar de origen,
temperatura y tiempo; y de las correlaciones multiples de Pearson entre los

parametros evaluados a condiciones aceleradas.
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6. METAS

6.1 Identificar el parametro critico de calidad de las mieles producidas en los
municipios de Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero con base a parametros

fisicoquimicos (objetivos 1y 2) y como alimento funcional (objetivo 4).

6.2 Tener definido el tiempo de estabilidad de la miel producida en ambos

municipios.

6.3 Tener las condiciones cromatograficas y de espectrometria de masas para la
cuantificacion de HMF por UHPLC-QToF-.

6.4 Tener las condiciones cromatograficas y de espectrometria de masas para la
identificacion de compuestos polifendlicos en miel y definir las diferencias entre los
perfiles de polifenoles de las mieles estudiadas.

6.5 Demostrar la variacion de los parametros y comparacion de significancia entre

los factores evaluados en las mieles objeto de estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

En este apartado se describen los materiales y métodos que se utilizaron para la
evaluacion comparativa del efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento
de miel de dos origenes con respecto a: 1) parametros de calidad con base a lo
establecido para este alimento en las normas oficiales: nacional e internacional;
adicionalmente se implementd un método empleando un UPLC-QToF para
cuantificar el hidroximetilfurfural. 2) Perfil de compuestos polifenélicos por UHPLC-
QToF. 3) Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante usando un

método in vitro.

7.1 Origen de la miel
Las mieles fueron proporcionadas por la Sociedad Cooperativa de Apicultores de
Huajuapan S.C. de C.V. de R.L., ubicada en la ciudad de Huajuapan de Leodn,

Oaxaca. Las cuales provienen de los siguientes origenes.

ORIGEN 1. Herdica Ciudad de Huajuapan de Leon, es el municipio 039 y pertenece
a la region mixteca (INEGI, 2018). Coordenadas 97°16' longitud oeste, 17°48' latitud
norte y a una altura de 1,600 m sobre el nivel del mar. El clima es templado y calido,
subhumedo con lluvias en verano, el rango de temperaturas registrado fluctia entre
los 16-24°C y la precipitacién pluvial va de 700 a 1,000 mm (INAFED, 2018).

ORIGEN 2. Putla Villa de Guerrero, es el municipio 073 y pertenece a la regién
sierra sur (INEGI, 2018). Coordenada 97°55' longitud oeste, 17°01' latitud norte y a
una altura de 750 m sobre el nivel del mar. El clima es templado y calido, con
oscilacion térmica entre 15-35°C, presenta lluvias en verano y principios de otofio

con una precipitacion promedio de 1,319mm (INAFED, 2018).
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Huajuapan de Ledn "

Putla Villa de Guerrero

Figura 8. Localizacion de los Municipios: Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca,
México.

7.2 Reactivos

Hidroximetilfurfural, solucion de Carrez | (K4Fe(CN)ee3H20) vy I
(Zn(CH3CO2)2:2H20), acido galico, reactivo de Folin-Ciocalteu y DPPH* (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Estados Unidos). NaCl, NaHSOgs, Kl, HCI, CH2Cl2, yodo y acetato
de sodio (Meyer). Na2COs (Reasol). H20 y MeOH (LC/MS, Fisher). Acetonitrilo (LC-
MS, J.T. Baker). Isopropanol (HPLC, J.T. Baker). Leucina/encefalinay acido férmico
(Waters). MeOH grado reactivo, acido acético glacial y soluciones amortiguadoras
estandarizadas para pH 7.0 y 4.0 (J.T. Baker). Acetonitrilo (Tedia). Solucion de
almidon al 0.5 % (Hycel).

7.3 Materiales

Columna para cromatografia de liquidos Acquity UPLC HSS T3 C18 2.1 x 100 mm,
tamafio de particula de 1.8 um y vial de vidrio con tapa ranurada de 2.0 mL (Waters).
Columna Supelclean™ LC-18 SPE-3 mL de base silica enlazada a octadecilo (C18)
de 45 um y 6 nm de tamafio de particula y poro respectivamente (Supelcor). Filtros
de nylon 0.2 y 0.45 um (Whatman™). Tubos para centrifuga de 50 mL (Falcon™) y
papel Parafiim M.
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7.4 Equipos

UPLC-QToF Waters Acquity UPLC®? Clase | con detector Xevo G2 XS QToF
equipado con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI) y software Masslynx
version 4.1. (Waters Corp., Milford MA, USA). Camara climatica artificial (Marca
Luzeren, mod. RTOP-260D). Vortex (Marca IKA, mod. VORTEX3).
Espectrofotometro UV-vis (Marca Hinotek, mod. UV765). Espectrofotdmetro (Marca
HunterLab, mod. UltraScan VIS). Bafio ultrasénico (Marca BRANSON, mod. 8800).
Centrifuga refrigerada (Marca Eppendorf, mod. 5810 R). Rotavapor (Marca BUCHI,
mod. R-100). Rotavapor (Marca IKA, mod. RV 10 basic). Refractometro portatil
(Marca HANNA, mod. HI 96801). Conductimetro (Marca HANNA, mod. HI98311).
Potenciémetro (Marca HANNA, mod. HI2210) e higrometro (Marca ColeParmer,
mod. 3310-20).

7.5 Evaluacion de la estabilidad de la miel

7.5.1 Disefio experimental

El disefio experimental para las pruebas a condiciones aceleradas fue de tres
factores multiniveles, lo cual dio como resultado 30 combinaciones de tratamientos
(ANEXO II). El almacenamiento a condiciones ambiente, se conformé por dos
factores multiniveles, presentando 16 tratamientos analizados cada cuatro semanas
(ANEXO 11).

Variables controladas:

e Origen de la muestra: Huajuapan de Le6n y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca,
México.

e Condiciones aceleradas: temperatura 30, 40, 50°C con 70 % HR durante 5
semanas.

e Condiciones ambientales: temperatura 22.12+1.75°C con 63.00 + 7.61 % HR,
durante 32 semanas.

Variables dependientes:
De calidad

e Porcentaje de humedad
e Conductividad eléctrica
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pH

Color

indice de diastasa
Hidroximetilfurfural

Como alimento funcional

e Contenido de polifenoles totales
e Actividad antioxidante

7.6 Obtencion de la miel

Ambas muestras se obtuvieron en el periédo de cosecha correspondiente a la
primera quincena del mes de mayo del 2017. La miel procedente de Putla Villa de
Guerrero fue transportada el 2 de mayo a la ciudad de Huajuapan de Ledn. Dichas
muestras fueron entregadas el 4 de mayo en el laboratorio de Biotecnologia del
edificio de Productos Naturales y Alimentos, de la Universidad Tecnoldgica de la
Mixteca.

7.7 Extraccion de la miel del panal
Los bastidores fueron colocados en una mesa de extraccion, primero se efectué el

corte del opérculo continuando con el corte del panal completo (Figura 9).

Figura 9. Corte del opérculo del panal en mesa de extraccion.
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La miel se obtuvo por efecto de la gravedad, se filtr6 y se recibié en cubetas de
material plastico de 19 L, las cuales fueron selladas y almacenadas a temperatura
ambiente durante 48 h. Después de este tiempo, se elimind de la superficie la capa
constituida por restos de polen, abejas y cera. La miel fue entonces envasada en
frascos (46 piezas) transparentes de vidrio con tapa hermética y capacidad de 120

mL, previamente esterilizados.

La muestra del tiempo cero fue miel de cada origen que se colecté inmediatamente
después al corte del opérculo. La toma se realiz6 en tubos falcon de 50 mL, los
cuales fueron; sellados, cubiertos con papel aluminio para su proteccion contra la

luz y almacenados a -20°C, para su analisis posterior.

7.8 Almacenamiento

Para el almacenamiento en condiciones aceleradas se utilizé6 una camara climatica
artificial, en la cual se controlaron la humedad relativa y las temperaturas antes
mencionadas. En lo referente al almacenamiento a condiciones ambiente, las
muestras fueron colocadas en un anaquel metalico con puertas de vidrio; la
temperatura y humedad fueron monitoreadas con un termémetro de mercurio y un

higrometro, respectivamente.

7.9 Acondicionamiento de la miel para su analisis

La miel del tiempo cero fue colocada a bafio maria a 40°C durante 50 min, con
agitacion manual intermitente, hasta su homogeneidad y se dej6é atemperar para su
uso. Es importante sefialar que la miel no se calenté cuando fue utilizada para la
cuantificacion del hidroximetilfurfural, Gnicamente se mezclé hasta que se observé

una apariencia homogénea.

7.10 Determinacién de parametros fisicoquimicos de calidad
7.10.1 NMX-F-036-NORMEX-2006
7.10.1.1 Porcentaje de humedad

Determinacién. Se coloc6 una gota de miel en la celda de medicion del refractometro
a 25 £ 2°C. Previamente se hiz0 la calibracién con agua desionizada. Los resultados

se reportaron como porcentaje de humedad, aplicando la siguiente ecuacion:
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% Humedad = (100 —°Brix) Ec.9

7.10.1.2 Conductividad eléctrica (CE)
Preparacion de la muestra. Se preparé una solucion de miel al 20 % (p/v),

disolviendo 10 g de miel en 50 mL de agua desionizada (AD) a 20°C.

Determinacién. La CE se midi6 utilizando un conductimetro de acuerdo a lo
reportado por Moniruzzaman et al. (2013). Los resultados se reportaron en

microsiemens por centimetro (uS/cm).

7.10.1.3 indice de diastasa
Se utilizé el método espectrofotométrico de Schade de acuerdo a la NMX-F-036-
NORME-2006.

Preparacion de soluciones. Solucién primaria de yodo: se disolvieron 0.088 g de
yodo y 0.22 g de Kl en AD y se afor6 hasta 10 mL. Solucién de yodo 0.0007 N: se
pesaron 4.0 g de Kl y se disolvieron con 40 mL de AD, después se afiadio 1.0 mL
de la solucién primaria de yodo y se aforé a 100 mL. Solucion de cloruro de sodio
0.5 M: se pesaron 14.5 g de NaCl y se disolvieron en 500 mL de AD. Solucion
amortiguadora de acetato pH 5.3: se pesaron 52.4 g de CH3CO:2Na y se disolvieron
en 400 mL de AD, después se afiadieron 10.5 mL de &cido acético glacial, se aforé
a 500 mL y finalmente se ajusto6 el pH a 5.3 con acetato de sodio anhidro y acido

acético concentrado. Solucién de almidén al 0.5 %.

Preparaciéon de la muestra. Se pesaron 10 g de miel y disolvieron en 5.0 mL de
solucion amortiguadora de acetato y 20 mL de AD, aforando a 50 mL en un matraz

que previamente contenia 3.0 mL de NaCl 0.5 M.

Determinacién de la actividad de diastasa. Diez mililitros de la solucién de miel y 5.0
mL de la solucion de almidén al 0.5 % se colocaron por separado en un bafio de
agua a 40+2°C, durante 15 min y transcurrido ese tiempo se mezclaron a
homogenidad. Sin suspender el calentamiento de la mezcla anterior, se tomaron 1.4
mL y se homogeneizaron con 10 mL de la solucién de yodo 0.0007 N. Se leyo la

absorbancia a 600 nm. A intervalos de 5 min se continuaron tomando voliimenes de
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1.4 mL de la mezcla'y 10 mL de la solucién de yodo, hasta llegar a una absorbancia
menor a 0.235.

Célculo del indice de diastasa. Los datos de absorbancia se graficaron en funcién
del tiempo (min) y se ajustaron con la ecuacion de la recta, a partir de la cual se
calculo el tiempo para obtener la absorbancia de 0.235. Posteriormente, se dividid
300 (constante de calculo) entre el tiempo calculado. La unidad de diastasa (UD) se
define en la escala de Gothe como el volumen (mL) de solucién de almidén al 1 %

hidrolizada por la enzima/gramo de miel/hora a 40°C.

7.10.2 Cuantificacion de hidroximetilfurfural (HMF) por un método
espectrofotométrico

Para cuantificar la concentracion de HMF (NMX-036-1997) cada una de las
muestras de miel fue tratada empleando el método de Carrez como se indica en la

norma.

Preparacion de soluciones. Soluciones Carrez | y Il: para la primera 15 g de
KaFe(CN)es*3H20 se disolvieron en 100 mL de AD, mientras que para la segunda 30
g de Zn(CH3CO02)222H20, se solubilizaron con 100 mL de AD. Solucion de referencia
de bisulfito de sodio al 0.2 %: se disolvieron 0.2 g de NaHSO3 en 100 mL de AD.

Preparacién de la muestra. Cinco gramos de miel se disolvieron con 25 mL de AD.
A esta solucion se afiadieron 0.5 mL de cada una de las soluciénes de Carrez 1 y I,
se afor6 a 50 mL y se filtr6 empleando papel filtro. Cinco mililitros del filtrado se
mezclaron con 5.0 mL de AD (muestra); como control se mezclaron 5.0 mL del
filtrado con 5.0 mL de la solucion de NaHSOz3 al 0.2 %.

Cuantificacién. Se midi6 la absorbancia a 284 y 336 nm en un espectrofotometro
UV-vis. Cuando el valor de la absorbancia fue mayor a 0.600, la muestra se diluyo
con AD y se corrigio el valor de la absorbancia con el factor de dilucién (ecuacién
10).

mg HMF  (Azg4 — A336)x14.97x5
100g mlel gmuestra

Ec. 10
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Donde:
Agss: Absorbancia de la muestra a 284 nm
Aszs: Absorbancia de la muestra a 336 nm

14.97 = es el factor (126/16.830) (1000/10) (100/5), siendo:
126 = peso molecular del HMF
16.830 = absortividad molar del HMF a 284 nm
1000 en mg/g
10 en centilitros por litro
100 = gramos de miel reportados
5 = peso nominal de la muestra en gramos

7.10.3 Cuantificacién de hidroximetilfurfural por UHPLC-QToF
Las condiciones que se establecieron en el presente trabajo de tesis para la

identificacion del HMF en la miel, se detallan a continuacion.

Preparacion de la muestra. Las muestras se prepararon utilizando dos técnicas

diferentes de extraccion del HMF.

Extraccion 1. Se disolvieron 0.2 g de miel en 2.0 mL de H20 grado masas, la mezcla
se homogeniz6 en un vortex durante 5 min, transcurrido este tiempo se colocé en
un bafio ultrasénico a 22+2°C por 5 min y se filtré6 con una membrana de 0.20 um

de tamafio de poro.

Extraccién 2. Se realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada por Teixido, Moyano,
Santos y Galceran (2008) con ligeras modificaciones. Se disolvieron 0.5 g de miel
en 9.0 mL de H20 desionizada acidificada con HCI (pH 1.0), la muestra se
homogeniz6 con un vértex durante 1 min, evitando la formaciéon de espuma.
Después, se adicion6 1.0 mL de las soluciones de Carrez | y Il, y se homogeniz6
manualmente. La mezcla se centrifugé a 20°C, 4,000 rpm durante 10 min; el
sobrenadante se filtr6 con una membrana de 0.45 pm de tamafo de poro. La
muestra filtrada se limpié utilizando una columna Supelclean LC-18, misma que se
acondicion6 con 5.0 mL de MeOH grado reactivo y 1.0 mL de solucion acuosa de
acido acetico al 0.1 % (v/v). Se aplico a la fase estacionaria de la columna 1.0 mL
de la muestra filtrada, seguido de 1.0 mL de agua con la finalidad de lavar la columna

y eliminar algunas impurezas. El eluido para la cuantificacion del HMF fue obtenido
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con 1.0 mL de MeOH y se llevd a sequedad total en un rotavapor a 40°C.
Finalmente, el extracto se resuspendio en H20 grado masas hasta una
concentracion de 100 ug/mL y se filtr6 con una membrana de 0.20 um de tamafio

de poro.

Preparacion del estdndar. Para la construccién de la curva de calibracion se prepar6
una solucién patrén de 1.0 mg/mL de HMF, a partir de la cual se obtuvieron
diluciones con 0.4 unidades de diferencia logaritmica (0.128, 0.32, 0.8, 2.0, 5.0, 12.5
y 31.25 pg/mL).

Instrumentacion y condiciones de trabajo UHPLC-QToF
La cuantificacion del HMF, se realiz6 en un equipo UPLC-QToF

Condiciones cromatograficas. Se empleé una columna UPLC HSS T3 C18,
utilizando con las fases moéviles A: agua al 0.1 % &cido acético, y B:
acetonitrilo:isopropanol (8:2, v/v). El volumen de inyeccion fue de 2.0 uL con una
velocidad de flujo de 0.3 mL/min. Todas las muestras fueron eluidas con un
gradiente lineal de 0 a 4:00 min (97-60 % A), 4.01-4:50 min (60-97 % A) y 4:51 a
6:00 min (97 % A). La temperatura de la columna fue de 25°C y del automuestreador
20°C.

Condiciones QToF: EIl sistema MS fue operado en modo de ionizacion positiva
(ESI+), modo de sensibilidad, temperatura de la fuente de ionizacion 100°C y
temperatura de desolvatacion de 500°C. Activado el gas de colision (Ar) y nitrdgeno
como gas del cono, con un flujo del gas de desolvatacion de 800 L/h. Se recopilaron
los datos de espectrometria de masas desde 60-600 m/z en formato continuo 0.5 s.
Se utiliz6 como estandar de referencia de masas leucina/encefalina ([M-H]* =
556.2771). Los iones monitoreados para el HMF fueron: [M+H]* (m/z= 127) y [M+H-

H20]* (m/z=109). La cuantificacion se baso en la respuesta del ion m/z 109.
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7.10.4 Otros parametros

7.10.4.1 pH
Preparacion de la muestra. Se prepard una solucion de miel al 10 % (p/v), pesando
5.0 g de la muestra y disolviendo en 50 mL de AD. Determinacion. Se utilizé6 un

potenciémetro calibrado previamente (Islam et al., 2012).

7.10.4.2 Color

Determinacion. Se utilizd el método establecido por Ozcan y Olmez (2014) con
modificaciones. La medicion del color se realizé con el sistema CIE L*, a* y b*. Se
utilizé una caja petri con aprox. 50 g de miel de apariencia homogénea y sellada con
papel parafilm. La medicion se realiz6 empleando un espectrofotdmetro en modo de
transmitancia éptica, con el programa ESY MATCH, utilizando el iluminante D65, un
angulo de 10° y un diametro de observacion de 1.25 cm. Los parametros obtenidos
fueron L* [luminosidad, de O (negro) a 100 (blanco)], a* [de rojo (+a) hasta verde (-
a)], y b* [de amarillo (+b) hasta el azul (-b)]. Ademas, se calcularon los parametros
de cromaticidad (C*), del tono o matiz (h) y el cambio de color total (AE) con las

siguientes ecuaciones:

C* = (a2 + b*?)'/z Ec. 11
h = arctanz—: Ec. 12
AE = [L'? + a*? + b*2]Y/? Ec. 13

7.11 Caracterizacion de la miel como alimento funcional

7.11.1 Obtencidn del extracto metandlico

A 0.1 g de miel se le adicion6 1.0 mL de MeOH grado reactivo para la extraccion
sélido-liquido, empleando un vértex durante 1 min a temperatura ambiente. Luego
se colocé en un bafio ultrasénico a 20+2°C durante 10 min, para después eliminar
con centrifugacion la cera y algunos solidos presentes en la muestra a 12000 rpm,
a 4°C durante 10 min. Después se paso por una columna Supelclean LC-18, con el
objetivo de concentrar la muestra como pretratamiento antes de su analisis, misma

gue se acondicion6 previamente con 2.0 mL de MeOHy 2.0 mL de H20 de acuerdo
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a lo recomendado por el proveedor, luego se equilibr6 con 2.0 mL de H20.
Posteriormente, se aplicé 1.0 mL del extracto a la fase estacionaria de la columna,
el eluido se obtuvo con 2.0 mL de MeOH y se llevo a sequedad total en un rotavapor
a 50°C. Finalmente, el extracto fue resuspendido en 1.0 mL de MeOH grado masas.
A este extracto le fue determinada la actividad antioxidante y el contenido de
polifenoles totales, asi como el perfil polifendlico.

7.11.2 Contenido de polifenoles totales (CPT) por el método de Folin-Ciocalteu
Curva de calibracion de acido galico. Se prepararon soluciones de acido gélico de
10, 30, 50, 70 y 90 pg/mL a partir de una solucion patrén de 2.0 mg/mL. Se sigui6
la metodologia reportada por Lépez-Hernandez (2017), para lo cual se tomaron 50
UL de cada dilucion y se afiadieron 3.0 mL de H20. Posteriormente, se adicionaron
250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1.0 N y se homogenizé. La disolucion se dejé
reposar durante 5 min. Al termino de dicho periodo, se agregaron 750 puL de Na2COs
al 20 % y 950 pL de H20, la mezcla se homogenizé en un vortex y se dejo en reposo

durante 40 min. Se ley0 la absorbancia en un espectrofotbmetro UV-vis a 765 nm.

Cuantificacién. Para la cuantificacion de polifenoles totales de los extractos
metandlicos se adicionaron 50 uL del extracto en lugar de la solucién de acido galico

y se siguio el procedimiento antes descrito.

7.11.3 Andlisis del perfil polifenélico por UHPLC-QToF
Las condiciones que se establecieron en el presente trabajo de tesis para la

identificacion de los compuestos polifendlicos en la miel, se detallan a continuacion.

Preparacién de la muestra. El extracto metandlico obtenido en la seccién 7.11.1 a
una concentracion de 3.0 mg/mL, se filtré por una membrana de nylon de tamafio
de poro 0.20 um y fue recuperado en un vial de vidrio de 2.0 mL. A 1.0 mL del filtrado
se adicion6 1.0 yL de acido férmico, como estabilizador de iones, para tener una
concentracion final del 0.1 %. Ademas, se preparé una mezcla de todos los
extractos analizados. Finalmente, las muestras se desgasificaron vy

homogeneizaron en un bafio sonicador. Las corridas se realizaron por triplicado.
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Instrumentacion y condiciones de trabajo UHPLC-QToF.

Condiciones cromatograficas. Se empleé una columna UPLC HSS T3 C18,
utilizando como fases moaviles A: agua:acido acético (99.9:0.1, v/v) y B: acetonitrilo
(100 %), el volumen de inyeccion fue de 5.0 pL con una velocidad de flujo de 0.2
mL/min. La elucion se realiz6 con el gradiente lineal: de 0 a 30 min (97-3 % A), 30
a 35 min (3-97 % A), de 35 a 40 min (97 % A). La temperatura de la columna fue de
40°C y la del automuestreador 7.0°C.

Condiciones QToF: El sistema MS fue operado en modo de ionizacién negativa
(ESI-) y modo de sensibilidad, temperatura de la fuente 100°C, y temperatura de
desolvatacion de 250°C. Activado el gas de colision (Ar) y nitrégeno como gas del
cono con un flujo del gas de desolvatacién de 800 L/h. Los datos de espectrometria
de masas se recopilaron desde 100-1200 m/z en formato continuo 0.5 s. Se utiliz6

como estandar de referencia de masas leucina/encefalina ([M-H]- = 554.2615).

Identificacion de compuestos polifendlicos. La identificacion se realizd mediante el
software Progenesis QIf, especifico para el andlisis de datos de LC-MS, el cual
permite la caracterizacion con precision de los compuestos presentes en los

extractos.

Se importaron al Progenesis QI* cada uno de los cromatogramas para su
alineamiento con la mezcla de extractos y se seleccionaron los aductos: [M-H], [M-
2H] y [M-H20-H] para la identificacion. Los triplicados de las corridas fueron
agrupados en blogues y mediante un ANOVA de una via y se realiz6 una seleccién
de las relaciones m/z identificadas con base en el tiempo de retencion (tr) a los
cuales se presentaron los picos cromatograficos de los extractos analizados y se
efectud el analisis estadistico correspondiente. Con dichos resultados se realizé una
seleccion de la m/z dependiendo de su abundancia normalizada y se generd un
resumen de su asignacion y monitoreo durante las 5 semanas de almacenamiento
con el paquete estadistico EZinfo. Con dicha informacion se realiz6 la identificacion
de los compuestos en la base de datos METLIN para metabol6mica, se efectud la
busqueda en modo negativo y con un error de hasta 5 ppm. Una vez realizada la

identificacion de los posibles compuestos presentes en las dos muestras de miel,
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los cuales fueron clasificados de acuerdo al tipo de polifenol y su fuente de origen,
con las bases de datos: PubChem, ChemSpider ChEBI, 3DMET, Kegg Compouns,
KNApSAcK y HMBD. Finalmente, con asesoria de la Sociedad Cooperativa de
Apicultores de Huajuapan se realiz6 una seleccion de los compuestos presentes en

cada muestra de miel dependiendo de su fuente floral.

7.11.4 Actividad antioxidante mediante método de DPPH*
Preparacion de solucion. Solucién 0.1 mM de DPPH": se pes6 0.004 g de DPPH"y

disolvié en MeOH grado reactivo aforando a 100 mL.

Determinacién. Se adicionaron 50 L del extracto metandlico a 2.0 mL de la solucién
de DPPH' 0.1 mM, se homogenizé durante 1 min empleando un vértex y se registré
la absorbancia a 517 nm después de 30 min de reaccién. Los resultados se
reportaron como porcentaje de inhibicion de la actividad antioxidante (Lépez-
Hernandez, 2017).

%Inbicion = (AO;—AA) * 100 Ec. 14

0

Donde:

Ao= La absorbancia después de 30 min en ausencia del antioxidante.
Aa= La absorbancia después de 30 min en presencia del antioxidante.

7.12 Estabilidad de la miel

Primero, se determind el parametro critico de calidad de la miel de ambos origenes.
Utilizandolo en la evaluacion de los modelos de cinética de reaccion de orden cero,
primer y segundo orden. A partir de la ecuaciéon con el mejor ajuste (R?) se
determinaron las constantes de velocidad de reaccion (k). Luego, de los parametros
de ajuste de la grafica de Arrhenius se calculd la energia de activacion (Ea).
Ademas, se calculé el factor Qio0. Finalmente, con la ecuacién ec. 15 se realizo el

calculo de © a temperatura ambiente.

InC=1InCy+ ke Ec. 15
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Donde:

C= Concentracion final

Co= Concentracion inicial

k= Constante de velocidad de reacciéon
©= Tiempo de estabilidad

7.13 Anélisis estadistico

Para los célculos estadisticos se empleo el software STATISTICA, versién 10. Se
realizo el analisis ANOVA factorial para determinar la diferencia estadisticamente
significativa entre las distintas condiciones evaluadas. Ademas, se llevo a cabo la
prueba de Duncan con un nivel de significancia del 95 % (p<0.05) para los analisis

multiples de comparacion de medias.

46



8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El presente apartado contiene los resultados y discusiones de la miel de Huajuapan
de Leon (MH) y Putla Villa de Guerrero (MP), Oaxaca; almacenada a condiciones
aceleradas y ambiente, precisados en las siguientes secciones: i) Caracterizacion
de la miel, ii) Estabilidad respecto a parametros de calidad, ii) Actividad antioxidante

in vitro y iii) Perfil de polifenoles empleando UHPLC-QToF.

8.1 Caracterizacion de la miel de Huajuapan de Ledén y Putla Villa de
Guerrero

Se presentan los valores obtenidos de cada uno de los parametros evaluados (Tabla

2) para la miel recién extraida del panal (tiempo cero).

Tabla 2. Pardmetros evaluados en la miel de dos municipios del estado de

Oaxaca al tiempo cero.

Parametro Huajuapan de Le6n Putla Villa de Guerrero
% humedad (mg/100 mgmiel) 18.93 + 0.06° 19.17 + 0.062
Conductividad eléctrica (uS) 340.00 £ 0.002 193.00 + 0.00°
HMF (mg/kgmiel) 7.87 +0.192 4.36 + 0.445
indice de diastasa (UD) 75.93 # 1.35P 112.71 + 0.882

pH 3.87 +£0.012 3.74 £ 0.03°
Cambio de color total (AE) 107.99 £ 0.692 4.65 + 0.01°

CPT (mg EAG/100 gmiel) 33.49 + 3.192 35.48 + 2.572

AA (% Inhibicidn) 11.83+1.172 9.89 £ 0.76°

Valores medios + desviacion estandar. HMF: hidroximetilfurfural; UD: unidades de diastasa; CPT:
Contenido de Polifenoles Totales. EAG: Equivalentes de Acido Galico. AA: Actividad Antioxidante.
Medias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de
Duncan).

Como se puede observar, los parametros de calidad: % de humedad, conductividad
eléctrica, HMF e indice de diastasa, cumplen con lo especificado en la NMX-F-036-
NORMEX-2006 y el CODEX STAT 12-198 (Tabla 1). El resto de los parametros
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evaluados se encuentran dentro de los valores resportados por otros autores (Habib
et al., 2014a; Rios et al.,, 2014; Kamboj et al., 2013; Bertoncelj, Golob, Kropf y
Korosec, 2011). Por otro lado, a excepcidon del CPT, todos los parametros mostraron
diferencia significativa (p<0.05), debido tal vez a su origen relacionado con la
floracion, el clima, etc. (Habib et al., 2014b; Ozcan y Olmez, 2014; Perna, Simonetti,
Intaglietta, Sofo y Gambacorta, 2012; Sari¢ et al., 2012).

Para la MP respecto a la MH, el % humedad e indice de diastasa fueron mayores
1.0 y 1.5 veces, respectivamente; la conductividad eléctrica asi como la
concentracion de HMF (determinada mediante el método espectrofotométrico)
fueron menores 1.7 y 1.8 veces, respectivamente. El cambio de color total para la
MH (107.99 £ 0.69) fue aprox. 23 veces mayor en comparacion con el de la MP (4.65
+ 0.01), observandose una coloracion mas clara en dicha miel (Figura 12). Lo
anterior pudo ser consecuencia de la cristalizacién que presento la miel de Putla por
su almacenamiento a -20°C hasta su analisis, como ya fue sefialado en la seccion
de metodologia, lo que no se observo en la MH. Se ha reportado que la formacién
de cristales de glucosa (color blanco) le confiere a la miel una coloracion mas clara
(Khalil, 2010). Finalmente, la MH registr6 mayor actividad antioxidante con respecto
ala MP lo cual puede deberse al tipo y/o concentracion de compuestos polifenélicos

presentes en dicha miel.

8.2 Estabilidad de la miel
8.2.1 Pruebas aceleradas

8.2.1.1 Parametros fisicoquimicos

En las Figuras 7 y 8 se muestran los gréaficos correspondientes para cada parametro
fisicoquimico evaluado como parte del estudio de la estabilidad durante el
almacenamiento de las mieles de Huajuapan y de Putla a 30, 40 y 50°C (70 % HR)
durante 5 semanas. Los resultados del andlisis estadistico entre temperaturas para
ambos origenes de la miel, asi como por semana evaluada, se presentan en las
Tablas A3-A10 (ANEXO IV).
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Figura 10. Parametros de calidad evaluados en miel de Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero,
Oaxaca. A: % humedad (mg/100 mgmiel) Y B: Conductividad eléctrica (uS). La miel fue almacenada
durante 5 semanas a 70 % HR y 30, 40 y 50°C. --- Limite maximo del valor establecido en NMX-
F-036-1997. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

La MH a 30°C alcanz6 valores de humedad por encima del 20 % y para la MP
Gnicamente se observé en la semana 2 a 40°C (Figura 10). Primeramente, la
diferencia en el comportamiento del % humedad que se observé entre las dos
mieles a 30, 40 y 50°C, pudo deberse a su diferente origen botanico y las
condiciones climéticas (Conti, Stripeikis, Campanella, Cucina y Tudino, 2007; Conti,
2000). Por otro lado, los valores de humedad de la MH a 30°C pueden estar
relacionados con la cristalizacion que se presento a ésta temperatura, debido a que
se ha reportado que se puede originar por la mayor concentracion de glucosa con
respecto a la fructosa y también a su menor solubilidad que tiene dicho carbohidrato,

lo que provoca la separacién de agua y promueve la formacion de pequefios
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cristales que funcionan como nucleos iniciadores de una reaccién en cadena
(Escuredo, Dobre, Fernandez-Gonzélez y Seijo, 2014; Tornuk et al., 2013). Es
importante mencionar que la cristalizacion de la miel no se observé a 40 y 50°C

debido tal vez a la solubilizacidn de los cristales a estas temperaturas (Khalil, 2010).

Respecto a la conductividad eléctrica, la MP tuvo variacion muy marcada entre el
tiempo ceroy la semana 1 a las tres temperaturas evaluadas. Para la miel de ambos
origenes durante su almacenamiento, los valores registrados concuerdan con lo
reportado por Qamer et al. (2013) para una miel de Nepal almacenada por 8 y 16
meses (240-640 uS y 290-710 uS, repectivamente). La CE de la miel esta
relacionada principalmente con el contenido de minerales como el potasio, el cual
representa una tercera parte del contenido total (Yicel y Sultanoglu, 2013), asi
como del magnesio, calcio, hierro, fosforo, sodio, manganeso, yodo, zinc, cobalto,

niquel y cadmio (Algarni et al., 2012).

En la Figura 11, se muestran los resultados de pH y el cambio de color total. Los
valores del pH fueron similares entre lugares de origen y temperaturas evaluadas;
ademas, se encuentran dentro del intervalo de valores reportados (3.3-5.3) por
varios autores para miel (Rio et al., 2014; Kamboj et al., 2013; Moniruzzaman et al.,
2013). El pH de la miel se relaciona con su contenido de iones y acidos organicos
(Yucel y Sultanoglu, 2013), los cuales pudieron haber influido en la variacion de la
conductividad eléctrica registrada para las mieles de Huajuapan de Ledén y Putla

Villa de Guerrero.

Para ambos origenes, el cambio de color total (AE) se mantuvo constante a 40 y
50°C presentando una coloracion ambar (AE>100). Como ya se ha mencionado, el
grado de oscurecimiento de la miel tienen una relacion directamente proporcional
con la temperatura, con largos periodos de almacenamiento, la proporcién entre
glucosa y fructosa asi como a las reacciones de Maillard (Damodaran et al., 2010).
En el caso de la MH a 30°C, AE disminuyé con respecto al tiempo de
almacenamiento. Lo que concuerda con lo reportado por Costa et al. (2015) y Assil,
Sterling y Sporns (1991), quienes observaron que por debajo de 40°C se promueve

mas la cristalizacion. La MP a la semana 1 registré un aumento en el AE (4.65+0.01-
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69.32+2.70) debido tal vez a que adquirié un color mas claro por su almacenamiento
al que fue sometido previo a su analisis. Los tonos claros estuvieron asociados con

la cristalizacion que presento la miel.

550 - Huajuapan —=—30°C 550 - Putla —=—30°C
A) 7777777777777777777777 —A—40c 1 —A— 40°C
5.25 - 50°C 5.25 50°C
5.00 - 5.00
4.75 4.75
4.50 4.50
T 425 T 4254
4.00 4 4.00
B o B P S
G I = N—f—i—ﬂ 3.75
3.50 - 3.50
3.25 3.25
300 T T T T T T 300 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)
. o —— °
Huajuapan —a—30°C Putla 30°C
B) 140 4 40°c 1404 ggg
50°C
120 120
1001 100 1 + + + +
~ — f S — GEE S
m @ + 4
2 g0 2 g0
8 5 /
o []
O 604 O 60
/
40 40
/
20 20
#
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

Figura 11. Parametros de calidad no estipulados en NMX-F-036-NORMEX-2006, evaluados en miel
de Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. A: pH y B: Cambios de color total (AE).
La miel fue almacenada durante 5 semanas a 70 % HR y 30, 40 y 50°C. --- Limites maximo y
minimo. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

En la Figura 12 se muestra una escala propuesta en el presente trabajo de tesis,
para el cambio de color total con base a los valores registrados para las mieles
analizadas. El valor mas bajo lo present6 la MP al to. Por otro lado, valores de
AE>100 y de aproximadamente 100, fueron para tonos mas obscuros y ambar,

respectivamente.
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Figura 12. Escala de AE para la miel de Huajuapan de Leon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. AE:
Cambio de color total.

En la Tabla 3, se enlistan valores de AE reportados para mieles de diferentes
origenes. Como puede observarse, el intervalo es muy amplio y varia dependiendo

de la flora de la cual provienen los néctares y el polen para la produccién de la miel.

Tabla 3. Valores de AE para miel de diferentes origenes.

Origen de la miel AE Referencia

Eslovenia 33.34-85.44 Bertoncelj et al. (2011)
Espafa 54.79y 56.79 Kadar et al. (2011)
India 51.69y 58.29 Kamboj et al. (2013)
Emiratos Arabes 7.76-52.96 Habib et al. (2014b)

Los valores de AE observados en la MH y MP, pueden atribuirse a los cambios en
los compuestos con dobles enlaces conjugados como los polifenoles, flavonoides,
terpenos y carotenoides (Brudzynski y Kim, 2011b). Deng, Yang, Capanoglu, Caoy
Xiao (2018), refirieron que la glicosilacion de compuestos polifendlicos, las
reacciones de oscurecimiento enzimatico y la copigmentacion por puentes de
hidrégeno entre grupos fendlicos y flavonoides, provocan cambios en el color de la
miel. También pueden deberse a los productos de las reacciones de Maillard
(Brudzynski y Kim, 2011a).
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8.2.1.2 Parametros de frescura

8.2.1.2.1 indice de diastasa

En la Figura 13, se muestran los resultados del ID durante el almacenamiento por
5 semanas a 70 % HR, 30, 40 y 50°C. La Tabla A6 contiene los resultados del
analisis estadistico de los valores de este parametro (ANEXO 1V).
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Figura 13. indice de diastasa en miel de Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. UD:
Unidad de diastasa, en la escala de Gothe se define como los mililitros de solucién de almidén al
1.0% hidrolizados por gramo de miel por hora, a 40°C. --- Limite minimo del valor establecido en
la NMX-F-036-NORMEX-2006 y CODEX STAN 12-198. Todos los andlisis se realizaron por
triplicado.

Para ambos origenes se observo una relacion inversamente proporcional entre el
ID y la temperatura, registrandose el valor menor a los 50°C, encontrdndose cerca
en los limites de calidad para este parametro establecido en la NMX-F-036-
NORMEX-2006 y CODEX STAN 12-198. La MP mostré el mayor decremento en el

ID con respecto a la MH a la semana 1 a las tres temperaturas evaluadas.

Como ya se ha mencionado previamente, el ID puede variar con la edad de las
abejas, los periodos tanto de recoleccion del néctar como del estado fisiologico de
la colmena, el contenido de azucares, el origen del néctar asi como del polen (da
Silva, 2016); también se ve afectada por la temperatura y el tiempo de

almacenamiento. Se reportaron para mieles de Argentina valores de indice de
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diastasa de 8.0-27.0 UD (Rios et al., 2014), mientras que aquellas provenientes de
la India estuvieron entre 10.47 y 14.97 UD (Kamboj et al., 2013). da Silva et al.
(2016) reportaron los siguientes valores de ID para mieles de diferentes
procedencias: 10.55-12.40 UD (Brasil), 8.70-45.80 UD (Espafia) y 6.05-19.10 UD
(Africa). Lo anterior expone que las mieles en su mayoria cumplen con el limite
minimo establecido en norma (8.0 UD), al igual que las mieles analizadas en el

presente trabajo.

8.2.1.2.2 Hidroximetilfurfural
1) Método de NMX-F-036-1997
En la Figura 14, se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién del HMF

mediante el método de White referido en la NMX.
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Figura 14. Hidroximetilfurfural en miel de Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca.
Valores medios + desviacién estdndar. Duncan, p<0.05. --- Lineas de los limites maximos NMX-F-
036-NORMEX-2006.

La concentracion de HMF mostré un comportamiento similar en las muestras
analizadas; a 30°C las concentraciones de HMF en las mieles de ambos origenes
permanecieron dentro de los limites establecidos en la norma, un incremento de
10°C propici6 en la MH que a partir de la semana 3 se registraran valores superiores
a los 40 mg HMF/kgmiel (limite maximo para miel con menos de 6 meses de
almacenamiento), mientras que para la MP Gnicamente el valor de la quinta semana

excedid dicho limite. Por otro lado, la miel de ambos origenes a partir de la semana
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2 a 50°C excedieron el limite establecido para miel con mas de 6 meses de
almacenamiento (80 mg HMF/kgmiel), correspondiendo a la mayor concentracioén de
HMF. Estos resultados concuerdan con lo reportado para productos como: jugos de
frutas, mermeladas, puré de tomate, comida para bebés, cereales de desayuno,
leche, café, etc. (Shapla et al., 2018; Kowalski, Lukasiewicz, Duda-Chodak y Ziec,
2013). La concentracion HMF fue directamente proporcional al incremento de la
temperatura 'y al tiempo de almacenamiento, debido a que el HMF es un producto
de la reaccion de Maillard la cual es catalizada por altas temperaturas. Sin embargo,
se ha demostrado que otros factores como el perfil de azlcares, el contenido de
acidos orgénicos, el % humedad y la fuente floral pueden influir en el aumento de

la concentracion de HMF en la miel (Gianelli et al., 2010).

2) UHPLC-QToF

En la Figura 15 se muestran los cromatogramas correspondientes a diferentes
concentraciones del estandar del HMF: 0.128, 0.32, 0.8, 2.0, 5.0, 12.5, y 31.25
ug/mL, observandose un incremento en la sefial directamente proporcional a su
concentracion, con un tr de 2.13-2.14 min. Las concentraciones del HMF en las
muestras se calcularon empleando la ecuacién de ajuste polinomial: y=-6.96168x>
+ 427.631x + 46.0275, R>=0.990041 (ANEXO VI).

En el espectro de masas que se genero a partir del pico cromatografico analizado
(Figura 16), se observaron dos sefiales de mayor porcentaje de intensidad con una
m/z de 127.0414 y 109.0304, que corresponden a los aductos [M+H]* y [M+H-H20]",
de la molécula de HMF (CsHsO3) con masa molar 126.0273 g/mol. El ion 109 fue el
que mostré mayor estabilidad, este hecho ya fue reportado para dicho compuesto
empleando una fuente de ionizacién APCI (Teixido et al., 2008; Gokmen y Senyuva,
2006). Por lo tanto, se puede considerar la selectividad y estabilidad de éste i6n
porque no se ve afectado por el uso de diferentes fuentes de ionizacion. Con base
a lo anterior, en los picos cromatograficos correspondientes al HMF tanto en el
estandar como en la muestra de miel, se identifico la m/z=109 para su cuantificacion
(Figura 16). Es importante resaltar que es la primera vez que se reporta el analisis

del HMF durante el almacenamiento de la miel por UHPLC-QToF.
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Figura 15. Cromatogramas del estandar de hidroximetilfurfural (HMF), empleando un UPLC-QToF, columna Acquity UPLC HSS T3 C18 a 25°C,
ionizacién ESI (+), flujo de 0.3 mL/min, fase movil: A: agua:acido acético (99.9:0.1, v/v) y B: acetonitrilo:isopropanol (8:2, v/v). Se utiliz6 N2 como
gas acarreador y activado el gas de colision (Ar).
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Figura 16. Cromatograma para la identificacion de la m/z del hidroximetilfurfural (HMF) en miel de Huajuapan de Le6n, Oaxaca, almacenada a 50°C
y 70 % HR. En el inserto se muestra el espectro de masas donde se observa la m/z 109.0304 caracteristico del HMF. Se utiliz6 un UHPLC-QToF,
ionizacion ESI (+), flujo de 0.3 mL/min, fases méviles A: agua:acido acético (99.9:0.1, v/v) y B: acetonitrilo:isopropanol (8:2, v/v). Columna Acquity

UPLC HSS T3 C18, a 25°C. Se utilizé N2 como gas acarreador y activado el gas de colision (Ar).
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A partir del analisis realizado para la MH se observo que el porcentaje de intensidad
del i6n m/z 109 se incrementd proporcionalmente con respecto al tiempo de
almacenamiento y temperatura, sin embargo, este comportamiento no fue
registrado para la MP la cual no mostré una tendencia definida. Diversos autores
mencionan que el HMF es el principal producto de degradacion de la fructosa y
glucosa (da Silva et al., 2016; Fauzi y Farid, 20015; Khalil et al., 2010). Con base en
lo anterior, la diferencia observada puede deberse al origen de la miel estudiada,

respecto a la composicion y concentracion de dichos azucares (Habib et al., 2014b).

Los resultados de la cuantificacion de HMF en la miel de Huajuapan de Ledn por
éste método (Tabla 4) mostré un comportamiento similar con aquellos determinados
con el método de la NMX.

Tabla 4. Concentracion de hidroximetilfurfural (mg/kgmiel) para la miel de
Huajuapan de Leo6n cuantificada por UHPLC-QToF.

Semana 30 °C 40°C 50°C
0 2.67 +0.123F 2.67 +0.123¢ 2.67 +0.123F
1 4.40 £ 0.00¢E 6.40 £ 0.20°P 8.67 + 0.232
2 5.80 + 0.00¢P 8.00 £ 0.20°¢  17.71 +0.232P
3 6.79 + 0.20°B 9.53+0.12°2  28.06 + 0.643¢
4 6.19 + 0.00°¢C  13.06 £ 0.12°A  31.32 + 0.4238
5 8.92+0.16°4 13.05+0.12A 39.51 + 0.31*

Valores medios + desviacion estandar

a¢ Medias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de
Duncan).

AF Medias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05;
prueba de Duncan).

Todas las concentraciones se encontraron por debajo del limite maximo establecido
en la NMX (40 mg/kgmie) para mieles con menos de 6 meses de almacenamiento.
Zappala et al. (2005), no lograron cuantificar por HPLC al HMF en miel de eucalipto,
probablemente porque la afinidad de su columna es menor o debido a que este

método es menos sensible que la UHPLC-MS.

La comparacion de los dos métodos utilizados para la cuantificacion de HMF en el
presente trabajo, mostré que las concentraciones fueron diez veces menores por
UHPLC-QToF con respecto a los del el método espectrofotométrico. Lo anterior

puede atribuirse a los componentes fundamentales de cada equipo utilizado; en el
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caso del espectrometro de masas son la fuente de ionizacion, el analizador y el
detector; en el espectrofotometro UV-vis son: fuente de Iluz, colimador,
monocromador, selector de longitud de onda y detector fotoeléctrico. En conclusion,
el método UHPLC-MS representa una alternativa para cuantificar con mayor
selectividad y precisién (Gokmen y Senyuva, 2006) al HMF en miel como pardmetro
de calidad durante su almacenamiento, requieriendose menor cantidad de muestra

y tiempo de analisis.

8.2.2 Pruebas a condiciones ambiente

8.2.2.1 Parametros fisicoquimicos

En la Figura 17 se muestran los graficos comparativos de MH y MP almacenadas a
condiciones ambiente (22.12+1.75°C y 63.00+7.61 % HR), de la ciudad de
Huajuapan de Ledn, Oaxaca. El resultado del andlisis estadistico de los datos
obtenidos se presentan en la Tabla A11 del ANEXO V.

Las mieles presentaron un comportamiento similar en todos los parametros
fisicoquimicos evaluados a excepcion del AE, registrando valores menores para la
MH, lo cual puede estar relacionado con un mayor grado de cristalizacion por su
composicién, como ya fue mencionado. A la semana 32 de almacenamiento se
registraron valores de 19.6+10 y 20.00+0.06 para el % humedad para la MH y la
MP, respectivamente; cumpliendo lo establecido en NMX para dicho parametro.
Rios et al. (2014) reportaron para mieles argentinas una variacion de humedad de
15.4-19.8 %, mientras que para mieles de Eslovenia fue 13.5-18.5 % (Bertoncelj et
al., 2011). Dichos valores se encuentran por debajo de los resultados obtenidos en
el presente trabajo. Sin embargo, no es el caso para los valores de mieles de Grecia
(20.49 %), Brasil (20.50 %) e India (21.60 %) (da Silva et al., 2016). A partir de la
semana 4, la CE de la miel de ambos origenes mostro valores de 400 uS aprox.,
por debajo del limite maximo sefialado. Ademas, el pH se mantuvo dentro del

intervalo reportado para mieles.

Comparando los resultados de estos parametros fisicoquimcos con respecto a los
obtenidos a 30°C del almacenamiento en condiciones aceleradas de la miel, el color

fue el parametro que presenté mayor cambio; el AE fue 3.2 y 7.5 veces menor para
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MH y MP, respectivamente. Brudzynski y Kim (2011), observarén cambios
significativos de color (p<0.0025) después de dos afios de almacenamiento de
muestras de miel a temperatura ambiente y en ausencia de luz, dichos cambios los
relacionan con la presencia de melanoidinas como las causantes del oscurecimiento

no enziméatico durante el almacenamiento o calentamiento.
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Figura 17. Pardmetros fisicoquimicos de calidad indicados en la NMX. Se realizaron para la miel de
Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. A: % humedad (mg/100 mgmie), B:
Conductividad eléctrica (uS), C: pH, D: Cambio de color total (AE). La miel fue almacenada durante
32 semanas a condiciones ambiente (63.00+7.61 % HR y 22.12+1.75°C). Todos los andlisis se
realizaron por triplicado. --- Lineas de los limites maximo y minimo.
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8.2.2.2 Parametros fisicoquimicos de frescura

En la Figura 18, se muestran los graficos correspondientes a la evaluacion de la
concentracion del HMF e indice de diastasa para la miel de ambos origenes
almacenada a 22.12+1.75°C y 63.00£7.61 % HR.
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Figura 18. Parametros de frescura de miel de Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca.
A: Hidroximetilfurfural (mg HMF/kgmier). B: indice de diastasa (UD). La miel fue almacenada durante
32 semanas a condiciones ambiente (63.00+7.61% HR y 22.12+1.75°C). --- Limite minimo del valor
establecido en la NMX-F-036-1997. Todos los andlisis se realizaron por triplicado. UD: Unidad de
diastasa, en la escala de Gothe se define como los mililitros de solucion de almidén al 1.0%
hidrolizados por gramo de miel por hora, a 40°C.

Al final de la semana 32 de almacenamiento los dos parametros de frescura para la
miel de ambos origenes estuvieron dentro de los limites establecidos en norma. La
concentracion de HMF presenté una tendencia de aumento en las dos mieles, la
MH registré mayor concentracion con respecto a la MP. En cuanto al ID se observo
un comportamiento constante a partir de la semana 12, siendo la MP la que presento
mayor disminucion.

Khalil et al. (2010) reportaron para mieles de Malasia almacenadas por seis meses
concentraciones de HMF entre 2.80-24.87 mg/kgmiel. Sin embargo, Qamer et al.
(2013) observaron (con un método espectrofotométrico) un aumento de HMF de 0.6
veces (53.42 mg/kgmiel) durante los primeros 8 meses de su almacenamiento y de
10.6 veces (621.28 mg/kgmier) a los 16 meses. Para MH y MP hubo un aumento de

3.4 y 3.7 veces respectivamente, a las 32 semanas (8 meses), lo que indica una
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mayor velocidad de formacion del HMF en las mieles del presente estudio. Por
altimo, MH y MP tuvieron una concentracion de HMF de 41.14+0.50 y 26.21+0.49
mg HMF/kgmiel, respectivamente, a la semana 56 (14 meses), encontrandose dentro

del limite (80 mg HMF/kgmiel) para mieles de mas de 6 meses de almacenamiento.

8.2.3 Estimacion del tiempo de estabilidad

La estabilidad de la miel de ambos origenes se estimé con los resultados obtenidos
para la concentracion del HMF por el método espectrofotométrico, debido a que fue
el parametro critico a las condiciones aceleradas.

Tabla 5. Cinética de formacion de hidroximetilfurfural (HMF) en mieles de
Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca.

k (mg/kgesemana) Ecuacion lineal R?

Huajuapan

30°C 2.9 HMF= 0.0029x+0.0088 0.9534

40°C 13.1 HMF= 0.0131x+0.0097 0.9838

50°C 71.1 HMF= 0.0711x-0.02 0.9746
Putla

30°C 2.9 HMF=0.0029x+0.0051 0.9512

40°C 9.1 HMF=0.0091x+0.0047 0.9853

50°C 59.3 HMF=0.0593x-0.0179 0.9731

HMF: Hidroximetilfurfural. k: constante de velocidad de reaccién. Valores de k calculados
utilizando los valores obtenidos de 0-5 semanas a 30, 40 y 50 °C a 70 % HR. Las
ecuaciones y R? se calcularon mediante el programa OriginPro 2016.

El mejor ajuste en una ecuacion de orden cero se tuvo a 40°C siendo la R? de 0.9838
(MH) y 0.9853 (MP). Por otro lado, la k de reaccién para la formacion del HMF en la
miel de ambos origenes mostré6 un incremento con respecto a la temperatura,
presentandose el mayor valor a 50°C tanto para la MH (71.1 mg/kg-semana) como
para la MP (59.3 mg/kgesemana). Fueron mayores 24.5 (MH) y 20.4 (MP) veces,
respectivamente, en comparacion a los obtenidos a 30°C. Este incremento en k
también fue reportado por Fallico et al. (2009) quienes determinaron para una miel
multifloral de Italia almacenada a 50°C una k de 36.54 mg/kgesemana y de 0.438
mg/kgesemana para miel almacenada a temperatura ambiente. Dichos valores se

encuentran por debajo de lo reportado para la MH y MP a 50°C.
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La Eay Q10 para la miel de ambos origenes se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 6. Energia de activacion (Ea) y factor Q1o para
mieles de Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero,

Oaxaca.
Ea Q1o Q1o
(kcal/mol) 30-40°C  40-50°C
Huajuapan 31.11 452 5.43
Putla 29.29 3.14 6.52

Se observo que el valor menor de Ea fue parala MP, lo que implica que la produccion
del HMF es mayor en comparacion con la MH. Comparando con la miel multifloral
Italiana que present6 una Ea de 11.3 kcal/mol (Fallico et al., 2009) fue menor que
las reportadas en el presente trabajo, lo que indica que la reaccion del HMF se

efectda con mayor facilidad en dicha miel.

El Qio para la miel de ambos origenes incrementé con el aumento en las
temperaturas evaluadas. La MP present6 el valor mayor de Q1o lo que implica un
incremento de 6.52 veces la concentracién del HMF al incrementar de 40 a 50°C la

temperatura de almacenamiento.

El calculo del tiempo de estabilidad de las muestras de miel mostré que la MH es
2.02 veces mas estable con respecto a la MP (Tabla 7). Estos resultados se
encuentran por arriba de lo reportado por Fallico et al. (2009) quienes estimaron un
maximo de 17, 16.2 y 26 meses de estabilidad para miel de citricos, eucalipto y
multifloral, respectivamente.

Tabla 7. Evaluacion del tiempo de estabilidad para

mieles de Huajuapan de Ledn y Putla Villa de
Guerrero, Oaxaca.

Origen Anos
Huajuapan 6.4
Putla 12.9
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8.3 Estabilidad de la miel como alimento funcional

8.3.1 Pruebas aceleradas
Los resultados del contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante

durante el almacenamiento de las muestras de miel, se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Contenido de Polifenoles Totales y Actividad Antioxidante. Se realizar6n en miel de
Huajuapan de Léon y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. A: CPT (mg EAG/100 gmier). B: AA (%
inhibicién). La miel fue almacenada durante 5 semanas a 70 % HR y 30, 40 y 50°C. Todos los analisis
se realizaron por triplicado. CPT: Contenido de Polifenoles totales. AA: Actividad Antioxidante.

El CPT para los dos origenes se mantuvo por arriba de los 25 mg EAG/100 gmiel

hasta las 5 semanas de almacenamiento, registrandose en ambas muestras la

mayor variacion a los 50°C. Con base a esta observacion, se realizé un analisis de
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su perfil polifendlico mediante UHPLC-MS, cuyos resultados se presentan en el
apartado 8.4.

A la fecha no se han establecido limites para el CPT en miel y existen diferencias
entre los valores reportados. Por ejemplo, Flanjak, Kenjeric, Bubalo y Primorac
(2016) obtuvieron valores de 2.82 a 58.8 mg EAG/100 gmiel para miel de Croacia;
dentro de este intervalo se encuentra el CPT de mieles italianas 38.9 y 12.06 mg
EAG/100 gmiel reportados por Petretto, Cossu y Alamanni (2014) y por Perna et al.
(2012), respectivamente. EI CPT para mieles de China tiene valores entre 79.4 y
232.7 mg EAG/100gmiel (Tahir, Xiaobo, Zhihua y Yaodi, 2015). EI CPT en la MH fue
entre 28.14 y 50.77 mg EAG/100gmie;, ¥ para la MP fue de 27.61-60.52 mg
EAG/100gmiel; ambas muestras mantuvieron valores por encima de lo reportado

para mieles de lItalia al final de su almacenamiento.

Con respecto a la AA (Figura 19B), las mieles almacenadas a 30 y 40°C mostraron
una disminucién con respecto al tiempo de almacenamiento. A los 50°C se observé
un comportamiento irregular pero se registraron los valores mayores para AA a la
semana 5, siendo aproximadamente el doble con respecto al to. Perna et al. (2012)
reportaron valores de AA de 54.29-78.73 % inhibicion para mieles de Italia, mayores
a las obtenidas en el presente trabajo, debido tal vez a la composicién por su origen.
Se ha reportado que el porcentaje de inhibicion se puede afectar por la
inestabilizacién de los propios antioxidantes a temperaturas altas debida a la
reactividad de los iones metalicos, asi como de las velocidades de reaccion redox
(Kamal y Appelvist, 1996).

La actividad antioxidante puede verse incrementada por la formacion de
melanoidinas que son productos de la etapa final de la reaccién de Maillard
(Brudzynski y Miotto, 2011a), y tienen la propiedad de captar radicales libres asi
como de quelar metales, lo que les confiere un poder antioxidante (Wang et al.,
2011). Lo anterior puede ser una posible explicacion a los resultados obtenidos de
AA para la miel de ambos origenes a 50°C. Es importante resaltar que es la primera
vez que se reporta el CPT asi como la AA como parte de la evaluacién de la

estabilidad de la miel a diferentes temperaturas de almacenamiento.
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Por otra parte, los factores que mas influyen en la estabilidad de los polifenoles son:
pH, temperatura, presencia de iones metalicos y enzimas. Ademas, la variacion en
su concentracion de polifenoles y actividad biolégica durante el almacenamiento,
puede estar relacionada con los cambios de estabilidad de dichos compuestos
mediante diferentes mecanismos como la epimerizacibn y reacciones de

autooxidacion (Deng et al., 2018).

8.3.2 Pruebas a condiciones ambiente

En la Figura 20, se observan los gréficos correspondientes a la evaluacion de los
parametros de concentracion de polifenoles totales y actividad antioxidante para la
miel de ambos origenes almacenada a 22.12+1.75°C y 63.00£7.61 % HR.
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Figura 20. Contenido de Polifenoles Totales y Actividad Antioxidante de miel de Huajuapan de Léon
y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. A: Contenido de Polifenoles Totales (mg EAG/100 Qmiel). B:
Actividad Antioxidante (% inhibicion). CPT: Contenido de polifenoles totales. AA: Actividad
Antioxidante. La miel fue almacenada durante 32 semanas a 63.00+7.61 % HR y 22.12+1.75°C.
Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Ambas muestras de miel mostraron tendencias similares para los parametros
evaluados con respecto al tiempo. En la semana 4, el CPT fue mayor para MH con
respecto a la MP (41.87+£1.08 y 38.49+0.47 mg EAG/100 gmiel, respectivamente) y
menor hasta la semana 20. Durante todo el tiempo de almacenamiento el CPT de
la MH y la MP permanecio en el intervalo de 24.63+1.00 y 41.87+1.08 mg EAG/100
gmiel, coincidiendo con lo observado para las mieles almacenadas a 30 y 40°C.
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Bohn (2014) reporté que el consumo per capita de polifenoles en algunos paises
es: 0.4-1.2 g/dia (Finlandia), 1.0-1.1 g/dia (Estados Unidos) y 0.8-1.6 g/dia (Polonia).
Basando Unicamente la ingesta de polifenoles a la miel, se deberia consumir
aproximadamente 600 g/dia tomando en cuenta el contenido de polifenoles

calculado en el presente trabajo.

La AA present6 una disminucion de 11y 7 veces aproximadamente para MH y MP
respectivamente, durante las 32 semanas de almacenamiento con respecto al
tiempo cero, llegando a un % de inhibicion de 1.07+0.50 (MH) y 1.46+0.31 (MP).
Este comportamiento también se observo para las mieles almacenadas a 30 y 40°C.

Sari¢ et al. (2012), observaron una disminucion tanto en el CPT como en la AA de
miel almacenada a condiciones ambiente (no especificadas) por 6 y 12 meses. La
disminucién en el CPT fue de 8.8 veces a los 12 meses (22.89 + 4.50 mg
EAG/kgmier), menor a lo reportado en el presente trabajo; la AA también disminuyo

1.4 veces a los 12 meses.

8.4 Perfil polifenélico durante el almacenamiento a 50°C

En la Figura 21, se presenta el comparativo de los cromatogramas de los extractos
metandlico de la miel de Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero, almacenadas
a 50°C de las condiciones aceleradas.

Se observaron picos cromatograficos a diferentes tr (1.21, 7.85, 9.19, 9.97, 27.90 y
29.44 min), encontrandose similitud para la mayoria de las sefiales entre las dos
mieles analizadas pero de diferente intensidad, lo que puede sugerir que tienen una

composicién similar pero difieren en cuanto a su concentracion.

A partir del perfil de abundancia estandarizada (Figura 22) se determind la presencia
o ausencia de compuestos polifendlicos en las mieles de Huajuapan y Putla, en
cada una de las cinco semanas de almacenamiento evaluadas a 50°C y 70 % HR.
Por ejemplo, en la MP la apigenina-7-ramnosido-4’rutindsido unicamente se
identifico al tiempo cero (Figura 22). En el ANEXO VIl se enlistan los compuestos
identificados en la MP y MH almacenadas a 50°C y 70 % HR durante cinco

semanas.
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Figura 21. Cromatogramas de los extractos metandlicos de miel de A) Huajuapan de Ledn y B) Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. Adquiridos por
UHPLC-QToF, ionizacién ESI (-), flujo de 0.2 mL/min, fase movil A: agua:acido acético (99.9:0.1, v/v) y B: acetonitrilo (100 %)
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Figura 22. Perfil de abundancia estandarizada de la apigenina-7-ramnésido-4’rutinésido.
Identificado en el extacto metandlico de miel de Putla Villa de Guerrero, Oaxaca,
almacenada a 50°C y 70 % HR. Obtenido mediante el software Progenesis QIR.

En el presente trabajo, se identificaron 72 polifenoles: 20 en ambas muestras, 22 y
30 unicamente en MH y MP, respectivamente; los cuales no han sido reportados
para miel. La mayoria de estos compuestos se encuentran en forma de glicosidos,
lo que concuerda con lo reportado por Truchado et al. (2015) quienes emplearon
HPLC/DAD/ESI-MS e identificaron 19 glicésidos de quercetina, kaempferol e
isorhamnetina, sin embargo Unicamente realizaron la identificacibn como
caracterizacion de la miel analizada y no se efectu6 un monitoreo durante el
almacenamiento como en el presente trabajo. El analisis de este tipo de compuestos
por HPLC se ha visto limitado por el requerimiento de estandares de referencia por

lo que posiblemente no se habia reportado la presencia de polifendéles glicosilados
(Moniruzzaman, Sulaiman, Khalil y Gan, 2016; Zhao et al., 2016; Wabaidur et al.,

2015; Badjah Hadj Ahmed, Obbed, Wabaidur, Al Othman y Al-Shaalan, 2014;
Petretto et al., 2014).

Por otro lado, los resultados del andlisis de los extractos de miel por UHPLC-QToF
mostraron que hubo variacién en el contenido de compuestos polifenélicos en MH
y MP con respecto al tiempo de almacenamiento (Figura 23). Para la MH fueron
identificados 24 compuestos al to, y 14, 19, 16, 16 y 14 en las semanas 1-5,
respectivamente. En la MP se identificaron 30, 31, 20, 14, 22 y 21 compuestos
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polifendlicos en las semanas 0-5, respectivamente. En ninglin caso se observé una

tendencia (Figura 23).
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Figura 23. Niumero de compuestos polifendlicos identificados en miel de Huajuapan de Ledn y Putla
Villa de Guerrero, Oaxaca. La miel fue almacenada durante 5 semanas a 50°C y 70 % HR. Cada
muestra fue analizada por triplicado, por UHPLC-QToF, ionizacién ESI(-), flujo de 0.2 mL/min, fases
moviles A: agua:acido acético (99.9:0.1, v/v) y B: acetonitrilo (100%). Se utiliz6 la base de datos
METLIN Metabolomic para la identificacion de los compuestos polifenélicos.

El nimero de polifenoles identificados fue mayor en MP con respeco a la MH, lo
cual concuerda de manera general con lo registrado para ambas muestras durante
su almacenamiento en el CPT (Figura 19A). Sin embargo, en la semana 4 los
extractos de miel de ambos origenes a pesar de que presentaron la maxima
concentracion de polifenoles totales no tuvieron el mayor nimero de polifenoles
identificados, lo cual pudo deberse probablemente a la abundancia de los
compuestos presentes. Por ejemplo, en la MH se identifico la pelargonidina 3-[6-(3-
glucosilcafeil)glucésido] de la semanas 2-5; dicho compuesto presentd un
porcentaje de abundancia mayor en la semana 4 (14.97 %) con respecto a las
semanas 3 (13.08 %) y 5 (12.60 %). En la MP la epidistenina registré un porcentaje
de intensidad de 3.38, 4.15y 3.84, en las semanas 3, 4 y 5, respectivamente.
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Respecto a la AA (Figura 19B), se observaron los % de inhibicibn mayores en las
semanas 2y 5 enla MH Yy 3 para la MP, lo que puede estar relacionado con el tipo
de compuestos polifendlicos presentes, su abundancia o el efecto sinérgico entre
ellos. Rice-Evans, Miller y Paganga (1997) hicieron un analisis comparativo entre
las actividades antioxidantes de los compuestos puros de quercetina, catequina,
apigenina, naringenina y kaempferol observando actividades antioxidantes de 4.7,
2.4, 15, 1.5y 1.3 (mM equivalente de Trolox), respectivamente, sugiriendo que
existen diferencias entre las actividades dependiendo del tipo de compuesto

polifendlico presente.

La variacion en el CPT y la AA de las mieles puede deberse a la fuente floral
principalmente, debido a que los polifenoles son metabolitos secundarios
producidos por las plantas como mecanismo de defensa, y les pueden conferir el
color, aromas y/o sabor a las mismas. Dichos compuestos son caracteristicos de la
especie vegetal y pueden variar por los factores climaticos, entre otros. (Al-Mamary,
Al-Meeri y Al-Habori, 2002; Aljadi y Kamaruddin, 2002).

8.5 Evaluacion de la significancia estadistica de los factores: lugar de
origen, temperatura y tiempo

Se realiz6 una comparacion de significancia para los parametros evaluados en
condiciones aceleradas, analizando los factores de: lugar de origen, tiempo vy

temperatura, asi como sus interacciones (Tabla 8).

La mayoria de los factores y sus interacciones mostraron diferencia
estadisticamente significativa para cada uno de los parametros de la miel a un nivel
de significancia de p<0.001, salvo el % humedad (factor O) y el CPT (interaccién O

x t X T) los cuales tuvieron un nivel de significancia de p<0.01.
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Tabla 8. Significancia de los factores evaluados y sus interacciones, de las mieles
de Huajuapan de Leo6n y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca.

Interaccion
Parametro @] t T Oxt OxT Txt OxtxT
% H u m edad ** *k% *k% **k% **k% *k% *k%k
Conductividad Eléctrica ~ *** xx % ok ok ok ok
HIdfOXImetI|fU rfu ral *k% *k% *k% **k% **k% *k% *k%k
indlce de dIaStasa *k%k *k%k *k% *k% *k%k *k%k *k%k
p H *kk *k% *k% *k% *k% *k%k *kk
CO I or *kk *kk *k% *k% *k% *k% *k%k
AA N S *k% *k% *k% N S *k%k *kk
C PT *kk *kk *k% N S *k% *k% *%

O: lugar de origen. t: tiempo. T: temperatura. O X t: origen x tiempo. O x T: origen x temperatura. T
X t: temperatura x tiempo. O x t x T= origen x tiempo x temperatura. AA: Actividad Antioxidante. CPT:
Contenido de polifenoles totales.

NS: No significativo; *= p<0.05; **= p<0.01; ***= p<0.001

Por otro lado, no hubo diferencia significativa (p>0.05) para la AA por el factor origen
y la interaccién O x T, asi tambien en el CPT por la interaccion O x t. Lo anterior
concuerda con el comportamiento observado en el CPT con respecto al tiempo de
almacenamiento y el origen, porque ambas mieles presentaron la misma tendencia
a las temperaturas evaluadas (Figura 19A). Por otra parte, la AA (Figura 19B)
exhibid el mismo efecto por temperatura en la miel de ambos origenes, presentando
tendencias de disminucion con respecto al tiempo en el % de inhibicion a 30 y 40°C;
y un aumento con variacién a 50°C. Con base al andlisis anterior y los niveles de
significancia observados en la mayoria de los parametros, se considero conveniente
determinar las correlaciones de Pearson entre los parametros evaluados con

respecto a cada una de las temperaturas.
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8.6 Correlaciones de Pearson entre parametros a las tres temperaturas
evaluadas

Se obtuvo el coeficiente de correlacion multiple de Pearson para los parametros
evaluados a condiciones aceleradas (30, 40 y 50°C y 70 % HR), durante cinco
semanas para la MH y MP (Tablas A14-A19 en el ANEXO VIII). Y Unicamente se

analizaron las correlaciones muy alta (r>0.8).

Se observo que a las tres temperaturas la MP siempre tuvo el mayor nimero de
correlaciones de Pearson muy altas, con respecto a la MH; las correlaciones
comunes entre ambas mieles fueron: AA-ID y CE-AE (30°C) e ID-HMF (40 y 50°C).
La correlacion CE-AE fue inversamente proporcional para la MH y tuvo el
comportamiento contrario para la MP, en la cual se observo un incremento en la
correlacion por efecto de la temperatura, lo que concuerda con los colores mas
oscuros en la miel a 50°C (Figura 11B), y coincide con lo reportado por Habib et al.
(2014a) quienes observaron que las mieles mas oscuras presentan altos niveles de

minerales y por consiguiente mayor CE.

Para la MP a 30°C también se registraron correlaciones directamente
proporcionales muy altas entre el HMF con la CE y pH, para la segunda se ha
reportado que la reaccion de produccién del HMF es promovida a pHs acidos
(Mahfuza et al., 2018; Khalil et al., 2010), correlacién que igualmente se presento6 a
40°C y en MH a 50°C. Por su parte la MH presentd una correlacion entre el %
humedad-AE (-0.8207) a 30°C, lo que concuerda con lo reportado por Escuredo et
al. (2014) quienes observaron que el cambio en el % de humedad es un resultado
de la cristalizacion de la miel, la cual tiene como efecto una disminucion en el color
por la presencia de los cristales (Figura 11B). La correlacciéon ID-AA se presentd en
ambas muestras de miel y fue disminuyendo con respecto al aumento en la
temperatura (Figura 13 y 19B), dicha correlacion no ha sido reportada hasta el

momento.

Respecto a los parametros de frescura (ID-HMF), los valores registrados con
respecto a la temperatura fueron: -0.4256 y -0.9357 (30°C), -0.9324 y -0.8304 (40°C)
asi como -0.9415y -0.8260 (50°C) para la MH y la MP, respectivamente. Se observo
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que existe una correlacion inversamente proporcional entre ID-HMF (Figuras 13 y
14), ya que conforme pierde su frescura se incrementa la concentracion de HMF y
disminuye la actividad de la diastasa. Sin embargo, para la MH fue mas evidente el
aumento en el valor de la correlacion y por lo tanto el efecto de la temperatura en el
incremento del HMF y disminucién del ID; lo que pudo verse reflejado en la menor
estabilidad de dicha miel durante su almacenamiento (Tabla 7), siendo el

hidroximetilfurfural el parametro critico de calidad.
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9. CONCLUSIONES

Los estudios realizados en el presente trabajo de tesis generaron las siguientes

conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

Se observé diferencia significativa entre los parametros fisicoquimicos y
como alimento funcional, evaluados en la caracterizacion al tiempo cero de
las mieles de Huajuapan de Leon y Putla Villa de Guerrero, a excepcion del

contenido de polifenoles totales.

El efecto por el tiempo y temperatura de almacenamiento fue mas evidente
el los pardmetros de: color, indice de diastasa y concentracion de

hidroximetilfurfural para la miel de ambos origenes.

Los valores de concentracion del HMF por UHPLC-QToF para la miel de
Huajuapan de Ledn mostraron la misma tendencia con respecto al método
espectrofotométrico, pero de un orden de magnitud menor debido tal vez a
gue la espectrometria de masas permitid cuantificar con mayor precision al

HMF por ser una tecnologia més selectiva.

En todas las condiciones de almacenamiento ensayadas, el CPT se mantuvo
en un intervalo de 24.63-60.52 mg EAG/100gmie; dichos valores se

encuentran en los intervalos reportados para miel.

La actividad antioxidante no mostré una correlacion con el CPT, y se observo
una disminucibn menor al 4 % de inhibicion al tiempo final de su
almacenamiento a 30, 40°C y temperatura ambiente. Sin embargo, a los
50°C se registré un incremento con respecto al tiempo de almacenamiento,
debido posiblemente a la sintesis de melanoidinas asociada a reacciones de

Maillard que se llevan a acabo a altas temperaturas.
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6)

7)

8)

9)

En ambas mieles objeto de estudio, se identificé al HMF como el parametro
critico de calidad debido a que rebaso el limite maximo establecido en las

normas nacional e internacional.

El tiempo de estabilidad estimado para la miel producida en Putla Villa de
Guerrero (12.9 afios) fue mayor con respecto a la de Huajuapan de Leo6n (6.4

afnos).

Se identificaron 72 compuestos polifendlicos que no se han reportado con
anterioridad: 20 en ambas muestras; 22 y 30 Unicamente en la miel de
Huajuapan de Leon y Putla Villa de Guerrero, respectivamente. En su
mayoria fueron compuestos glicosilados, identificacién que fue posible con la

implementacion de un detector MS.

La mayoria de los factores y sus interacciones mostraron diferencia
estadisticamente significativa para cada uno de los paradmetros de la miel a
un nivel de significancia de p<0.001, salvo el % humedad (factor lugar de
origen) y el CPT (interaccion lugar de origen x tiempo x temperatura) los

cuales tuvieron un nivel de significancia de p<0.01.

10) El andlisis de la correlacion multiple de Pearson de los parametros

evaluados, permitié evidenciar que para la miel de Huajuapan de Ledn existié
un aumento en la correlacion entre los parametros de frescura (HMF-ID) con

respecto a la temperatura; lo que se reflejé en su mayor inestabilidad.
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10. PERSPECTIVAS

1)

2)

3)

4)

5)

En el presente trabajo no se analizaron todos los parametros establecidos en
las normas referidas por lo que se recomienda en futuras determinaciones
considerar: cenizas, acidez, sélidos insolubles en agua, contenido de

azucares reductores, sacarosa, glucosa y glucosa més fructosa.

Con base a los resultados obtenidos se considera conveniente realizar el
monitoreo bajo las condiciones aceleradas empleadas en este trabajo
durante ocho semanas en la miel de ambos origenes, para los parametros
de frescura (HMF e ID). Lo anterior con el objetivo de mejorar el ajuste del

modelo matematico para el calculo del tiempo de estabilidad.

Debido al cambio de color observado asociado a la cristalizacion de la miel,
se considera conveniente realizar la determinacion de la correlacion que
existe entre el contenido de glucosa y actividad de agua; con base a lo

reportado por Manikis y Thrasivouluo (2001).

La tendencia de la concentracion de HMF empleando UHPLC-QToF en la
miel de Huajuapan de Leon, concordé con la observada empleando el
método espectrofotométrico, lo que no sucedié con la miel de Putla Villa de
Guerrero. Por lo cual, se proponen modificaciones en el método de
preparacion de dicha muestra, pudiendo ser, el incremento en el volumen

utilizado de las soluciones de Carrez.

En el presente trabajo se realizé unicamente el analisis del perfil polifendlico
de la miel de ambos origenes almacenadas a 50°C, observandose
variaciones durante el monitoreo. Se recomienda realizar dicho analisis para
las mieles almacenadas a 30 y 40°C; ademas de realizar un experimento

MS/MS para corroborar la presencia de los compuestos identificados.
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6) Esrecomendable analizar el contenido de melanoidinas debido a que a 50°C
se observo un incremento en la actividad antioxidante, sin embargo, el CPT

no presentoé la misma tendencia en las mieles estudiadas.
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ANEXO |

Tabla A1. Compuestos polifendlicos reportados en diferentes muestras de miel empleando HPLC-acoplado a diferentes
detectores y UPLC-acoplado a masas.

Numero Referencias
No. Compuesto
reportes

1 Acacetina 3 T, AN, AJ

2 Acetato de pinobanksina 1 H

3 Acido abscisico 4 H, AG, AM, AQ

4 Acido trans-trans-abscisico 6 T,0,U, W, AB, AH

5 Acido cis-trans-abscisico 8 E,MQ, T,U, W, AB, AH

6 Acido acetilsalicilico 1 AM

7 Acido p-anisico 1 AM

8 Acido benzoico 11 A K L, O,S,U,V,AB, AC, AM, AP

9 Acido p-benzéico 1 AQ

- . A E I, MK, T Vv X, Y, Z, AB, AC, AK

10 Acido caféico 21 Aijl A(E A’M,’AI: Ai]S’ U XY 2  AC, '
11 Acido caféico isoprenil éster 1 H

12 Acido 3-O-cafeoilquinico 1 T

13 Acido cinamico 6 G, T,KLN,AQ

14 Acido tr-cinamico 6 A, B, 1, S, AC, AM, AP

15 Acido clorogénico 15 A,B,D,G,E S KLT,LV,Y,X Al AM

16 Acido coniférico 2 A'S

17 Acido m-cumérico 1 AP

18 Acido o-cumarico 1 AP

19 Acido p-cumérico 22 ,ELGAII\/IKAINA'\FCI ,ZQO U, V,W, X, Y, Z AA, AC, AK,
20 Acido dicafeoilquinico 1 T
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

33

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Acido 3,4-dihidroxibenzoico
Acido 3,4-dihidroxifenilacético
Acido 4-hidroxifenilacético
Acido 4-hidroxifenilpropionico
Acido elagico

Acido fenilacético

Acido fenilactico

Acido B-fenilactico

Acido 1-B-fenilactico

Acido Di-p-hidroxi-fenilactico
Acido ferulico

Acido trans-ferulico

Acido gélico

Acido hidroxinamico

Acido 3-hidroxibenzdico
Acido 4-hidroxibenzoico
Acido p-hidroxibenzoico
Acido p-hidroxicinamico
Acido p-hidroxifenilacético
Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico
Acido homogentisico

Acido Isoferulico

Acido kojico

Acido maléico

Acido mandélico

Acido 2-metoxibenzéico
Acido 4-metoxibenzdico
Acido 4-metoxicindmico

P PP WANRE WERPR

[EEN
N

N
iy

P RPNRPNNRPRPRPRPRPNMNNNORR

W

AM

I, K, AM

AM

G, AM

AB, AG, AM, AP

R, AB, AE

AM

AP

AP

B,D,E, G, I 1,N,MK,U,V,Y,XZ AK, AP, Al
AO

AE G, 1,K N, 0Q,ST,V,W,XY,AB, AC,
AG, Al, AL, AM, AP
AM

AP

K, L, O, AB, AM, AP
E,G,H,U,Q,Y,Al
B, |

U, Al

N

AM

U

0, AB

I,K

AM

AB, AG

AG

AM
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49
50
51
52
53
54
55
56
57

58

59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

Acido 4-metoxifenilactico
Acido trimetoxibenzoico
Acido protocatecuico
Acido gentisico

Acido rosmarinico

Acido salicilico

Acido shiquimico

Acido sinapico

Acido tr-sinapico

Acido siringico

Acido vanilico

Alpinetina

Apigenina
Apigenina+isoramentina
Baicaleina

Butirato de pinobanksina
Carvacrol

Catequina

Crisina

Dihidroxiflavona
Epicatequina
Epigalocatequina
Eriodictiol

Ester feniletilico del acido caféico
Fisetina

Floroglucinol

Galangina

Galato de epigalocatequina

P WEFE NMNNMNMNNPFP W

H, AB, AG

AG

E, G, T,U, Y, AM, AP

E, AM

E, G

AM, AP

AM

G, I, Al

AM

B,G,I,K L M N,U,ZY,AC, AB, AG, Al, AM,
AP, AQ

G, K, L, M, O, W, Z, AC, AM, AP, Al, AQ

T

A, B,D,S T,K ML, U, AC, Al, AJ, AL, AM
AN

C

H

I

A B E NSV, X AC
C,E K, L, M, U, T, AF, AJ, AM, AN, AQ
T

E,N,V, X

E

T

T, Ad

C

Z, AM

B,E I,K L M,T, U, AD, AJ, AL, AN, AQ
E

91



77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

94

95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

Galato de galocatequina

Galocatequina

Genisteina

Hesperetina

Isoramnetina
Isoramnetina-3-O-hexosil(1-6)hexdsido
Isoramnetina-3-O-rutinosido-7-O-glucésido
Isoramnetina-3(2,6-diramnosa) hexosa
Isoramnetina-3(2 hexosa) hexosa
Isoramnetina-3(2 ramnosa) hexosa
Isoramnetina-3(X hexosa) hexosa
Isoramnetina-3 (2 hexosa,6 ramnosa) hexosa
Isoramnetina-3(2 hexosa,3 ramnosa) hexosa
Isoramnetina-3-O-hexosi(1-2)hexdsido
Isoramnetina-3-O-neohesperiddsido
Isosakuranetina

Kaempferido

Kaempferol

Kaempferol-3(2 hexosa) hexosa
Kaempferol-3(2 hexosa,3 ramnosa) hexosa
Kaempferol-3 (2 hexosa,6 ramnosa) hexosa
Kaempferol-3-4-di-O-hexosido
Kaempferol-3(2 ramnosa) hexosa
Kaempferol-3(2 pentosa)hexosa
Kaempferol-3(X pentosa)hexosa
Kaempferol-3-O-hexosi(1-2)hexdsido
Kaempferol-3-O-neohesperidésido
Kaempferol-3-O-rutindsido

BN R

) =
N PRrPPRPRPPRPRPPRPPRPRERPERPRLOL

NP RPRRPRRPRRRRRR

E

E V

AL

A,CE, M,S, V, AK, AC,AD, AF, AN
T, U W, Z AD

AB CEILKLMST,Z AA, AC, AD, AL, Al
AJ, AN, AM, AQ
J

J

J

AN

J

J

J

AN

AN

H, AN
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105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

130

131
132

Kaempferol-7-O-ramnésido

Kaempferol-3-O-rutindsido-7-O-ramndésido

Luteolina
Metilbenzaldehido
4-metilpirocatecol
Metilquercetina
Metilsiringico Metil
Metoxi-crisina

8- metoxikaempferol -3-O- hexosi (1-2) hexdsido
8- metoxikaempferol-3-O-neohesperidédsido

8-metoxikaempferol

Miricetina

Naringenina

Naringina

Pinobanksina

Pinocembrina
Pinobanksina-3-O-acetato
Pinobanksina-3-O-butirato
Pinobanksina-3-O-hexanoato
Pinobanksina-5-metiléter
Pinobanksina-5-metiléter-3-O-acetato
Pinobanksina-3-O-pentenoato
Pinobanksina-3-O-propionato
Pinostrobina

Prenil cafeato

Quercetina

Quercetina-trihexosa
Quercetina-3-O-hexosi(1-2)hexdésido

[EY
o F P

P PR R OR R PR

= =
R o 9@ ©

P NP RPRPNR R PR

N
N

o

AN
AN

K, I,L,M, T, AC, AB, AD, Al, AN

@)
AM
AN

F, H, O, Q, R, AB, AG, AO

T
AN
AN
Z

A,C,D,K LS, T,M,V,Al AL, AM, AN
A C K, L S, W,AC, AD, Al

A 'S K, L, AC, Al

B,E,H, I, M, T, U, AJ, AN, AQ
B,E,H I, M, T,U, X, AJ, AN, AQ

T

—m--4 44T -

<_.)Z>_Uj
o
o

>
2

—

—

>
<

> M

r —

K,
A

L,MT,U V, W, X, Z AD, AF, Al,

» AQ
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133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Quercetina hexosil rutinésido
Quercetina bis-metilada

Quercetina ramnosil-hexosil-ramndsido
Quercetina-O-ramnosido
Quercetina-3(2 ramnosa) hexosa
Quercetina-3 (2,6-diramnosa) hexosa
Quercetina-3-O-rutindsido-7-O-ramnosido
Quercetina-3(2 hexosa) hexosa
Quercetina-3(6 ramnosa) hexosa
Quercetina-3(2 pentosa) hexosa
Quercetina -3-O-rutindsido

Ramnetina

Resveratrol

Rutina

Sakuranetina

Tectocrisina

Timol

Tricetina

P RPNRPNRPPRPRORRPRRPRRPRPRRRRR

B,D,I,N,V,Y,Al
T

T, AN

I

AN

[A] Moniruzzaman et al., 2016; [B] Zhao et al., 2016; [C] Campillo et al., 2015; [D] Das et al., 2015; [E] GaSi¢ et al., 2015; [F] Jerkovi¢ et
al., 2015; [G] Kus et al., 2015; [H] Mannina et al., 2015; [I] Petretto et al., 2015; [J] Truchado et al., 2015; [K] Wabaidur et al., 2015; [L]
Badjah Hadj et al., 2014; [M] Campone et al., 2014; [N] Habib et al., 2014; [O] Jerkovic¢ et al., 2014; [P] Jerkovi¢ et al., 2014; [Q] Kus$ et
al., 2014; [R] Kus et al., 2014; [S] Moniruzzaman et al., 2014; [T] Keckes et al., 2013; [U] Pasini et al., 2013; [V] Perna et al., 2013; [W]
Sarmento et al., 2013; [X] Silici et al., 2014; [Y] Zhang et al., 2013; [Z] Alvarez-Suarez et al., 2012; [AA] Kumazawa et al., 2012; [AB]
Oelschlaegel et al., 2012; [AC] Khalil et al., 2011; [AD] Petrus et al., 2011; [AE] Tuberoso et al., 2011; [AF] Reza et al., 2010; [AG]
Stephens et al., 2010; [AH] Tuberoso et al., 2010; [Al] Biesaga et al., 2009; [AJ] Jaganathan et al., 2009; [AK] Liang et al., 2009; [AL]
Pichichero et al., 2009; [AM] Trautvetter et al., 2009; [AN] Truchado et al., 2009; [AO] Tuberoso et al., 2009; [AP] Dimitrova et al., 2007,
[AQ] Wang et al., 2004.
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Tiempo — . .
| o o o o o
(semanas) | ‘ 3 ‘ 3 —" 3 4‘ 3 —»‘ 3

ANEXO Il

Factores Niveles
A. Origen a1 Huajuapan de Ledn
a2 Putla Villa de Guerrero
B. Temperatura (°C)  b130
b2 40
b3 50
C.Tiempo (semanas) c1 Primera
c2 Segunda
c3 Tercera
c4 Cuarta
cs Quinta

l l

Origen “ [ Huajuapan de Ledén ] [ Putla Villa de Guerrero ]

i Tem(r:ga)tura ‘ @ @ @ @ @ | @

Figura Al. Disefio experimental para las condiciones de vida acelerada.
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ANEXO Il continuacién

Factores Niveles
A. Origen a1 Huajuapan de Ledn
a2 Putla Villa de Guerrero
B. Tiempo (semanas) b1 Cuatro
b2 Ocho
bs Doce
bs Dieciséis
bs Veinte
bs Veinticuatro
b7 Veintiocho
bs Treinta y dos

! l
- [ Huajuapan de Leén Putla Villade Guerrero ]

22.12+1.75°C

63.00£7.61% HR
Y ) y
@ @
4‘ 12° —" 12°
@ @
@~ @
- @
@ @~
@ @~

Figura A2. Disefio experimental para almacenamiento a condiciones ambiente.

Tiempo '
semanas




ANEXO Il

Tabla A2. Estimacion del tiempo de estabilidad para la miel de Hujauapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero a diferentes

condiciones (ambiente y prueba acelerada).

Municipio
Huajuapan de Ledén Putla Villa de Guerrero
Temperatura ( °C) Temperatura ( °C)
Parametros Tiempo 22,12 + 22,12 +
(semanas) 1.75 30 40 >0 1.75 30 40 >0
0 v v v v v v v v
. 1 v v v v v v
e Porcentaje de humedad 5 v v v v v v
*PH 3 v v v v v v
*Color o 4 v v v v v v v v
oIConduct|V|dad eléctrica 5 v v v v v v
e|ndice de diastasa 3 v v
e Concentraciéon de HMF 12 v v
e Contenido de 16 v v
Polifenoles Actividad 20 v v
antioxidante 24 v v
28 v v
32 v v
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ANEXO IV

Tabla A3. Porcentaje de humedad (g/100gmiel) para la miel de Huajuapan de Le6n y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 70

% HR.
Huajuapan Putla
Semana T30°C T 40°C T50°C T30°C T 40°C T50°C
0 18.93 £ 0.06°° 18.93 + 0.06°C 18.93 + 0.06°8 19.17 + 0.063¢ 19.17 + 0.0638 19.17 + 0.062P
1 20.07 £ 0.0628  19.37 + 0.15bB 18.70 £ 0.1098 19.20 + 0.00¢°C 19.20 £ 0.00B  19.27 + 0.06bcC
2 20.10 £ 0.00®  19.37 £ 0.06°®8  19.53 + 0.060cA 19.20 + 0.00¢°C 20.67 £0.752A  19.57 £ 0.06bcA
3 20.80 £ 0.00 19.40 + 0.00°B  19.13 + 0.15¢AB 19.30 + 0.00¢dB 19.20 + 0.00%B  19.47 + 0.068
4 20.10 £ 0.0028  19.60 + 0.17bA 18.17 £ 0.12d4C 19.50 + 0.0QbcA 19.40 £ 0.00°B 18.03 + 0.069F
5 19.87 £ 0.232C  19.30 + 0.002*B  19.10 + 0.6930AB 19.20 £ 0.002°C 19.63 £ 0.642°8  18.90 + 0.00°E

T: temperatura. n=3. Desviacion estandar +.
a-eMedias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
AEMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).

Tabla A4. Conductividad eléctrica (uS) de miel de Huajuapan de Ledén y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30°C T 40°C T 50°C T30 °C T 40°C T 50°C
0 340.00 £ 0.002®  340.00 £ 0.002®  340.00 £ 0.003& 193.00 + 0.00°F  193.00 £ 0.00°F 193.00 + 0.00°E
1 362.33 £ 4.629%  366.00 £ 0.00°%®  367.00 + 0.00°B 468.67+ 2.312A  466.00 + 1.008A 451.33 + 2.08%A
2 362.33+1.15%  366.67 + 1.53°8  365.00 + 1.00¢cdC 435.67+ 4.0438  433.00 + 1.7328  426.00 + 1.73b8
3 358.33 £ 0.58®  379.33 +0.58%  367.00 + 0.00°A 420.67+ 1.15°C  394.00 + 3.46°F 422.33 + 0.582C
4 354.33 £+ 0.58%¢ 361.67 + 0.589C  366.33 + 0.58¢B 412.33£ 0.582° 408.33 £ 0.58°C 412.33 £+ 0.582P
5 362.33 +1.159% 361.67 + 0.589C  362.33 + 0.58° 398.67+ 0.58°€  402.00 + 1.73P° 413.67 + 0.582P

T: temperatura. n=3. Desviacidn estandar =.
afMedias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
AFMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
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Tabla A5. Concentracion de hidroximetilfurfural (mg/kgmiel) para la miel de Huajuapan de Leén y Putla Villa de Guerrero,
Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30°C T 40°C T50°C T30°C T 40°C T 50°C
0 7.87 £0.192° 7.87 +0.193F 7.87 +0.193F 4.36 + 0.448 4.36 + 0.445F 4.36 + 0.44b5F
1 12.08 £ 0.70°®  23.63 + 1.66°F  38.81 + 0.523F 13.72 £ 0.08¢A 16.73 + 0.839 34.59 + 0.80°E
2 15,95+ 0.71%BC  37.50 £ 0.77°0C  92.27 + 3.312P 14.24 + 0.98¢A 21.34 + 1.009P 79.00 * 2.600P
3 18.08 + 0.33%8  47.22 +1.27¢C 184.16 + 12.673¢ 15.83 + 5.78A 30.87 + 0.59d4¢ 157.29 + 6.37°C
4 19.49 +7.18%8  67.01 £ 0.55°8 283.93 + 15.7328 16.30 + 2.19¢A 39.19 + 1.99d8 205.91 + 4.608
5 34.91+0.73%A 71.31+0.62°4 340.39 + 8.8124 18.50 + 0.10" 52.58 + 1.06% 300.94 + 3.02°A

T: temperatura. n=3. Desviacién estandar =.
afMedias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
AFMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).

Tabla A6. indice de diastasa (UD) para la miel Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30°C T 40°C T50°C T30°C T 40°C T 50°C
0 75.93 +1.35PA 7593 +1.35PA 75,93 + 1.35PA 112.71 +£0.88*A  112.71+0.88% 112.71 + 0.88*
1 62.40 £ 2.25¢C  65.75+ 0.01P8  75.41 + 2.412A 38.75 + 1.38d¢ 60.30 £ 0.75®  61.56 + 0.05¢B
2 64.55 + 1.652¢  63.59 + 2.4628  42.93 + 0.23B 39.72 + 0.25¢BC 38.37 £ 0.08°C  34.08 + 0.134¢
3 67.16 £ 0.0528  40.59 + 0.87°C  32.73 + 0.224C 41.12 + 0.84v8 37.01 £0.39¢¢  21.26 + 0.12¢P
4 63.32 £ 0.432¢  40.43 £ 0.02°C  19.67 + 0.249% 40.23 + 0.18%8 34.86 £ 0.76°C  14.91 + 0.08°E
5 64.98 + 1.3828¢  39.78 +£ 0.95°¢  18.23 + 0.08%° 39.80 + 0.07PBEC 28.46 + 4.94°0  13.09 + 0.01¢F

En la escala de Gothe la unidad de diastasa (UD) se define como: mililitros de solucién de almidén al 1% hidrolizada/gramo de miel/h a 40°C.
T=temperatura. n=3. Desviacién estandar =.
a¢ Medias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).

AFMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
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Tabla A7. pH de miel de Huajuapan de Leén y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30 °C T 40°C T50°C T30°C T 40°C T50°C
0 3.87 £ 0.0128 3.87 £ 0.012A 3.87 £ 0.012A 3.74 £ 0.03® 3.74 £ 0.03PC 3.74 £ 0.03C
1 3.78 £ 0.00e¢ 3.74 £ 0.02® 3.85+ 0.01¢48 3.87 £ 0.00°A 3.81 £ 0.00¢® 3.92 +0.0128
2 3.88 £ 0.01PA 3.75+0.01% 3.83 + 0.01¢BC 3.78 £ 0.014¢ 3.83 + 0.03¢A8 3.92 + 0.0028
3 3.75 £ 0.014¢ 3.76 £ 0.01% 3.81 + 0.01¢¢ 3.83+0.01"®  3.82 + 0.00PcAB 3.90 + 0.0128
4 3.77 £ 0.01¢BC 3.85+0.07°4  3.83 £ 0.03bcBC 3.85+0.01°48  3.85 + 0.01°"B 3.97 £ 0.062A
5 3.77 + 0.03¢BC 3.78 £ 0.01¢® 3.72 £0.014P 3.86 + 0.01°4B 3.86 + 0.03PA 3.89 + 0.0128

T=temperatura. n=3. Desviacién estandar .
afMedias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
APMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).

Tabla A8. Cambios de color total (AE) para la miel de Huajuapan de Leén y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30 °C T 40°C T 50°C T30 °C T 40°C T 50°C

0 107.99 £ 0.692A  107.99 £ 0.692A  107.99 + 0.693C 4.65 + 0.015F 4.65 + 0.01bC 4.65 + 0.015F
1 36.50 + 0.05 107.24 £ 0.21»A  110.76 + 0.3628 69.32 + 2.70¢B 94.07 £ 0.529A4  98.79 + 0.23¢P
2 47.70 + 1.2418 109.27 £ 0.072*  106.72 + 0.69°P 72.63 £ 0.02¢A 90.73 +0.389%8 95,90 + 0.53°F
3 29.59 + 3.72™ 107.68 £ 0.12°A  112.42 + 0.753 55.68 + 1.85¢C 93.50 + 0.109%4  100.72 + 0.26¢C

20.28 + 0.49™ 100.44 £ 2.13°8  112.18 £ 0.123A 32.53 £ 0.48¢E 91.33+1.069% 103.27 + 0.08b
5 26.66 £ 0.39®  109.26 + 1.722*  105.99 + 0.68PP 41.47 £0.16°° 94,16 + 1.459%"  102.40 + 0.39¢B

T=temperatura. n=3. Desviacién estandar =.
afMedias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
AFMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
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Tabla A9. Contenido de Polifenoles Totales (mg EAG/100gmiel) presente en miel de Huajuapan de Leon y Putla Villa de
Guerrero, Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30°C T 40°C T50°C T30°C T 40°C T 50°C
0 33.49 + 3.19%48  33.49 + 3.1934B  33.49 + 3.193F 35.48 £ 2.574 35.48 + 2.583C  35.48 + 2.583C
1 31.03+1.75°8  38.99 +2.15%A  36.06 + 0.772DE 32.41 £ 0.46bAB 37,90 + 3.40*"8  38.61 + 3.813C
2 38.86 + 4.51°A  30.54 + 8.50°AB  40.80 + 2.9830BC 36.52 + 3.37bcA 31.25 + 3.68PC  48.44 +5.1238
3 33.61 +1.21°A8  28.74 + 1.40%®  43.65 + 1.7238 27.61 + 1.659¢ 41.53 + 3.79PA 47.32 £ 47638
4 29.72 £ 1.6298  36.81 +4.61°A8  50.77 £ 1.04°A 35.02 £ 1.34¢A 37.62 £ 2.15%48  60.52 + 1.05%A
5 28.14 + 3.549% 35,71 + 3.64°"8  38.33 + 3.23P¢CD 28.83 + 3.1949B8C 42.74 + 1.58PA 50.52 + 1.4438

T=temperatura. n=3. Desviacién estandar =.
ad Medias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
AEMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).

Tabla A10. Actividad Antioxidante presente en miel de Huajuapan de Ledn y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 70 % HR.

Huajuapan Putla
Semana T30°C T 40°C T50°C T30°C T 40°C T 50°C
0 11.83+1.1724  11.83+0.172® 11.83 +1.172¢ 9.89 + 0.76PA 9.89 + 0.76b8 9.89 + 0.76°C
1 3.73 £ 0.67¢BC 13.94 + 0.142A 13.16 + 1.502¢ 5.03 £ 0.24¢C 14.89 + 0.032A 10.21 + 1.97¢kC
2 429 +0.21¢8 7.40 + 0.19bC 19.01 + 0.882A 6.54 + 1.15bB 7.35 + 0.74bC 18.27 £+ 0.87238
3 2.90 £ 0.39¢BC 5.38 £ 0.94¢P 15.66 + 0.50°8 3.20 £ 0.36¢P 6.03 £ 0.51¢P 25.16 + 3.843A
4 3.58 + 0.73dBC 7.29 £0.12¢C 9.77 + 0.57bP 2.54 + 0.37¢0 7.43 £ 0.22¢C 10.98 + 0.5423C
5 2.50 + 0.91bC 3.64 + 0.420%E 18.89 + 0.492A 2.49 + 1.20bP 3.32 + 0.11bE 20.04 + 1.0428

T=temperatura. n=3. Desviacién estandar =.
a¢ Medias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
AEMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
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ANEXO V

Tabla Al11l. Parametros fisicoquimicos de miel cosechada en Huajuapan de Leén y Putla Villa de Guerrero, Oaxaca a 22.12+1.75°C y 63.00£7.6 1 % HR.

Tiempo (Semanas)

0

Origen 4 8 12 16 20 24 28 32

Hidroximetilfurfural Huajuapan  7.87+0.19°A  12.25+0.629A  14.79+1.79°*  14.72#0.89%*  1521#2.39°"  1520+1.48°"  15.45+0.09°*  23.69+0.66°"  26.71+0.592A
(mg/kgniel) Putla 4.36+0.44°®  565+0.36°®  9.20+2.20%®  065:0.16%  10.36+0.75°%® 12.02+0.25P8  13.74+1.70%A  1543+137%8  15.91+1.2428
indice de Diastasa Huajuapan  75.93+1.35%  71.45+1.23%  67.05#0.79%*  66.56+0.64°  66.72+0.83°"  66.03+0.09°A  65.66£0.03°*  65.50+2.81°A  65.55+1.36%
(UD) Putla  112.71+0.88%* 62.32+1.73"®  63.93#5.21PA  41.34x0.37°®  41.07+0.48%  40.43+1.12°®  40.31#0.87®  40.66+0.57°®  41.06+0.70®
Huajuapan  3.87+0.01%"  3.74#0.01°®®  3.81:0.01°®  3.81+0.03°*  3.76:0.05%A  3.82+0.03A  3.79+0.01<A  3.82:0.01°®  3.86+0.012A

P Putla 3.74+0.03®  3.79+0.00°*  3.85+0.00""  3.79+0.01°A  3.81#0.01%%°A  3.80+0.01%A  3.82+0.03°A  3.84+0.00°A  3.89+0.02%A
Conductividad ~ Huajuapan 340.00+0.00A 371.67+1.15b8 379.33+0.58% 364.33+0.58%8 367.00+0.00°® 371.00£0.00°® 367.67+0.58°® 368.33+0.58°® 363.67+1.53%®
Eléctrica (uS) Putla 193+0.00%  403.33+1.53* 394.00+3.46" 391.00+0.00%* 385.67+0.58% 379.00+0.00°* 372.67+0.58 374.00+0.00" 378.00+0.00°A

) Huajuapan  18.9+0.06°®  19.9+0.06%°*  20.0+0.06%  19.8+0.49%A  19.9+0.00%8  19.7+0.21%°A  19.3+0.00°%®  19.2+0.20%B  19.6+0.10°8

7o Fumedad Putla 19.240.06%  20.4%0.44%A  20.9+0.06%  19.4+0.12%  20.5+0.06"®  20.0#0.00%*  20.7+0.06%A  19.8+0.12°A  20.0+0.06°

Color Huajuapan 107.99+0.69°%A 29.59+0.54%®  19.71#0.79°®  11.49+0.11%  10.40+0.42°®  7.98+0.35A  7.66+0.09"  6.50#0.569*  8.33+0.31"

(AE) Putla 4.65:0.01®  84.18+0.19%A  71.81+0.94P  37.74+0.84°  19.05+0.98%"  7.15:0.43%A  7.16:0.47°*  4.92+0.02®  5.64+0.77®

En la escala de Gothe la unidad de diastasa (UD) se define como: mililitros de solucion de almidén al 1% hidrolizada/gramo de miel/h a 40°C. pS=micro siemens. AE=
cambio de color total. n=3.
a0Medias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).
ABMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan) para cada variable.
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Tabla A12. Contenido de Polifenoles Totales y Actividad Antioxidante determinadas para miel cosechada en Huajuapan de Le6n y Putla Villa de

Guerrero, Oaxaca a 22.12+1.75°C y 63.00£7.61 % HR.
Tiempo (Semanas)
Origen 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Huajuapan 33.49+3.19°°A 41.87+1.08% 32.44+2.27°9 31.16+1.07°9® 28.35+1.209A 24.63+1.00°A 37.48+1.93%A 31.15+3.02°%  35,61+5.25bcA
31.24+3.56P°A 28.22+3.91°4 36.72+2.99%4  33.04+1.962°A 35.30+3.612A

36.84+3.05%*  36.46+1.66%A
5.26+0.66% 2.39+1.11¢®

CPT
3.23+0.29°A 1.07+0.5094

(MYEAG/100gmier) Putla 35.48+2.58%A  38.49+0.4738

9.31+0.30°A 7.80+0.03¢8

3.25+0.18%A  2.42+0.13°%"

4.95+1.15A 1.46+0.31°8A

11.83+1.17%A
3.71+0.309 2.35+0.19¢8A

Huajuapan
Putla 9.89+0.76%A

AA
(% Inhibicién) 5.23+0.64°A 2.38+0.30%A

CPT: Contenido de polifenoles totales. AA: Actividad Antioxidante. n=3
ahMedias en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan).

ABMedias en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05; prueba de Duncan) para cada variable.

7.90+0.72b8 8.74+0.21°A
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ANEXO VI

Curva de calibracion para la cuantificacion de hidroximetilfurfural por UHPLC-QToF.

8000.000 y = -6.96168x% + 427.631x + 46.0275
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ANEXO VI

Tabla A13. Polifenoles identificados en muestras de miel de Huajuapan de Le6n almacenadas a 50°C y 70 % HR.

Semana
Compuesto Masa Aducto m/z tr Error 0 1 2 3 a
(min) _ (ppm)

Isovitexina 7-O-glucosido-2"-O-ramnésido 740.2076 [M-H.O-H]" 721.1979 1.20 0 X X
Apigenina 7-rutindsido-4'-glucésido 740.2076 [M-H.O-H]" 721.1979 1.20 0 X X
Apigenina 7-O-(2G-ramnosil)gentiobiosido 740.2076 [M-H.O-H] 721.1979  1.20 0 X X
Kaempferol 3-ramninésido 740.2076  [M-H.O-H]" 721.1979 1.20 0 X X
Mauritianin 740.2076 [M-H.O-H]  721.1979 1.20 0 X X
Robinin 740.2076 [M-H.O-H]? 721.1979 1.20 0 X X
Isoramnetina 3-ramnosil-(1->6)-[ramnosil-(1-
>2)-(3"'-(E)-p-cumaroilgalactosido]-7- 1062.306 [M-HJ 1061.3117 1.20 2 X X
ramnésido
6-Hidroxiluteolina 5,6,3',4'-tetrametil eter 7- 6822057 [M-H] 681.2066  1.22 4 % x
celobidsido
Quercetina 5,7,3',4'-tetrametil éter 3-rutinésido 666.2112 [M-H] 665.2119 1.23 4 X X
Cassiaoccidentalin A 560.1470 [M-HJ 559.1464 1.24 1 X X
Apimaisina 560.1470 [M-H] 559.1464 1.24 1 X X
Puerarina 4'-O-glucésido 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Isovitexina 2"-O-ramnosido 578.1581 [M-H.O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Violantina 578.1581 [M-H.O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Isovitexina 7-O- ramndsido 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Apigenina 7- rutindsido 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Isocitisdsido 3"-O-beta-D-xilopiranésido 578.1581 [M-H.O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Acacetina 7-glucosil-(1->4)-xil6sido 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Kaempferide 3- ramnosido-7-xilosido 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Kaempferitrina 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Patuletina 7-[6"-(2-metilbutiril)-glucésido] 578.1581 [M-H,O-H]" 559.1464 1.24 2 X X
Acacetina 7-(2"-acetilglucésido) 488.1277 [M-H.O-H]T 469.1149 1.27 3 X X X
Dicliripariside C 622.1845 [M-H.O-H] 603.1733 1.31 3 X X
Embinoidina 622.1845 [M-H.O-H] 603.1733 1.31 3 X X X
Pectolinarigenina 7- rutinésido 622.1845 [M-HO-H]T 603.1733 131 3 X X
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Kaempferol 7,4'-dimetil éter 3-
neohesperidésida

Pelargonidina 3-[6-(3-glucosilcafeil) glucésido]
Perillanina
Isovitexina 7-O-(6
glucopirandsido
Orientina 2"-O-xilésido-6"- 4cido ferdlico
Quercetina 3-(2G-(E)-p-cumaroilrutindsido)
Kaempferol 3-(6"-p-cumarilglucésido)-7-
glucosido

Pinocembrina 7-apiosilo-(1->5)-apiosilo-(1->2)-
glucésido

Pelargonidina 3-[6"-(3-
glucosilcafeil)soporosido]-5-glucésido
2'-Deoxypiscerythrone

Barpisoflavona B

Isosoforonol

Glicicumarina

Licoarilcumarina

Kenusanona D

Laxiflorin

Quercetina 3-(2",3",4"-triacetilgalactosido)

m

-cafeoil)-beta-D-

622.1845

756.1830
756.1830

756.1830

756.1830
756.1830

756.1830

682.2050

1080.283

368.1230
368.1230
368.1230
368.1230
386.1341
386.1366
414.1630
590.1219

[M-H20-H]

[M-2HJ>
[M-2H]>

[M-2H]>

[M-2H]>
[M-2H]>

[M-2H]>
[M-H]

[M-HJ>

[M-HJ
[M-HJ
[M-HJ
[M-HJ
[M-H20-H]
[M-H0O-HJ
[M-H0O-HJ
[M-H20-H]

603.1733

377.0865
377.0865

377.0865

377.0865
377.0865

377.0865

681.2059

539.1378

367.1201
367.1201
367.1201
367.1201
367.1201
367.1201
395.1494
571.1104

1.31

1.85
1.85

1.85

1.85
1.85

1.85

1.86

1.86

26.67
26.67
26.67
26.67
26.67
26.67
29.46
29.77

W W wWww W wWww w

NOUUGITWWWwwWww O

X X X X X X X

X X X X X X X

x X X X X X X

X X X X X X

X X X X X X
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Tabla A14. Polifenoles identificados en muestras de miel de Putla Villa de Guerrero almacenadas a 50°C y 70 % HR.

Semana
Nombre del compuesto Masa Aducto m/z tF.* Error 1 2 3 4 5
(min) _(ppm)

Pelargonidina 3-[6-(3-glucosilcafeil) glucdsido] 756.1852 [M-2H]* 377.0876 1.20 0 X X X X
Perillanina 756.1852 [M-2H]* 377.0876  1.20 0 X X X X
Quercetina 3-(2G-(E)-p-cumaroilrutinésido) 756.1852 [M-2H]* 377.0876 1.20 0 X X X X
Kaerppferol 3-(6"-p-cumarilglucoésido)-7- 756.1852 [M-2H]? 377.0876  1.20 0 X x  x  x
glucésido
Kaempferol 3- glucdsido-7-p-cumarilglucésido 756.1852 [M-2H]* 377.0876 1.20 0 X X X X
Apigenina 7-ramnosil-(1->6)-(4"-E-p- 738.20905 [M-H,O-H] 719.1997 120 2 X X x
metoxicinamoilglucosido)
Pelargonidina 3- rutindsido-5-glucésido 740.2068 [M-H.O-H]" 721.1971 1.20 1 X X X
Apigenina 7- rutinésido-4'-glucésido 740.2068 [M-HO-H] 721.1971  1.20 1 X X X
Apigenina 7-0O-(2G-ramnosil)gentiobidsido 740.2068 [M-HO-H]T 721.1971 1.20 1 X X X
Kaempferol 3-ramninésido 740.2068 [M-H.O-H]" 721.1971 1.20 1 X X X
Mauritianin 740.2068 [M-H.O-H] 721.1971 1.20 1 X X X
Robinin 740.2068 [M-H.O-H] 721.1971  1.20 1 X X X
Isoramnetina 3-ramnosil-(1->6)-[ramnosil-(1-
>2)-(3"'-(E)-p-cumaroilgalactésido]-7- 1062.304 [M-H] 1061.3098 1.20 4 X X
ramnésido
Pmoge_mbrma7-ap|05|lo-(1->5)-ap|05|Io-(1->2)- 682.2055 [M-H] 681.2064 1.2 4 < x
glucdsido
Ka_erpp_ferol 4'-metil éter 3-(2Glc-glucosil 770.2161 [M-H2O-H] 7512067  1.25 5 %
rutinosido)
Isoramnetina 3-robinobidsido-7- ramnésido 770.2161 [M-HO-H]"  751.2067 1.25 2 X
Typhaneoside 770.2161 [M-H.O-H]  751.2067 1.25 2 X
Apigenina 7- ramnésido-4’-rutinésido 724.2132 [M-HO-H] 705.2033  1.26 0 X X X
Ramnazina 3-ramnindsido 784.2340 [M-H.O-H]  765.2248  1.26 0 X
Scutellareina 6,7-dimetiléter 4’-rutinésido 622.1845 [M-H.O-H]? 603.1733 1.28 3 X
Pectolinarigenina 7-rutinésido 622.1845 [M-H.O-H] 603.1733 1.28 3 X
Bisdemalonilsalvianina 756.1828 [M-2H]* 377.0864 1.85 3 X X X
Cianidina 3-(4"'-cafeilrutindsido) 756.1828 [M-2H]* 377.0864 1.85 3 X X X
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Perillanina 756.1828 [M-2H]* 377.0864  1.85 3 X X X
Quercetina 3-(2G-(E)-p-cumaroilrutinésido) 756.1828 [M-2H]* 377.0864 1.85 3 X X X
Kaempferol 3-glucésido-7-p-cumarilglucésido 756.1828 [M-2H]* 377.0864 1.85 3 X X X
Cassiaoccidentalin A 560.1465 [M-H.O-H]: 541.1346 1.86 1 X

Apimaisina 560.1465 [M-H,O-H]T 541.1346 1.86 1 X

Pelargonidina 3-[6™-(3- » 1080.284  [M-2H*  539.1377 186 5 X
glucosilcafeil)soporosido]-5-glucdsido

Naringina 6"- ramnoésido 726.2290 [M-HJ 725.2304  1.87 0 X X X
Epidistenina 258.0868 [M-2H]* 128.0369 1.88 3 X X X
Demetilvestitol 258.0868  [M-2H]* 128.0369 1.88 3 X X X
Davidigenina 258.0868 [M-2H]* 128.0369 1.88 3 X X X
Scutellareina 6,4-dimeti éter 7-(3"- 664.1947 [M-H,O-H 6451841 1.89 3 X

acetilrutinésido)

Garcinone A 380.1597 [M-HJ 379.1570 23.62 5 X

2'-Deoxypiscerythrone 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Gancaonina B 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Isoaurmillon 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Aurmillone 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Isosoforonol 368.1225 [M-H] 367.1196 26.70 2 X X X

Leiocinol 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Integrina 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X
Ciclointegrina 368.1225 [M-H] 367.1196 26.70 2 X X X
Sofoflavescenol 368.1225 [M-H] 367.1196 26.70 2 X X X
Isoanhidroicaritina 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Topazolin 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X
Licoarilcumarina 368.1225 [M-H] 367.1196 26.70 2 X X X
Artocarpetina A 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X
Glicirrhizaisoflavona C 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Glicoricona 368.1225 [M-HJ 367.1196 26.70 2 X X X

Hidrato de topazolina 386.1336 [M-H,O-H]" 367.1196 26.70 2 X X X

Kenusanona D 386.1336 [M-H.O-H]" 367.1196 26.70 2 X X X

Quercetina 3-(2",3",4"-triacetilgalactdsido) 590.1220 [M-H,O-H]" 571.1105 29.78 3 X
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ANEXO VIl

En las Tablas de la A15-A20 se muestran las correlaciones entre los parametros

evaluados a 30, 40 y 50°C para la miel de Huajuapan de Leon y Putla Villa de

Guerrero, Oaxaca, a través de los coeficientes de correlacion de Pearson.

Los coeficientes de correlacion toman valores entre -1 y +1, y miden la fuerza de la

relacion lineal entre las variables. Tabachnick y Fidell (2013) proponen la siguiente

escala para la clasificacidon de las correlaciones.

r=1
0.8<r<1
0.6<r<0.8
0.4<r<0.6
0.2<r<0.4
0<r<0.2
r=0

Perfecta
Muy alta
Alta
Moderada
Baja

Muy baja
Nula

Tabla A15. Matriz de correlacion entre los parametros evaluados en miel de Huajuapan de
Leon, Oaxaca almacenados a 30°C y 70 % HR.

% humedad CE pH AE CPT AA ID HMF
% humedad 1
CE 0.7253 1
pH -0.6275 -0.4087 1
AE -0.8207 -0.8164 0.7515 1
CPT 0.0556 -0.0317 0.7188 0.3660 1
AA -0.8508 -0.9117 0.6817 0.9757 0.2515 1
ID -0.6815 -0.8859 0.4988 0.8997 0.2049 0.8991 1
HMF 0.2943 0.5331 -0.5012 -0.6276 -0.5255 -0.6453 -0.4256 1

Coeficientes de correlacion de Pearson. CE

: Conductivigjad Eléctrica. AE: cambio de color total. CPT: Contenido
de Polifenoles Totales. AA: Actividad Antioxidante. ID: Indice de Diasta. HMF: Hidroximetilfurfural.
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Tabla A16. Matriz de correlacion entre los parametros evaluados en miel de Huajuapan de
Ledn, Oaxaca almacenados a 40°Cy 70 % HR.

% humedad CE pH AE CPT AA ID HMF
% humedad 1
CE 0.7292 1
pH -0.3507 -0.7669 1
AE -0.5735 0.0213 -0.5062 1
CPT 0.1411 -0.3083 0.1472 -0.3923 1
AA -0.3625 -0.4435 0.1036 -0.0478 0.4485 1
ID -0.6881 -0.6106 0.1163 0.3564 0.0717 0.8144 1
HMF 0.7007 0.4735 -0.0865 -0.3506 0.0710 -0.8246 -0.9324 1

Coeficientes de correlacion de Pearson. CE: Conductiv[dad Eléctrica. AE: cambio de color total. CPT: Contenido
de Polifenoles Totales. AA: Actividad Antioxidante. ID: Indice de Diasta. HMF: Hidroximetilfurfural.

Tabla A17. Matriz de correlacion entre los parametros evaluados en miel de Huajuapan de
Ledn, Oaxaca almacenados a 50°Cy 70 % HR.

% humedad CE pH AE CPT AA ID HMF
% humedad 1
CE -0.0657 1
pH -0.0262 -0.2740 1
AE -0.6205 0.3740 0.2216 1
CPT -0.4477 0.5924 -0.1045 0.5609 1
AA 0.8695 0.2658 -0.4225 -0.6508 -0.2433 1
ID 0.0667 -0.5219 0.6701 -0.0365 -0.7412 -0.2905 1
HMF -0.2304 0.4555 -0.8302 0.0181 0.6136 0.1954 -0.9415 1

Coeficientes de correlacion de Pearson. CE «
de Polifenoles Totales. AA: Actividad Antioxidante. ID: Indice de Diasta. HMF: Hidroximetilfurfural.

: Conductividad Eléctrica. AE: cambio de color total. CPT: Contenido

Tabla A18. Matriz de correlacién entre los parametros evaluados en miel de Putla Villa de
Guerrero, Oaxaca almacenados a 30°C y 70 % HR.

% humedad CE pH AE CPT AA ID HMF
% humedad 1
CE 0.2655 1
pH 0.3687 0.7619 1
AE -0.1160 0.8866 0.4473 1
CPT 0.0535 -0.2927 -0.5542 -0.1754 1
AA -0.5715 -0.7141 -0.8689 -0.3580 0.6119 1
ID -0.3480 -0.9737 -0.7864 -0.8007 0.3649 0.8276 1
HMF 0.3979 0.8357 0.8055 0.5792 -0.5168 -0.9406 -0.9357 1

Coeficientes de correlacion de Pearson. CE:

Conductividad Eléctrica. AE: cambio de color total. CPT: Contenido

de Polifenoles Totales. AA: Actividad Antioxidante. ID: indice de Diasta. HMF: Hidroximetilfurfural.
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Tabla A19. Matriz de correlacidn entre los parametros evaluados en miel de Putla Villa de
Guerrero, Oaxaca almacenados a 40°C y 70 % HR.

% humedad CE pH AE CPT AA ID HMF
% humedad 1
CE 0.3331 1
pH 0.3549 0.7964 1
AE 0.2918 0.9622 0.8970 1
CPT -0.6126 0.1253 0.3504 0.2985 1
AA -0.3025 0.0187 -0.5207 -0.2222 -0.3716 1
ID -0.3855 -0.8226 -0.9681 -0.9360 -0.3337 0.5383 1
HMF 0.0957 0.4844 0.8909 0.6681 0.6378 -0.7337 -0.8304 1

Coeficientes de correlacion de Pearson. CE: Conductiv[dad Eléctrica. AE: cambio de color total. CPT: Contenido
de Polifenoles Totales. AA: Actividad Antioxidante. ID: Indice de Diasta. HMF: Hidroximetilfurfural.

Tabla A20. Matriz de correlacion entre los parAmetros evaluados en miel de Putla Villa de
Guerrero, Oaxaca almacenados a 50°C y 70 % HR.

% humedad CE pH AE CPT AA ID HMF
% humedad 1
CE -0.0141 1
pH -0.3328 0.9197 1
AE -0.1415 0.9812 0.9392 1
CPT -0.6638 0.5129 0.7417 0.6506 1
AA 0.4256 0.3964 0.2011 0.4494 0.2510 1
ID 0.2944 -0.8093 -0.8345 -0.9040 -0.8482 -0.5989 1
HMF -0.4895 0.4399 0.4714 0.5920 0.7577 0.4948 -0.8260 1

Coeficientes de correlacion de Pearson. CE: Conductivigjad Eléctrica. AE: cambio de color total. CPT: Contenido
de Polifenoles Totales. AA: Actividad Antioxidante. ID: Indice de Diasta. HMF: Hidroximetilfurfural.
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