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Resumen

RESUMEN

Mozambique, ubicado en la costa este de Africa, es un pais en vias de desarrollo con un
gran potencial en términos de disponibilidad de recursos agroecologicos. En este pais, la
apicultura no juega un importante papel social, econémico o ambiental, pero tiene
potencial para aumentar la sostenibilidad de las comunidades rurales pobres. Las regiones
norte y central de Mozambique gozan de un clima favorable y cuentan con suficientes
recursos naturales, en particular con amplias areas forestales ricas en flora melifera,
excelentes para la apicultura. En Mozambique, la apicultura podria ser una actividad
atractiva generadora de ingresos que seria explotada por los pequefios agricultores,
incluso por las mujeres de las poblaciones rurales. No hay duda de que en este pais, la
apicultura puede ayudar a generar un cambio social y desempefar un papel importante en

la sociedad creando medios de vida sostenibles.

En los ultimos afios, el mercado mundial viene exigiendo productos agroalimentarios
diferenciados con caracteristicas especificas basadas en los siguientes criterios: origen
botanico o geografico, calidad y seguridad, y propiedades organolépticas especificas o
nutricionales, entre otros. Por esta razon, es interesante ampliar el conocimiento de los
productos apicolas de Mozambique, especialmente en relacion con los indicadores de
calidad. Esta informacion podria atraer la atencion de las autoridades encargadas de la
regulacion nacional de este producto. Esto facilitaré el control de calidad y promovera su
comercializacion en los mercados locales e internacionales lo que apoyard y desarrollara

atn mas la apicultura en el pais.

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis doctoral ha sido caracterizar la miel y la cera de abeja
de cuatro provincias de Mozambique [Nampula (ubicada en el norte) y Manica, Sofala y
Zambezia (en el Centro)], y establecer sus caracteristicas diferenciadoras, con la finalidad
de aportar conocimiento sobre estos productos apicolas como base para su mejor

explotacion y comercializacion.

En general, todos los pardmetros fisicoquimicos analizados en las muestras de miel
cumplian con las regulaciones internacionales. En la mayoria de los casos, se trataba de
miel de mielada, ya que eran oscuras y con valores de conductividad superiores a 0,800

mS/cm. La flora que rodea las colmenas y las précticas apicolas influyen en la variabilidad
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de sus parametros de calidad fisicoquimica, color, azticares, antioxidantes totales, analisis
de polen y perfil volatil. Segtn la similaridad del espectro de polen, se encontraron ocho
tipos de miel, con los siguientes polenes predominantes: 1-Astragalus type; 1I-Acanthus
sp.; IlI-Celastraceae; IV-Brassicaceae; V-Anacardiaceae y Astragalus type;, VI-
Astragalus type y Myrtaceae; VII-Asteracea y VIII-desconocida. EI Grupo I (de
Nampula), se diferencid particularmente de los demds principalmente debido a la
abundancia de ciertos compuestos especificos (alcoholes, aldehidos, ésteres, acidos y
terpenos). Los altos niveles de ciertos parametros de calidad, como el HMF y la humedad,
asi como la presencia de ciertos compuestos de furano caracteristicos del humo (en gran
parte identificados en Sofala y Manica), destacan la importancia de las practicas apicolas

en la mejora de la calidad de la miel de Mozambique.

En las muestras se encontraron siete acidos fenodlicos (chlorogenic, caffeic, ellagic,
ferulic, gallic, p-coumaric y synapic) y ocho flavonoides (catechin, chrysin, kaempferol,
luteolin, naringenin, pinocembrin, quercetin y rutin). La miel de Nampula mostré un
contenido mayor para la mayoria de los 4cidos fendlicos y flavonoides en comparacion
con el de las otras tres provincias, destacando el chlorogenic acid (5.22 mg/100 g), que
fue significativamente mas alto en esta provincia en comparacion a las otras (1.24, 1.11
y 0.81 mg/100 g en Sofala, Manica y Zambezia). A diferencia de otras mieles africanas,
luteolin (con valores promedio de 12.48; 13.10; 6.68 y 8.92 mg/100 g, respectivamente)
tuvo el mayor impacto en el contenido de flavonoides, representando solo ¢l mas del 50%
de esta familia. El valor medio de la actividad antioxidante total también fue mayor para
las muestras de Nampula (22.1 mg TE/100 g), llegando incluso a 40.0 mg TE/100 g en
algunos casos. Los flavonoides especificos: pinocembrin, kaempferol, rutin y catechin,
seguido del acido fenodlico chlorogenic fueron las variables mas importantes en la
distincion de la miel de Nampula de la de las otras provincias segun el resultado de un

analisis discriminante.

El comportamiento newtoniano de la miel de Mozambique es similar al de otros tipos de
miel comercializados a nivel mundial. Los modulos G', G" y n* disminuyeron con el
aumento de la temperatura. G' y G" fueron fuertemente influenciados por la frecuencia
aplicada, mientras que n* no dependié de este parametro, lo que demuestra el
comportamiento newtoniano de este tipo de mieles. Aplicando una red neuronal artificial
(ANN) para predecir los parametros reoldgicos en funcion de la temperatura, la frecuencia
y la composicidon quimica, se encontrd que un perceptron multicapa (MLP) es el mejor

modelo para G"y n* (r2> 0.950), mientras que la red neural probabilistica (PNN) fue la



Resumen

mejor para G' (r? = 0.758). Las pruebas de sensibilidad mostraron que en el caso de G"y
G', la frecuencia y la humedad fueron los factores mas importantes, mientras que para n*

fueron la humedad y la temperatura.

Ademas de la miel, este trabajo se ha centrado en la caracterizacion de cera de abeja
procedente de las cuatro provincias de Mozambique en términos del perfil de
hidrocarburos saturados (por HT-GC/FID) y de las propiedades térmicas (por DSC); y en
la comparacion con ceras de diferentes origenes (Espana, Honduras y “referencia
analitica”). Independientemente del origen, se identificaron un total de 15 hidrocarburos
comprendidos entre C21Ha4 a C35sH72 (todos ellos componentes tipicos de la cera de abeja
pura). La cantidad de hidrocarburos con numero de carbonos impares fue mucho mayor
a la de carbonos pares, siendo los mas abundantes: Cz7 Hse (valores promedio 4.18-5.25
g/100 g) seguidos de Ca9Hego (2.15-4.10 g/100 g) y C31Hes (2.69-3.422/100 g). En general,
los hidrocarburos no contienen suficiente informacion ttil para la diferenciacion de la
cera de abeja. Sin embargo, las entalpias de fusion y cristalizacion junto con todas las
temperaturas asociadas con las diferentes formas polimorficas lipidicas permitieron la
diferenciacion de las provincias de Mozambique de los otros origenes. Los valores de
entalpia de fusion mas altos se obtuvieron en las muestras de Mozambique (valores
promedio 203-234 J/g) y Honduras (231 J/g), en comparacion con las ceras de abeja de
Espafia (193 J/g) y la "referencia analitica" (168 J/g), hecho que podria estar vinculado a
las mayores temperaturas de los paises tropicales. Estos resultados constituyen un paso
significativo en la caracterizacion de la cera de abejas de Mozambique y la mejor

comprension de sus caracteristicas peculiares.

Este trabajo contribuye a difundir el conocimiento de dos productos apicolas
practicamente desconocidos como son la miel y la cera de abeja de Mozambique. Siempre
y cuando las practicas apicolas se lleven a cabo correctamente, la miel puede tener las
caracteristicas fisicoquimicas de calidad requeridas internacionalmente. El hecho de que
la miel de Mozambique es una importante fuente de antioxidantes naturales, puede ser
aprovechado por la poblacion local no solo por los beneficios que implica para la salud,
sino ademas por las posibilidades econdémicas que conllevaria su explotacion. La cera de
abeja, por otro lado, posee las caracteristicas tipicas que se requieren para la
comercializacion de este producto, motivo por el cual puede plantearse como una buena
opcion para ser introducida en un futuro proximo en los mercados, ya que se sabe que
esta practicamente libre de residuos veterinarios. En definitiva, esta tesis doctoral puede

constituir un primer paso para promover la comercializacion de los productos apicolas de
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Mozambique en los mercados locales e internacionales y apoyar a desarrollar la apicultura

en este pais.
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RESUM

Mogambic, situat en la costa est d'Africa, és un pais en vies de desenvolupament amb un
gran potencial en termes de disponibilitat de recursos agroecologics. En aquest pais,
l'apicultura no juga un important paper social, economic o ambiental, pero té potencial
per a augmentar la sostenibilitat de les comunitats rurals pobres. Les regions nord i central
de Mocambic gaudeixen d'un clima favorable i compten amb suficients recursos naturals,
en particular amb amplies arees forestals riques en flora mel-lifera, excel-lents per a
l'apicultura. A Mocambic, l'apicultura podria ser una activitat atractiva generadora
d'ingressos que podria ser explotada pels xicotets agricultors, fins i tot per les dones de
les poblacions rurals. No hi ha dubte que I'apicultura pot ajudar a generar un canvi social

1 exercir un paper important en la societat creant mitjans de vida sostenibles.

En els tltims anys, el mercat mundial ve exigint productes agroalimentaris diferenciats
amb caracteristiques especifiques basades en els segilients criteris: origen botanic o
geografic, qualitat 1 seguretat, propietats especifiques organoléptiques o nutricionals,
entre altres. Per aquesta rad, €s interessant ampliar el coneixement dels productes apicoles
de Mogambic, especialment en relacié amb els indicadors de qualitat. Aquesta informacio
podria atraure l'atenci6 de les autoritats encarregades de la regulacié nacional d'aquest
producte. Aixo facilitara el control de qualitat i promoura la seua comercialitzacio en els
mercats locals 1 internacionals el que donara suport i desenvolupara encara més

l'apicultura al pais.

Per tant, l'objectiu d'aquesta tesi doctoral és caracteritzar la mel i la cera d'abelles de
quatre provincies de Mogambic: Nampula (situada en el nord) i Manica, Sofala i
Zambezia (en el Centre), i establir les seues caracteristiques diferenciadores, juntament
amb el coneixement d'aquests productes d'abella com a base per a una millor explotacid

1 comercialitzacio.

En general, tots els parametres fisicoquimics analitzats en les mostres de mel complien
amb les regulacions internacionals. En la majoria dels casos, es tractava de mel de melada,
ja que eren fosques 1 amb valors de conductivitat superiors a 0,800 ms/cm. La flora que
envolta els ruscos i les practiques apicoles influeixen en la variabilitat dels seus

parametres de qualitat fisicoquimica, color, sucres, antioxidants totals, analisis de pol-len
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1 perfil volatil. Segons la similitud de I'espectre de pol-len, es van trobar huit tipus de mel,
amb els segiients pol-lens predominants: I-Astragalus type; II-Acanthus sp.; III-
Celastraceae; IV-Brassicaceae; V-Anacardiaceae i Astragalus type; VI-Astragalus type i
Mpyrtaceae; VII-Asteraceae VIII-desconeguda. El Grup I (de Nampula), es va diferenciar
particularment dels altres principalment a causa de l'abundancia de certs compostos
especifics (alcohols, aldehids, esters, acids i terpens). Els alts nivells de certs parametres
de qualitat, com el HMF i la humitat, aixi com la preséncia de certs compostos de furano
caracteristics del fum (en gran part identificats en Sofala i Manica), destaquen la

importancia de les practiques apicoles en la millora de la qualitat de la mel de Mogambic.

En les mostres es van trobar set acids fenolics (chlorogenic, caffeic, ellagic, ferulic, gallic,
p-coumaric 1 synapic) i huit flavonoides (catechin, chrysin, kaempferol, luteolin,
naringenin, pinocembrin, quercetin i rutin). La mel de Nampula va mostrar un contingut
major per a la majoria dels acids fenolics 1 flavonoides en comparacié amb el de les altres
provincies, destacant el chlorogenic acid (5.22 mg/100 g), que va ser significativament
més alt en aquesta provincia en comparacio a les altres (1.24, 1.11 1 0.81 mg/100 g en
Sofala, Manica i Zambezia). A diferéncia d'altres mels africanes, luteolin (amb valors faig
una mitjana de de 12.48; 13.10; 6.68 1 8.92 mg/100 g, respectivament) va tindre el major
impacte en el contingut de flavonoides, representant només ell més del 50% d'aquesta
familia. El valor mitja de 'activitat antioxidant total també va ser major per a les mostres
de Nampula (22.1 mg ET/100 g), arribant fins i tot a 40.0 mg ET/100 g en alguns casos.
Els flavonoides especifics: pinocembrin, kaempferol, rutin 1 catechin, seguit de I'acid
fenolic clorogénic van ser les variables més importants en la distincié de la mel de

Nampula de la de les altres provincies segons el resultat d'una analisi discriminant.

El comportament newtonia de la mel de Mogambic és similar al d'altres tipus de mel
comercialitzats a nivell mundial. Els moduls G ', G "i 1 * van disminuir amb ['augment
de la temperatura. G'1 G" van ser fortament influenciats per la freqiiéncia aplicada, mentre
que 1 * no va dependre d'aquest parametre, la qual cosa demostra el comportament
newtonid. Es va aplicar una xarxa neuronal artificial (ANN) per a predir els parametres
reologics en funci6 de la temperatura, la freqiiéncia i la composicié quimica. Es va trobar
que un perceptron multicapa (MLP) €s el millor model per a G "in * (r2> 0.950), mentre
que la xarxa neural probabilistica (PNN) va ser la millor per a G '(r2 = 0.758). Les proves
de sensibilitat van mostrar que en el cas de G "1 G ', la freqii¢ncia i la humitat van ser els

factors més importants, mentre que per a  * van ser la humitat i la temperatura.

\
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A més de la mel, aquest treball se centra en la caracteritzacio de cera d'abella procedent
de les quatre provincies de Mocambic en termes del perfil d'hidrocarburs saturats (per
HT-GC/FID) i de les propietats termiques (per DSC); i en la comparacié amb ceres de
diferents origens (Espanya, Hondures 1 “referéncia analitica”). Independentment de
l'origen, es van identificar un total de 15 hidrocarburs compresos entre C>1Has a C3sH72
(tots ells components tipics de la cera d'abella pura). La quantitat d'hidrocarburs amb
nombre de carbonis imparells va ser molt major a la de carbonis pares, sent els més
abundants: C27 Hse (valors faig una mitjana de 4.18-5.25 g/100 g) seguits de C2oHeo (2.15-
4.10 g/100 g) i C31Hes (2.69-3.42g/100 g). En general, els hidrocarburs no contenen
suficient informacio6 util per a la diferenciacio de la cera d'abella. No obstant aixo, les
entalpies de fusid i cristal-litzaci6é juntament amb totes les temperatures associades amb
les diferents formes polimorfiques lipidiques van permetre la diferenciacié de les
provincies de Mogambic dels altres origens. Els valors d'entalpia de fusié més alts es van
obtindre en les mostres de Mogambic (valors mitjans de 203-234 J/g) i Hondures (231
J/g), en comparacié amb les ceres d'abella d'Espanya (193 J/g) i la "referéncia analitica"
(168 J/g), fet que podria estar vinculat a les majors temperatures dels paisos tropicals.
Aquests resultats constitueixen un pas significatiu en la caracteritzacié de la cera d'abelles

de Mogambic i la millor comprensi6 de les seues caracteristiques peculiars.

Aquest treball contribueix a difondre el coneixement de dos productes apicoles
practicament desconeguts com son la mel i la cera d'abella de Mogambic. Sempre que les
practiques apicoles es duguen a terme correctament, la mel pot tindre les caracteristiques
fisicoquimiques de qualitat requerides internacionalment. El fet que la mel de Mogambic
¢s una important font d'antioxidants naturals, pot ser aprofitat per la poblacio local no
solament pels beneficis que implica per a la salut, sin6 a més per les possibilitats
economiques que comportaria la seua explotacio. La cera d'abella, d'altra banda, posseeix
les caracteristiques tipiques que es requereixen per a la comercialitzacié d'aquest
producte, motiu pel qual pot plantejar-se com una bona opcid per a ser introduida en un
futur proxim en els mercats, ja que se sap que esta practicament lliure de residus
veterinaris. En definitiva, aquesta tesi doctoral pot constituir un primer pas per a promoure
la comercialitzaci6 dels productes apicoles de Mocambic en els mercats locals 1

internacionals 1 donar suport i desenvolupar I'apicultura en aquest pais.

Vi






Abstract

ABSTRACT

Mozambique, located on the east coast of Africa, is a developing country with great
potential in terms of the availability of agroecological resources. In this country,
apiculture does not play an important social, economic or environmental role but it has
potential to increase the sustainability of poor rural communities. North and Central
regions of Mozambique enjoy a favourable climate and have sufficient natural resources,
particularly vast forest areas rich in melliferous flora ideal for beekeeping. In
Mozambique, beekeeping could be an attractive income generating activity that can be
exploited by smallholder farmers even women of rural populations. There is no doubt that
beekeeping can help generate social change and play an important role in society while

creating sustainable livelihoods.

In the last years, the world market has been demanding differentiated agro-alimentary
products with specific characteristics based on the following criteria: botanical or
geographical origin, quality and safety, specific organoleptic or nutritional properties,
among others. For this reason, is interesting to expand the knowledge about apiculture
products from Mozambique, especially related to quality indicators. Advertising could
attract the attention of local authorities in charge of the national regulation of this product.
This will facilitate its quality control, thus promoting the commercialization in local and
international markets and to support and further develop apiculture. Therefore, the
objective of this doctoral thesis is to characterize honey and beeswax of four provinces
of Mozambique: Nampula (located in the North) and Manica, Sofala and Zambezia (in
the Center), and establish their differentiating characteristics, along with providing

knowledge of these bee products as a basis for better exploitation and marketing.

In general, all the physicochemical parameters analysed in the honey samples were in
agreement with the international regulations. In most cases, they dealt with honeydew
honey since they were dark and with conductivity values above 0.800 mS/cm. Flora that
surrounds the hives, and the apicultural practices influence in the variability of their
physicochemical quality parameters, colour, sugars, total antioxidants, pollen analysis
and volatile profile. According to a similar pollen spectrum, eight types of honey were
found. In these, the predominant pollens were: [-Astragalus type; 11-Acanthus sp.; 111-
Celastraceae; IV-Brassicaceae; V-Anacardiaceae and Astragalus type; VI-Astragalus

type and Myrtaceae; VII-Asteraceae and VIII-unknown. Group I (from Nampula),

IX
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particularly distanced itself from the others mainly due to the special abundance of certain
compounds (alcohols, aldehydes, esters, acids and terpenes). High levels of certain
quality parameters such as HMF and moisture, as well as the presence of certain furan
compounds characteristic of smoke (largely identified in Sofala and Manica), highlights

the importance of beekeeping practices in improving the quality of Mozambiquean honey.

Seven phenolic acids (chlorogenic, caffeic, ellagic, ferulic, gallic, p-coumaric and
synapic) and eight flavonoids (catechin, chrysin, kaempferol, luteolin, naringenin,
pinocembrin, quercetin and rutin) were found in the samples. Honey from Nampula had
a higher content of the most phenolic acids and flavonoids compared to the other
provinces, highlighting chlorogenic acid (5.22 mg/100 g), which was significantly higher
than the other provinces (1.24, 1.11 and 0.81 mg/100 g in Sofala, Manica and Zambezia).
Unlike in other African honeys, luteolin (with average values of 12.48; 13.10; 6.68 and
8.92 mg/100 g, respectively) had the greatest impact in the flavonoid content,
representing alone more than 50% of this family. The mean value of total antioxidant
activity was also higher for the Nampula samples (22.1 mg TE/100 g), even reaching up
to 40.0 mg TE/100 g in some cases. The specific flavonoids: pinocembrin, kaempferol,
rutin, and catequin; followed by the chlorogenic phenolic acid were the most important
variables that distinguishes Nampula from the other provinces as resulted from a

discriminant analysis.

The Newtonian behaviour of Mozambican honey is similar to those of other types of
honey commercialized globally. The moduli G', G" and n* decreased with increasing
temperature. G ' and G" were strongly influenced by the applied frequency, whereas n*
did not depend on this parameter, demonstrating Newtonian behaviour. An artificial
neural network (ANN) was applied to predict the rheological parameters as a function of
temperature, frequency and chemical composition. A multilayer perceptron (MLP) was
found to be the best model for G" and n*(r>>0.950), while probabilistic neural network
(PNN) was the best for G'(r>=0.758). Sensitivity testing showed that in the case of G" and
G', frequency and moisture were the most important factors whereas for n* they were

moisture and temperature.

In addition to honey, this work is focused on the characterization of beeswax from the
four provinces of Mozambique in terms of saturated hydrocarbon profile (by HT-
GC/FID) and thermal properties (by DSC); and to compare them with others from

different origins (Spain, Honduras and “analytical reference”). A total of 15 hydrocarbons
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ranging from C»1Has to C3sH72 (typical components of pure beeswax), identifying a much
higher amount of odd than even carbon numbers, being the most abundant: Cz7 Hse
(average values 4.18-5.25 g/100 g) followed by Ca29Heo (2.15-4.10 g/100 g) and C31Hes
(2.69-3.42 g/100 g), regardless of the origin. Generally, hydrocarbons do not contain
enough useful information for differentiation of beeswax. However, melting and cooling
enthalpies together with all the temperatures associated with the different lipid
polymorphic forms permitted the differentiation of Mozambique provinces from the other
origins. A higher melting enthalpy values obtained in Mozambique samples (average
values 203-234 J/g) and Honduras (231 J/g) indicates more energy is required to melt
these beeswaxes than those from Spain (193 J/g) and “analytical reference” (168 J/g).
This might be linked to the tropical temperatures where the bees produce specific wax.
These results are a significant step towards characterizing Mozambiquean beeswax and

to better understand its peculiar characteristics.

This work contributes to expanding the knowledge of practically unknown apiculture
products, specifically honey and beeswax from Mozambique. The honey could achieve
the proper quality physicochemical characteristics according to international mandatory
fulfilment, as long as the apiculture practices are carried out correctly. As an added value,
this honey is a source of natural antioxidants, which concern the health benefits and its
exploitation as a viable and sustainable income for the local population. Beeswax, on the
other hand, possess the typical characteristics that are required by the retail sector making
it a good option to consider for the near future since it is well known that it is practically
free of veterinary residues. This will pave the way to promoting the commercialization in
local and international markets and to support and further develop the apiculture in this

country.
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1. INTRODUCCION
1.1. Apicultura en Mozambique

La apicultura en los paises africanos siempre ha formado parte de la agricultura, la
silvicultura y de otras actividades de los poblados y asentamientos humanos. Sin em-
bargo, ha sido y es una actividad discreta frente a otras agropecuarias de mucha mayor
importancia economica. Los beneficios de la apicultura como actividad recomendable en
zonas rurales deprimidas de Africa han quedado patentes en distintos estudios en los que
se plantea como una fuente alternativa o complementaria de alimentos, asi como una po-
sibilidad de ingresos para la poblacion campesina sin recursos (Nur, 2016). Concreta-
mente en Etiopia (en las zonas del norte de Tigray), Alemu, Maertens, Deckers, Bauer &
Mathijs, (2016) han verificado el impacto positivo de la participacion de los productores
de miel en las cooperativas de comercializacion agricolas. En Uganda la apicultura, se ha
identificado como una actividad de alto potencial econdémico, debido a la abundancia de
recursos naturales y de abejas, a la facil integracion de esta actividad con la agricultura y
a los escasos requerimientos tecnologicos necesarios para llevarla a cabo (Ogaba, 2002).
Sin embargo, este autor sefiala también algunos obstaculos para el desarrollo de la api-
cultura, tales como la falta de legislacion y de conocimiento sobre la calidad de la miel y
de los productos de la colmena que se recolectan, lo que dificulta el acceso a los mercados.
Tampoco hay que olvidar que, en los paises africanos, como Mozambique, los apicultores
carecen de la formacién apropiada para el correcto desarrollo de esta actividad y tienen
dificil el acceso a créditos para la compra del material apropiado. Actualmente, esta ten-
dencia esta cambiando ya que se esta fomentando el desarrollo de proyectos encaminados

a que los pequefios productores implementen sus practicas apicolas.

En Mozambique existen mayoritariamente pequefios productores que actuan de ma-
nera individual, y puntualmente otros de mayor envergadura que se agrupan en asocia-
ciones. Todos ellos centran casi exclusivamente su produccion en la explotacion de miel
y cera, sin prestar atencion a los restantes productos de la colmena como, el polen, el

propoleo, la jalea real y el veneno.

Las regiones del norte y centro de Mozambique gozan de un clima favorable y
cuentan con suficientes recursos naturales, en particular vastas areas forestales ricas en
flora melifera, ideales para el desarrollo de la apicultura (Zandamela, 2008). A pesar de
su gran potencial, la explotacion apicola por parte de la poblacion rural es muy limitada.

Su impulso significaria una fuente importante de ingresos y contribuiria a disminuir su

3
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pobreza. Ademas, la comercializacion de la miel puede desempefiar un papel importante
en esta sociedad, con la creacion de medios de subsistencia sostenibles paralelos a esta
actividad, pudiendo favorecer el desarrollo de otros sectores: vendedores, carpinteros que
producen colmenas, fabricantes de vestimentas de proteccion, entre otros (Tanleque-Al-
berto, Juan-Borras, Escriche, 2018). Por lo tanto, seria de gran interés implementar poli-
ticas que fomentaran y desarrollaran la apicultura en este pais, con la finalidad de ayudar
a los pequenos productores (mayoritarios) a fortalecer su sistema de vida y desarrollo.
Ademas, no hay que olvidar el beneficio indirecto que la apicultura desarrollaria en el
pais con la proteccion del medio ambiente y la biodiversidad (Chambers & Conway,

1992; Bradbear, 2005).
1.1.1. La abeja melifera

Ciertas especies de abejas recogen el néctar y/o las secreciones de las plantas vivas
y lo almacenan para luego convertirlo en miel, y asi usarlo como fuente de alimento. S6lo
las abejas que viven en grandes colonias almacenan cantidades de miel considerables,
entre las que se encuentran el género Apis, Trigona y Melipona. Por ello, estas 3 razas
han sido identificadas por el ser humano como buenas productoras de miel. La especie
Apis mellifera es originaria tanto de Africa, como de Europa, asi como del Medio Oriente.
Las europeas fueron ampliamente introducidas en América, Asia, Australia y el Pacifico,
y las africanas en Sudamérica, expandiéndose a Centroamérica y Estados Unidos (Brad-
bear, 2005; Junior et al., 2010). La especie que predomina en Mozambique, originaria de
Africa tropical, es Apis mellifera scutellata (Figura 1.1.), que se diferencia de la europea
basicamente, por su menor tamafio, comportamiento mucho mas agresivo en la defensa
del panal, y por presentar un ciclo de desarrollo més precoz (18.5 a 19 dias en la africana
y 21 dias en la europea). Estos dos ultimos hechos proporcionan a esta abeja una mayor
resistencia frente al acaro varroa (plaga que destruye a las abejas) y por lo tanto no se
requiere la aplicacion de tratamientos veterinarios (acaricidas, antibidticos, etc.). Por con-
siguiente, las mieles, ceras, y otros productos apicolas producidos en Mozambique no
presentaran los residuos derivados de ciertas practicas veterinarias, tan comunes en otras
partes del mundo. Esta situacion podria ser aprovechada en este pais para comercializar
productos apicolas con un valor anadido por su calidad diferenciada (ecolégico, orgéanico,

comercio-justo, etc.).
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Figura 1.1. Abeja predominante en Mozambique (Apis mellifera scutellata).

Fuente: Zandamela, (2008)

1.1.2. Condiciones climaticas y botanicas de las zonas de produccion de miel

El clima de Mozambique es tropical, caracterizado por dos estaciones bien distintas:
La estacion de lluvias (caliente y himeda), de octubre hasta abril y la estacion seca de
mayo hasta septiembre (FAO-Governo de Mocambique, 2009). La precipitacion es mas
abundante en el centro y norte del pais con valores que varian entre 800 a 2000 mm por
ano. El sur del pais es generalmente seco, aunque mas en el interior que en la costa, con
una precipitacion anual aproximada de 800 mm; habiendo zonas en las que disminuye
hasta los 300 mm (distrito de Pafuri en Gaza). Las temperaturas medias anuales de Mo-
zambique oscilan entre las distintas zonas del pais, en funcion de factores como la latitud
y continentalidad [las regiones montafiosas (18-20 °C), las planicies del norte y el centro
(22-24 °C) y la zona sur del pais (24-26 °C)] y estacinalidad [en verano (25-32 °C) y en
invierno (18-23 °C)] (FAO-Governo de Mogambique, 2009).

En términos de agro-climatologia, Mozambique esta dividido en tres zonas: I. La
zona al norte de rio Zambeze, donde la disponibilidad de lluvias para el cultivo es buena,
con mas de 80% de probabilidad de que las necesidades minimas del agua sean suficientes
para todo el ciclo vegetativo; II. la zona centro, entre el sur del rio Zambeze y el norte del
rio Save, en la que esta probabilidad es del 60%; III. toda la region al sur del rio Save,
cuyo potencial de precipitacion es bajo llegando a satisfacer solo 30% de las necesidades

(Zandamela, 2008).
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En cuanto a la vegetacion, la superficie cubierta con bosques se estima en 40 millo-
nes de hectareas, de las cuales 22.5 millones (56.2%) son bosques densos y 16.4 millones
(40.9%) bosques abiertos. Los manglares ocupan 357 mil hectareas (0.9% de los bosques)
y los bosques abiertos en areas himedas 802 mil hectareas (2.0% del total de los bosques)
(MINAG, 2007). La cobertura vegetal, incluyendo la floresta alta y baja, praderas arbo-
rizadas y manglares, ocupa una superficie de cerca de 62 millones de hectareas que co-
rresponden a 78% de la superficie total de Mozambique (Jooster & Smith, 2004; Zanda-
mela, 2008).

La Figura 1.2. muestra las provincias (zonas) de Mozambique en las que se ha cen-
trado el presente estudio por ser las de mayor produccion de miel del pais. La flora carac-
teristica de estas zonas se detalla seguidamente (MINAG, 2007; Zandamela, 2008;
Palynological Database on line, 2018; Hyde, Wursten, Ballings & Coates Palgrave,
2018):

Nampula: Esta localizada en el norte de Mozambique con una precipitacion media
aproximadamente de 2000 mm/afio, caracterizandose por la siguiente flora melifera:
Acanthus sp., Erythrofheoum sp, Celastraceae, Acacia nigrescencis, Brassicaceae, Man-
gisfera indica, Astragalus type, Vicia type, Poaceae, Securidaca longipededumculalata,
Justicia sp., Asteraceae, Lantana camara, Acacia sp., Asteraceae, Carex type, Lecanios-
discus flaxinifolii, Brachystegia sp., Combretaceae, Plyllanthus sp., Pterocarpus ango-
llensis, Entandophragma caudatun, Cholophora excelsa, Kaya nyassica, Combretum

zeyre, Julberdina globiflora, Pterocarpis brenanii y Caryophyllaceae.

Zambezia. Esta localizada en el centro con una precipitacion media mayor que
2000 mm/afio, caracterizandose por la siguiente flora melifera: Astragalus type, Anacar-
diaceae, Acacia nigrescencis, Myrtaceae, Poaceae, Carex type, Acacia sp., Mimosa sp.,
Brachystegia sp., Sesamum sp., Nymphaeaceae, Afzelia quanzensis, Ekebergia capensis,
Lonchocarpus pacassa, Pterocarpus brenanii, Combretum zeyre, Brachystegia boehmii,

Brachystegia spiciformis, y Erythrophleum suaveolens.

Sofala. Esta localizada en el centro del pais con una precipitacion media de 1000
mm/aio, caracterizandose por la siguiente flora melifera: Astragalus type, Sterculia afri-
cana, Anacardiaceae, Acacia nigrescencis, Myrtaceae, Poaceae, Carex type, Acacia sp.,
Mimosa sp., Brachystegia sp., Sesamum sp., Nymphaeaceae, Convolvulaceae, Vernonia

sp., Sigesbeckia sp., Brachystegia sp., Caryophyllaceae, Entandophragma caudatun,
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Campanulaceae, Diospyros mespiiformis, Brachystegia boehmii, Paralepistemon shiren-
sis, Acacia robusta, Dplorhynchus sp., Dalbergia melanoxylon, Millettia stuhlmanii, As-
teraceae, Milicia excelsa, Hiteropyx natalensis, Plyllanthus sp.y Pterocarpus angollen-
Sis.

Manica. Esta localizada en el centro de Mozambique con una precipitacion media
de 1000 mm, caracterizdndose por ser una region con vegetacion tipo sabana, con arboles
y arbustos de un elevado potencial para la poblacion de miel como. Astragalus type, Myr-
taceae, Poaceae, Carex type, Acacia sp., Mimosa sp., Brachystegia sp., Sesamum sp.,
Nymphaeaceae, Vernonia sp., Sigesbeckia sp., Caryophyllaceae, Brachystegia boehmii,
Campanulaceae, Poaceae, Combretaceae, Guibourta conjugata, Afzelia quanzensis, Eke-
bergia capensis, Lonchocarpus pacassa, Pterocarpus brenanii, Combretum zeyre, Eryth-

rophleum suaveolens, Acacia nigrescencis, Anacardiaceae y Pterocarpus angolensis.
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Figura 1.2. Zonas (provincias) de mayor produccion de miel en Mozambique.

Fuente: Autor
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1.1.3. Produccion y comercializacion de miel

La produccion de miel, como ya se ha comentado, ha sido identificada como un
medio para aumentar la sostenibilidad de las comunidades rurales pobres de Africa (Brad-
bear, 2005; Serem & Bester, 2012), y su explotacion juega un papel importante para el
alivio de la pobreza de las poblaciones rurales mozambiquenas, tanto como alimento,
como fuente de ingresos para las familias con las ventas de este producto (Zandamela,

2008; Tanleque-Alberto, et al., 2018).

En Africa, la cantidad de miel producida es de unas 170 mil toneladas anuales,
mostrando una tendencia a la estabilidad en los ultimos 10 afios. Este volumen de pro-
duccidn representa el 10.4% de la produccion mundial de miel, que esta liderada por Asia
(40.8%), seguida de Europa (23.9%), América (22.7%) y Oceania (2.1%) (Figura 1.3). El
continente africano importa mas miel que exporta, 9.9 mil toneladas frente a 2.9 mil to-

neladas (FAOSTAT, 2016).

10,40%

2,10%
23,90% ‘

40,80%

= Africa = América = Asia = Europa = Oceania

Figura 1.3. Produccion de miel por continentes.
Fuente: FAOSTAT, (2016)

Etiopia es el mayor productor de miel en Africa y el décimo en el mundo, con 47.7
mil toneladas en 2016 (Figura 1.4.). Recientemente, Etiopia ha empezado a exportar miel
a otros paises, concretamente en 2014, el volumen de exportacion fue de 0.904 mil tone-

ladas (FAOSTAT, 2016).
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Figura 1.4. Principales paises productores de miel en el mundo.
Fuente: FAOSTAT, (2016)

En Mozambique, la produccion de miel es relativamente escasa, unas 600 toneladas
de miel/ano (FAOSTAT, 2016), con una tendencia creciente de 100 toneladas de
miel/afio, en los ultimos 5 afios. Se estima que la capacidad de produccién es de 3.600
toneladas/afno (Jooster & Smith, 2004) debido a la disponibilidad de recursos agroecolo-
gicos. Sin embargo, hoy en dia se esta muy lejos de esa cifra debido a que las explotacio-
nes en su mayoria son pequeas, y ademas algunos apicultores desconocen las adecuadas

técnicas apicolas.

La produccion de miel del pais se dirige fundamentalmente al mercado interno,
vendiéndose directamente por el productor, en pequefios mercados, ferias comerciales y
ventas ambulantes o por revendedores. El autoconsumo también es significativo como
alimento y algunos productores la utilizan como pago a cambio de servicios. Actual-
mente, la miel del pais tiene dos tipos de mercados paralelos: por un lado, el destinado a
satisfacer a clientes exigentes, como instituciones hoteleras (con criterios mas rigurosos
y una garantia al consumidor en cuanto al origen y calidad del producto), y por otro, el
destinado a clientes menos exigentes, a precios relativamente asequibles (Tanleque-Al-

berto et al., 2018).

Actualmente algunas asociaciones de apicultores del pais estan recibiendo apoyos
técnicos y financieros por su reconocido potencial. Organizaciones no gubernamentales
(ONG) estan apoyando a cooperativas de pequefios productores en la gestion de venta de
miel de sus asociados. Sin embargo, todavia no se ha observado una red estable de co-
mercializacion debido a la falta de la infraestructura necesaria para ello (embalajes ade-
cuados, fragilidad de los contenedores a granel), asi como a la baja calidad de los produc-

tos. Con este apoyo, se conseguiria satisfacer las necesidades del mercado interno y evitar
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la dependencia de las importaciones. Una mejor explotacion de este recurso por parte de
la poblacion rural significaria una importante fuente de ingresos y, por lo tanto, una dis-
minucién de la pobreza (Tanleque-Alberto et al., 2018; Escriche, Tanleque-Alberto, Vis-
quert & Oroian, 2017a).

1.1.4. Produccion y comercializacion de cera

La cantidad de cera producida en Africa es de aproximadamente 15.2 mil toneladas
anuales, mostrando una tendencia a la estabilidad en los ultimos 5 afios, segin datos de
2016 de la FAO. Este volumen representa el 24.4% de la produccion mundial de cera de
abeja, liderada por Asia (47%), América (21.8%), Europa (5.9%) y Oceania (0.9%) (Fi-
gura 1.5.). Etiopia es el mayor productor de cera del continente africano y el tercero del
mundo, con 4.6 mil toneladas en 2016. Otros paises africanos como Kenia y Angola con
2.4 mil y 2.3 mil toneladas, también son importantes productores ocupando el sexto y

séptimo lugar en la producciéon mundial (FAOSTAT, 2016).

En Mozambique la produccion y comercializacion de cera, al igual que la de otros
productos apicolas es escasa. Seglin datos estimados por la FAO, es de unas 85 toneladas
de cera/afio con una tendencia creciente de 3 toneladas/afio en los tltimos 5 afios (FAOS-
TAT, 2016). La mayoria de los apicultores después de recolectar los panales de cera ge-
neralmente los destruyen, ya que desconocen el valor que podria tener en el mercado
nacional e internacional. Aunque el manejo de este producto no presenta gran dificultad
(aplicacion de calor y filtrado), es necesario adiestrar a los apicultores en las técnicas de
aprovechamiento y transformacion del mismo. Ademas, su almacenamiento y transporte
no son complicados ya que no se requiere de contenedores especiales, y no se deteriora

con el tiempo (Bradbear, 2005).

0,90%
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Figura 1.5. Proporcion de produccion mundial de cera de abeja.

Fuente: FAOSTAT, (2016)
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1.1.5. Sistemas de explotacion apicolas

Teniendo en cuenta la falta casi total de datos cientificos sobre los sistemas de ex-
plotacion apicolas en Mozambique (Zandamela, 2008), para llevar a cabo la presente te-
sis, en primer lugar se realizd un trabajo de campo en las zonas de estudio (Nampula,
Zambezia, Sofala y Manica) con la finalidad de recopilar informacion sobre las practicas
apicolas asociadas al sistema de extraccion, produccién y comercializacion de los pro-
ductos apicolas (miel y cera) del pais (Tanleque-Alberto et al., 2018). Esta informacion
no figura en la presente tesis, pero en Anexos se muestra la encuesta que pasoé a los api-

cultores.
1.1.5.1. Tipos de colmenas usadas

Desde el origen de la apicultura las colmenas han sufrido una notable evolucion
paralela a los cambios tecnoldgicos aplicados a los trabajos apicolas. El hombre aprendio
que las abejas son mas productivas y mas faciles de reproducir si ponen sus crias dentro
de un nido (colmena) (Bradbear, 2005). La colmena se debe colocar en lugares que dis-
pongan de condiciones favorables para que las abejas meliferas nidifiquen. Es decir, de-
ben disponer de agua en sus cercanias, cantidad de arboles y plantas que florezcan en el
area, al abrigo del viento y de la luz directa del sol (Bradbear, 2005; Zandamela, 2008).
El unico proposito de las colmenas es el de estimular a las abejas para que pongan sus
nidos en un lugar accesible para el apicultor, de la misma forma que lo harian en una
cavidad natural, facilitando asi las tareas de extraccion de miel, cera y los demas produc-

tos de la colmena.

En Mozambique coexisten las colmenas tradicionales (Figura 1.6), construidas con
materiales locales (tales como troncos huecos, cilindros de cortezas, ollas de barro, hierba
o caias entretejidas, en funcion de su disponibilidad) y las colmenas de construccion mas
moderna [de barras superiores (horizontales) y de cuadros moviles (verticales)] (Zanda-

mela, 2008; Tanleque-Alberto et al., 2018).
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Figura 1.6. Construccion de colmena tradicional usando material local, provincia de Zambezia.
Fuente: autor

En la temporada 2001/2002 (Gnico dato disponible), se contabilizaron en el pais
2000 apicultores, con 700 colmenas modernas y un numero sin determinar de colmenas

tradicionales (EMTF, 2004).

Las colmenas de barras superiores (horizontales), son ampliamente usadas en paises
africanos, como es el caso de Mozambique, Tanzania y Kenia (Figura 1.7.). Para que estas
colmenas sean funcionales se busca que las abejas construyan sus panales a partir de una
serie de barras que facilitaran la posterior manipulacion de los marcos individuales. Estan
hechas en un cajon de seccion trapezoide cuyos lados estan inclinados en angulo de 60°,
pueden contener hasta 40 marcos (barras) con la misma forma. El angulo de las paredes
laterales sirve para que las abejas no peguen el panal a los lados. El marco es solo un
cabezal con algun tipo de alambre que le da mas soporte a la cera. Las barras superiores
necesitan ser construidas con precision, para garantizar los mismos espacios que los pa-
nales que las abejas encuentran en su nido natural. (Bradbear, 2005; Gutiérrez, 2017;
Tanleque-Alberto et al., 2018). Este tipo de colmena es muy econdémica en su construc-
cion y manejo, no requiriendo de la utilizacion de cera estampada. Ademads, permite man-

tener un niamero importante de colonias (Bradbear, 2005).
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Figura 1.7. Colmenas de barras superiores (horizontales), provincia de Sofala.

Fuente: autor

Las colmenas de marcos moviles (verticales) se usan mayoritariamente en los paises
industrializados, y poco en paises en vias de desarrollo, como es el caso de Mozambique.
Estas, consisten en unos cuadros rectangulares de madera o plastico, que sostienen los
panales. Estos cuadros tienen dos ventajas fundamentales: permiten la inspeccidon y ma-
nipulacion de las colonias (tales como el transporte de los cuadros de abejas o cuadros
llenos de una colonia bien desarrollada para reforzar otra mas débil) y permiten altas co-
sechas de miel (al reutilizarse los cuadros varias veces y evitar a las abejas la construccion
de nuevos panales) (Bradbear, 2005; Tanleque-Alberto et al., 2018). Sin embargo, esta
reutilizacién puede provocar el deterioro de los cuadros, dejando de ser ttiles. Cuando
esto ocurre se elimina el panal con cera vieja, y se coloca una nueva lamina de cera es-
tampada, construida a partir de cera vieja, fundida y moldeada. En este tipo de colmena
los cuadros se insertan como “una especie de archivador con carpetas suspendidas en
vertical”, generalmente de madera, pudiendo tener de 1 a 4 alturas (llamadas alzas) (Fi-
gura 1.8.). La parte inferior de la colmena se utiliza para la reproduccion (camara de cria),
y es donde la reina deposita sus huevos y se desarrollan las futuras abejas. Encima de ésta
se coloca una malla metdlica (excluidora de reina) que permite que las abejas obreras
circulen a las diferentes alturas, a través de la colmena, impidiendo que lo haga la reina
(de mayor tamafio) (Bradbear, 2005; Gutiérrez, 2017; Tanleque-Alberto et al., 2018). Las
alzas superiores, son usadas exclusivamente por la colmena para almacenar la miel. Los
cuadros deben poder colocarse con exactitud y los espacios entre éstos tienen que ser
iguales a los espacios de los nidos naturales, tal y como se ha mencionado en el caso de

las colmenas horizontales (Bradbear, 2005).
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La madera con la que se fabrican las colmenas debe estar seca, cuidadosamente
cortada y cepillada. Requieren mucho trabajo para su construccion y manutencion y hay

que prever un facil cambio de las piezas deterioradas (Bradbear, 2005; Gutiérrez, 2017).

Figura 1.8. Colmenas de cuadros moviles (verticales).

Fuente: autor
1.1.5.2. Recoleccion y procesado de la miel

La produccion de miel en Africa proviene principalmente de las colmenas tradicio-
nales y sistemas de explotacion tradicional (Muli, Munguti & Raina, 2007). Esta produc-
cién depende principalmente de las condiciones climatologicas y de la vegetacion. La
recoleccion de miel en el pais se lleva a cabo dos veces al afo, generalmente a finales de
verano y a principios de inverno, dependiendo de la zona. En las zonas de Nampula y
Zambezia el periodo de cosecha varia de marzo a mayo y de septiembre a diciembre
mientras que en las zonas de Sofala y Manica (centro del pais), el periodo de cosecha
varia de febrero a abril y de octubre a diciembre (Zandamela, 2008; Tanleque-Alberto et

al., 2018).

En la recoleccion, las practicas apicolas pueden no ser las adecuadas debido funda-
mentalmente a falta de informacion. Algunos apicultores (cazadores de miel) para reco-
lectarla y evitar que las abejas piquen, crean humo prendiendo fuego a las hierbas situadas
bajo los arboles donde se encuentran los nidos. Estos fuegos antropogénicos a veces, se
extienden, afectando no solo a las colonias de abejas, sino también a otras especies (Snook
et al., 2015). En otras ocasiones el humo se hace de manera no destructiva. Como curio-
sidad cabe decir que algunos apicultores consiguen evitar la agresividad de las abejas
utilizando ciertas especies de plantas (conocidas por ellos desde tiempos ancestrales) sin

necesidad de crear humo.
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Si el apicultor no es habil, durante la extraccion de la miel, puede provocar la muerte
de gran parte de las abejas e incluso la destruccion de la colmena. Esta puede quedar vacia
durante un tiempo y si hay abundancia de colonias silvestres en el area, un enjambre
ajeno, podria establecerse en esta colmena vacia y comenzar a construir un nido nuevo

(Bradbear, 2005; Tanleque-Alberto et al., 2018).

Para procesar la miel, tanto en las colmenas locales tradicionales como en las de
barras superiores, los apicultores cortan la parte externa del cuadro con la miel operculada
(cubiertos por una capa protectora de cera). En general, seleccionan los cuadros que pre-
senta mas del 60% de la superficie operculada, y con un cuchillo desoperculador eliminan
la capa de cera que cubre el panal, evitando dafiar el resto que contienen la cria. Una vez
extraidos, se colocan en un extractor con fuerza centrifuga o prensado a mano, segun las
condiciones existentes. La extraccion mediante prensado a mano es un método artesanal
que consiste en colocar los panales de miel, operculados y sin larvas, sobre una malla que
se va retorciendo a fin de exprimir y dejar escurrir la miel que contiene, para ir recogén-
dola en un recipiente. En Mozambique, solo los apicultores que tienen cierto apoyo téc-
nico y pertenecen a asociaciones usan la centrifuga para la extraccion de miel. En la zona
de Sofala es donde mas se usa la centrifuga para la extraccion de la miel en relacién con

las otras zonas (Zandamela, 2008; Tanleque-Alberto et al., 2018).

Una vez que el apicultor ha extraido la miel de los panales, la deja decantar unos
dias para separarla de las diferentes impurezas que puedan quedar, posteriormente la fil-
tran y envasan. En grandes explotaciones o cooperativas, se lleva a cabo un procesado
“mas industrial”, el cual implica una serie de operaciones: licuacion (40-55 °C, general-
mente varia entre 2 y 4 dias); pasterizacion y envasado. Estos “procesos industriales”
deberian estar bien controlados, ya que la miel no debe calentarse ni procesarse hasta el
punto de que pueda sufrir cambios en su composicion esencial o que afecte su calidad

(Codex Alimentarius, 2001).
1.2. La miel

La miel es un alimento natural producido por las abejas meliferas a partir del néctar
o de las secreciones de las plantas vivas. El néctar es una disolucién acuosa constituida
mayoritariamente de azucares: sacarosa, glucosa y fructosa, en diferentes proporciones y
de otras sustancias como sales minerales, dcidos orgadnicos, aromas, etc. Este néctar es

segregado por los vegetales (plantas) en los nectarios, situados habitualmente en la flor,
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aunque también en las hojas o estipulas (Juan-Borras, 2016). Para producir la miel, las
abejas recogen este néctar y o los mielatos de ciertas plantas, lo transportan a la colmena
en una zona especial de su aparato digestivo llamado y lo introducen en las celdillas. Una
vez en el panal estas sustancias se siguen deshidratando y experimentando transforma-
ciones bioquimicas gracias a las enzimas aportadas por las abejas (Calatayud, 2002; Juan-
Borrés, 2016). Para completar su maduracion, las abejas ventilan la colmena con el mo-
vimiento de sus alas, produciendo unas corrientes de aire con la finalidad de mantener
una temperatura adecuada en el interior y eliminar parte del contenido acuoso de la miel
(Bradbear, 2005). El alto nivel de concentracion de aztcares, hacen a la miel un producto
biologico bastante estable, dificultando el desarrollo de hongos y levaduras. La miel, una
vez extraida de los panales y durante su almacenamiento posterior sigue transformandose,
por accion de las enzimas, por lo tanto, no es simplemente una mezcla de componentes
que se almacenan de forma inerte, sino un conjunto de nutrientes sometidos a unas inter-
acciones y a unas condiciones ambientales que la modelaran como un alimento de calidad
(Escuredo, Dobre, Fernandez -Gonzalez & Seijo, 2014; Soares, Amaral, Oliveira & Ma-
fra, 2017). La miel estd compuesta principalmente de carbohidratos y otros componentes
como enzimas, aminodcidos, acidos organicos, carotenoides, vitaminas, antioxidantes,
minerales y sustancias aromaticas (Codex Alimentarius, 2001; Algarni, Owayss &
Mahmoud, 2012). Es un producto biolégico muy complejo que varia notablemente en su
composicidn, color, aroma y sabor, que depende principalmente de las flores de origen,
regiones geograficas, clima y especies de abejas involucradas en su produccion. Ademas,
se ve también afectada por las condiciones climaticas, de procesado, manipulacion, en-
vasado y almacenado (Tornuk et al., 2013; Escuredo et al., 2014; Juan-Borras, Domenech,
Hellebrandova & Escriche, 2014; Visquert, 2015; Silva, Gauche, Gonzaga, Costa & Fett,
2016).

1.2.1. Tipos botanicos de miel

Hay una amplia variabilidad en las caracteristicas de la miel, directamente relacio-
nadas con los diversos factores anteriormente mencionados. De esta manera, segin el
origen botanico de las plantas que liban las abejas, las mieles se clasifican en (Codex
Alimentarius, 2001; Zandamela, 2008; Juan-Borras et al., 2014; Visquert, 2015; Soares
et. al., 2017):

» Mieles monoflorales: en cuya composicion domina el néctar de una determi-

nada especie vegetal, por ejemplo, la miel de azahar o la miel de romero se
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obtienen por libacion, principalmente, de las flores de los géneros citrus y ros-
marinus, respectivamente.

» Mieles multiflorales o "milflores": éstas resultan de la libacion de muy diver-
sas plantas, sin que ninguna de ellas predomine sobre las otras en un porcentaje
suficiente para ser considerada como monofloral.

» Mieles de mielada: son las producidas, mayoritariamente, a partir de sustan-
cias azucaradas segregadas por las plantas o por los seres vivos que habitan en
ellas; por ejemplo: mieles de encina, roble, carrasca

Todas las mieles monoflorales tienen estipulados (nivel comercial, marcas de cali-
dad) unos % minimos de polen de la principal fuente botanica, y por lo tanto no existe
una miel puramente monofloral, debido a que las abejas pecorean siempre en diferentes
especies botanicas, incluso cuando hay una especie predominante. De esta menera, ciertas
variedades de mieles pueden ser producidas en diferentes paises con diferentes niveles de
'unifloralidad', a raiz de la mayor o menor presencia de la planta correspondiente, y esto
puede conducir a una percepcion ligeramente diferente, de un pais a otro (Juan-Borras,

2016).

Por lo general, una miel se clasifica como monofloral cuando al menos el 45% de
los granos de polen presentes provienen de una sola especie botanica. Sin embargo, hay
ciertas excepciones, y hablamos de mieles “infrarrepresentadas” cuando este porcentaje
es mucho menor, como en el caso de las mieles de lavanda y azahar, para las que solo se
requiere el 10% de polenes presentes (Juan-Borras, M., Periche, A., Domenech, E. &
Escriche, 1. 2015). Por el contrario, hablamos de mieles “suprarrepresentadas” cuando se
requiere un porcentaje mucho mayor, asi la miel de eucalipto y castafio, entre otras, ne-
cesitan contener un 70% y 90% de pdlenes presentes respectivamente (Soares et. al.,
2017). Las mieles de mielada, al no proceder principalmente de néctar de flores, contienen
un menor numero de pélenes de estas plantas y una cantidad mayor de pdlenes de plantas
anemofilas (contaminantes) (Juan-Borras et al., 2014; Visquert, 2015; Soares et. al.,
2017). Ademas, estas mieles suelen presentar restos de hongos, hifas, determinadas clo-
roficeas (algas verdes) y en menor medida especies de los géneros Chlorococcus y Cys-

tococcus, que son consideradas como bioindicadores de mielada (Garcia-Pérez, 2003).

El hecho de que una miel dependa de su origen geografico, regioén y entorno cir-
cundante en el que se ubican las colmenas, hace que adquieran ciertas caracteristicas y

propiedades (Soares et. al., 2017). Asi, otra forma de clasificar la miel para darle un valor
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afiadido es seglin su origen geografico, utilizando, por ejemplo, ciertas etiquetas, como
denominaciones de origen protegida (DOP) o identificaciones geograficas protegidas
(IGP) (Regulation (EEC) N°2081/92). Como ocurre con otros productos, las mieles DOP
y IGP generalmente presentan caracteristicas que estan relacionadas, de manera esencial
o exclusiva, con una region especifica o un entorno local particular, como factores natu-
rales y humanos inherentes al lugar de produccion. Es por ello, que el origen geografico
es un parametro importante con respecto a la diferenciacion y valorizacion de la miel.
Cabe destacar, que en Mozambique no existen este tipo de denominaciones, ni siquiera

se distinguen variedades de miel en funcién de su origen botéanico.
1.2.2. Composicion quimica de la miel

La miel estd copuesta en su mayoria por azucares (60-85%) y agua (12-23%) (Es-
curedo, Miguez, Fernandez-Gonzalez, & Seijo, 2013; Machado De-Melo, Almeida-Mu-
radian, Sancho & Pascual-Mat¢, 2017), ademas de 200 componentes minoritarios, entre
los que se encuentran, proteinas (enzimas), acidos organicos, minerales (incluyendo cal-
cio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, fosforo, potasio, sodio y zinc), vitaminas (espe-
cialmente vitamina B6, tiamina, niacina riboflavina y acido pantoténico), pigmentos,
compuestos antioxidantes y una gran variedad de compuestos volatiles (Pontes, Marques
& Camara, 2007; Ciulu et al., 2011; Algarni et al., 2012; Escuredo et. al., 2013; Alberto,
2015; Silva et al., 2016).

Carbohidratos

Los carbohidratos constituyen los componentes mayoritarios de la miel, represen-
tando el 95-99% de la materia seca y entre el 75 y 82% del total. Los monosacaridos,
fructosa y glucosa, son los azlicares mas importantes (85-95%) (Machado De-Melo et al.,
2018), siendo de manera general la fructosa (33-42%) més abundante que la glucosa (27-
36%). Aunque en casi todos los tipos de miel, la fructosa es el carbohidrato mayoritario,
hay algunas excepciones, tales como, por ejemplo, la miel de colza (Brassica napus) y la
de diente de ledn (Taraxacum officinalis), donde la fraccion de glucosa puede llegar a ser
mayor que la de fructosa (Escuredo et al., 2014), hecho que produce que este tipo de
mieles, en general, tengan una cristalizacion mas rapida. En menor proporcion se encuen-
tran los disacaridos sacarosa (generalmente inferior al 5%) y maltosa (4%), y por ultimo
otros disacaridos y oligosacaridos como erlosa, ramnosa, trehalosa, nigerobiosa, isomal-

tosa, maltotetraosa, maltotriosa, maltulosa, melezitosa, melibiosa, nigerosa, palatinosa,
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turanosa, rafinosa, y otros (Fuente, Ruiz -Matute, Valencia-Barrera, Sanz & Castro,
2011). Cabe destacar que el disacarido sacarosa, rico en el néctar, esta formado por una
molécula de fructosa y una de glucosa a través de una union a-1,4. Cuando es hidrolizado
por la enzima invertasa, aportada por la abeja, produce una mezcla equimolar de las he-
xosas fructosa y glucosa en la miel (Kamal & Klein, 2011; Silva et al., 2016). La maltosa
también sufre una hidrolizacién enzimatica, pero en este caso por efecto de la enzima a-
glucosidasa, dando como resultado dos moléculas de glucosa (Soldatkin et al., 2013). El
contenido del resto de azucares minoritarios (producidos por la accion de la invertasa) es

mayor en las mieles de mielada que en las de néctar (Bogdanov, 2011).
Agua

El agua es el segundo componente mas importante de la miel. Su contenido puede
oscilar entre un 13 y un 25%, dependiendo de las condiciones climaticas, estacion del
afno, humedad del néctar de origen, grado de maduracion alcanzado en la colmena, mani-
pulacion por parte de los apicultores, y condiciones de almacenamiento (Gallina, Stocco
& Mutinelli, 2010; Yiicel & Sultanoglu, 2013; Escriche, Tanleque-Alberto, Visquert &
Oroian, 2017a). El nivel de agua de una miel contribuye en su peso especifico, viscosidad,
sabor, calidad y en definitiva en el valor comercial del producto (Saenz & Gomez, 2000;

Silva et al., 2016).
Compuestos aromaticos

Los componentes volatiles, presentes en una miel estan constituidos principalmente
por alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, terpenos, compuestos fenolicos, derivados de
benceno, acidos grasos, acidos, hidrocarburos y compuestos ciclicos (Alissandrakis,
Daferera, Tarantilis, Polissiou, & Harizanis, 2003; Jerkovic', Tuberoso, Marijanovic, Jelic
& Kasum, 2009; Juan-Borras, 2016; Machado De-Melo et al., 2018). Estos compuestos,
tienen su origen fundamentalmente de las plantas, bien directamente o como consecuen-
cia de reacciones quimicas. Ademas, pueden aparecer compuestos negativos por malos
tratamientos postcosecha o alteraciones microbianas (Escriche, Visquert, Juan-Borras &

Fito, 2009; Barra, Ponce-Diaz & Venegas-Gallegos, 2010; Silva et al., 2016).

Los componentes volatiles junto con los aztcares, los acidos de la miel, asi como
ciertos componentes del néctar contribuyen definitivamente en su aroma y sabor (Monte-
negro, Gomez, Pizarro, Casaubon & Pefia, 2008; Juan-Borras, 2016; Machado De-Melo,

et al., 2017). Las mieles uniflorales tienen un sabor distintivo de la planta, debido a la
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presencia de ciertos compuestos organicos volatiles de los néctares de los que proceden
(Castro-Vazquez, Diaz-Maroto & Pérez-Coello, 2007; Escriche, Sobrino-Gregorio, Con-
chado & Juan-Borrés, 2017b). Algunos alcoholes, como por el ejemplo el 3-metil-3-bu-
ten-1-ol y el 2-metil-2-buten-1-ol, presentes en ciertas variedades de miel les proporcio-
nan caracteristicas de frescura (Castro-Vazquez et al., 2007; Escriche et al., 2017b). La
presencia en ciertas mieles de los acidos carboxilicos de cadenas de carbono larga, pro-
porcionan a la miel sabores que pueden variar de picante a rancio, por su parte los de
cadena corta, como el acido acético, le aportan un aroma y sabor picante, mientras que el
acido butanoico y hexanoico (propios de mantequilla) le dan un aroma rancio (Escriche,

, 2009; Barra, Ponce-Diaz & Venegas-Gallegos, 2010).

Se han identificado mas de 400 compuestos diferentes en la fraccion volatil de la
miel. Algunos de ellos, pueden servir como marcadores de mieles monoflorales. Muchos
estudios se han llevado a cabo en las Gltimas décadas en relacion a los componentes vo-
latiles de las diferentes variedades de mieles y distintas procedencias (Radovic et al.,
2001; De la Fuente, 2005; Castro-Vazquez et al., 2009). En algunos de ellos, la caracte-
rizacion de la fraccion volatil ha ayudado en la autentificacion de su origen botanico
(Kadar et al, 2011). Por ejemplo, el 3,9-epoxi-1-p-mentadieno, t-8-p-menthan-6xido-1,
2-diol y cis-rose se han propuesto como marcadores de miel de limon, las dicetonas, com-
puestos de azufre y alcanos son caracteristicos de la miel de eucalipto, mientras que el
hexanal y el heptanal son los principales compuestos en el aroma de la miel de lavanda
(Radovic et al., 2001; Castro-Vazquez et al., 2007; Karabagias, Badeka, Kontakos, Kara-
bournioti & Kontominas, 2014; Silva et. al., 2016; Machado De-Melo et al., 2018; Escri-
che et al., 2017b).

Muchos de estos componentes son muy labiles y dependiendo de las condiciones
ambientales a las que sea sometida la miel, pueden llegar a desaparecer (excesivo calen-
tamiento o inadecuada conservacion). Las mieles mantenidas durante algunos afios a tem-
peratura ambiente pierden su aroma natural y se vuelven muy semejantes entre si por la
presencia de productos de degradacion, que son en su mayoria desagradables al paladar

(Visquert, 2015; Silva et al., 2016).
Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos o sistemas que pueden interactuar de forma se-

gura con los radicales libres (Asimi, Sahu & Pal, 2013; Oroian & Escriche, 2015).
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Los radicales libres poseen diferentes papeles en el organismo, de manera positiva
se encuentran involucrados en la produccion de energia, fagocitosis, regulacion del cre-
cimiento celular, senalizacion intercelular y sintesis de sustancias biologicas importantes
(Shami & Moreira, 2004). Sin embargo, su exceso puede llegar a ser perjudicial produ-
ciendo dafios en el ADN, proteinas y a nivel celular (mitocondrias, membranas, altera-
ciones estructurales, etc. Pueden estar involucrados en diversas patologias, como son can-
cer, envejecimiento precoz, enfermedades cardiovasculares, degenerativas y neurologi-
cas, choque hemorragico, cataratas, disfunciones cognitivas, etc. Para combatir el exceso
de estos radicales libres, los organismos vivos por un lado producen sustancias antioxi-
dante capaces de regenerar o prevenir los dafios oxidativos, y por otro las obtienen de
fuentes externas (alimentos), tales como la miel (Silva, Borges & Ferreira, 1999; Alves,

David, David, Bahia & Aguiar, 2010).

En los tltimos afios la miel ha sido descrita como una importante fuente de antioxi-
dantes naturales, por ello su consumo esté asociado a la reduccion del riesgo de determi-
nadas patologias: enfermedades cardiacas, cancer, enfermedades del sistema inmunolo-
gico, entre otras (Ferreira et al., 2009). Los compuestos bioactivos con actividad antioxi-
dantes son omnipresentes en todos los 6rganos de las plantas, son transferidos a la miel
cuando las abejas recogen el néctar o los mielatos. Estos compuestos (Figura 1.9) inclu-
yen sustancias enzimaticas (catalasa, glucosa oxidasa, peroxidasa) y no enzimaticas
(acido ascorbico, a-tocoferol, carotenoides, aminoacidos, proteinas, productos de reac-
cion de Maillard, flavonoides y acidos fenolicos) (Gheldof et al., 2002; Al et al., 2009;
Ferreira et al., 2009; Kadar, Juan-Borras Carot, Domenech & Escriche, 2011). Entre los
de naturaleza no enzimatica destacan, los polifenoles especialmente los flavonoides (fla-
vonas, flavonoles, flavanonas, antocianidinas, isoflavonas y chalconas) y los 4cidos fe-
noélicos (acidos hidroxibenzoicos y hidroxicinamicos), que en su conjunto constituyen un
grupo importante por sus propiedades funcionales y su importancia terapéutica (Challa-
combe, Abdel-Aal, Seetharamana & Duizer, 2012). Los compuestos polifenolicos pueden
ser desde simples con un anillo aromético de bajo peso molecular, hasta moléculas com-
plejas y polifenoles derivados (Silici, Sagdic & Ekici, 2010; Crozier, Jaganath & Clifford,
2009; Oroian & Escriche, 2015; Silva et. al., 2016).
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Antioxidantes

Antioxidantes Antioxidantes no
enzimaticos enzimaticos
Enzimas Enzimas Minerales [ 1] Vitaminas
A . zinc, selenio A,C.K,E
primarias secundarias (zinc. ) ( )
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Isoflavonas [——1 Antocianidinas

Figura 1.9. Clasificacion de los antioxidantes de acuerdo a su naturaleza enzimatica.
Fuente: Ribeiro, (2013)

La actividad antioxidante de los acidos fenolicos y flavonoides, en la mayoria de
los casos, depende del nimero y de la posicion de los grupos hidroxilo, ademas, de otros
sustituyentes, asi como de la glicosilacion de las moléculas. Los flavonoides tienen una
estructura nuclear C¢-C3-Cg, que implica dos anillos de benceno conectados por un anillo
de pirano (Figura 1.10, imagen a). Las sustituciones en los anillos dan lugar a sus clases
principales de flavonoides (Silva et al., 2016), en los que la presencia de ciertos grupos
hidroxilo en estos anillos aumenta su actividad antioxidante. Los patrones de sustitucion
en el anillo A y el anillo B, el enlace 2,3-doble (insaturado) y el grupo 4-oxo en el anillo
C, también afectan a la actividad antioxidante de estos compuestos (Figura 1.10 a); asi,
su glicosilacién disminuye su actividad antioxidante cuando se compara con las corres-

pondientes agliconas (Sghaier et al., 2011; Silva et al., 2016).

En el caso de acidos fenolicos, los acidos hidroxibenzoicos tienen una estructura
general C;-Cg derivada del acido benzoico (Figura 1.10, imagen b). Se pueden encontrar
variaciones en esta estructura en la metilacion e hidroxilacion del anillo aromaético (Tsao,
2010; Silva et al., 2016), entre los que cabria mencionar el acido hidroxibenzoico, vani-

lico, jerarquico, salicilico, galico y elagico. Estos acidos fenolicos pueden estar presentes
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en su forma soluble en células, combinados con azicares o acidos organicos, o bien junto
con células unidas con ligninas (Silva et al., 2016). De la misma manera, los acidos hi-
droxicinamicos tienen una estructura general de Ceq-Cs (Figura 1.10, imagen c), que
cuando presentan diferencias en los sustituyentes de los anillos dan lugar a diferentes
compuestos tales como acido cumarico, cafeico, fertlico y sinapico, entre otros. Estos
estan presentes normalmente en su forma conjugada como ésteres de hidroxiacidos (Rice-

Evans & Packer, 2003).

(o) «
COOH

R1

)
<. _~COOH
HO
R1

2
OH

Figura 1.10. Estructura quimica general de: flavonoides (a), acidos hidroxibenzoicos (b) y 4ci-
dos hidroxicinamicos(c).

Varios estudios han demostrado una fuerte correlacion entre el contenido de com-
puestos fenolicos en mieles de diversas fuentes geograficas y botanicas, y sus capacidades
antioxidantes y actividades antibacterianas (Gheldof, Wang & Engeseth, 2002; Meda,
Lamien, Romito, Millogo, Nacoulma, 2005; Alvarez-Suarez et al., 2012; Escuredo, Silva,
Valentao, Seijo & Andrade, 2012). Por ejemplo, la naringenina, el acido cafeico, y la
hesperidina se ha utilizado como marcadores para la miel de citricos (Tomas-Barberan,
Martos, Ferreres, Radovic & Anklam, 2001; Escriche et al., 2011); el kaempferol para la
miel de romero; la quercetina para la miel de girasol (Tomas-Barberan et al., 2001); al-
gunos acidos fenolicos como el 4cido eldgico para la miel de brezo (Antony, Han, Rieck
& Dawson, 2000), y los hidroxicinamatos (4cidos cafeico, p-cumarico y ferulico) para la

de castano (Merken & Beecher, 2000).

Proteinas y aminodcidos

La miel tiene un contenido en proteinas muy bajo, su principal fuente es el polen, y
en menor medida los liquidos y secreciones del néctar, y ademas de las glandulas salivales

y de la faringe de la especie de abeja productora (Escuredo et al., 2013). La miel de Apis
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cerana contiene entre 0.1% y 3.3% de proteina, mientras que la miel de Apis mellifera

contiene entre 0.2% y 1.6%.

Los aminoacidos libres estan presentes en una cantidad aproximada de 100 mg/100
g de materia seca (Won, Li, Kim Rhee, 2009; Juan-Borras, 2016). Se han detectado alre-
dedor de 26 aminoacidos en la miel (Hermosin, Chicon & Cabezudo, 2003; Machado De-
Melo et al., 2018), y su abundancia depende del origen de la miel, si es de néctar o mielada
(Hermosin et al., 2003). Por otro lado, también dependen de las practicas apicolas, asi el
mayor porcentaje se encuentra en las mieles de prensado, actualmente poco comunes, y
por consiguientes ricas en sustancias nitrogenadas. Por el contrario, el contenido en ni-
trogeno (0.04% correspondiente a un 0.26% de proteina) de las mieles centrifugadas es
menor (Visquert, 2015; Juan-Borras, 2016). Entre los aminoacidos destaca la prolina
(procedente de las abejas) que constituye entre el 50 y 85% de esta fraccion aminoacidica
(Iglesias et al., 2006; Juan-Borras, 2016). Se ha utilizado como criterio para evaluar la
maduracion de la miel y, en algunos casos, la adulteracion con azucares. Se acepta un
valor minimo de 180 mg/kg de prolina (Manzanares, Garcia, Galdon, Rodriguez & Ro-
mero, 2014; Hermosin et al., 2003). Ademas de la prolina, otros aminoacidos presentes
en la miel incluyen el 4cido glutamico, 4cido aspartico, glutamina, histidina, glicina, treo-
nina, B-alanina, arginina, a-alanina, 4&cido aminobutirico, tirosina, valina, metionina, cis-
teina, isoleucina, leucina, triptéfano, fenilalanina, ornitina, lisina, serina y asparagina (Re-

bane & Herodes, 2010; Silva et al., 2016).
Acidos orgdnicos

La miel es un producto acido, debido a la presencia tanto de 4cidos organicos como
de inorganicos, oscilando su pH entre valores de 3.2 y 4.5 (Visquert, 2015). Este medio
acido ayuda a inhibir la presencia y crecimiento de microorganismos (Karabagias, Ba-
deka, Kontakos, Karabournioti & Kontominas, 2014; Visquert, 2015; Juan-Borras, 2016).
Los acidos organicos, que son los mayoritarios, derivan, tanto de los azlicares por la ac-
cion de las enzimas segregadas por las abejas, como del néctar (Silva et al., 2016). El
acido predominante en la miel es el dcido gluconico, y su origen es la glucosa-oxidasa,
que las abejas meliferas segregan (Karabagias et al., 2014). Ademas de éste, el acido ci-
trico también estd presente en la miel, y la concentracion de ambos, se utiliza como un
pardmetro para diferenciar la miel floral de la de mielada (Mato, Huidobro, Simal-Lozano
& Sancho, 2006). También son de destacar los acidos levulinico y formico derivados de

las sucesivas reacciones del aldehido hidroximetilfurfual presente en la miel, que tras
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enlazarse con dos moléculas de agua, producen una molécula de 4cido levulinico y otra
de formico, aumentando asi la concentracion de acidez libre en la miel (Cavia, Fernandez-
Muino, Alonso-Torre, Huidobro & Sancho, 2007). El origen de los demas 4cidos es to-
davia incierto, aunque parece que algunos proceden del néctar o del mielato, mientras que

otros se forman mediante procesos enzimaticos y fermentativos (Visquert, 2015).

Los acidos intervienen en las propiedades organolépticas de la miel, ya que, ayudan
a otorgarle aroma, si bien no llegan a ser apreciados al estar enmascarados por los azica-
res. También estan relacionados con el color, el sabor de la miel y con sus propiedades
quimicas: acidez, pH y conductividad eléctrica. Por ello, los 4cidos organicos se usan para
discriminar las mieles de acuerdo con su origen botanico y/o geografico (Mato et al.,

2006; Silva et al., 2016).
Vitaminas

La miel contiene pequefias cantidades de vitaminas, que provienen principalmente
del polen de las flores visitadas por las abejas, asi como del néctar o los mielatos (Sainz-
Lain & Goémez-Ferreras, 2000; Machado De-Melo et al., 2018). Las vitaminas presentes
en la miel se conservan debido a su bajo pH (Bonté & Desmoulicre, 2013). El contenido
de vitaminas hidrosolubles es mayor que el de liposolubles, ya que la miel dificilmente
contiene sustancias lipidicas (Machado De-Melo et al., 2018). Entre las primeras se in-
cluyen vitamina C, tiamina (B1), riboflavina (B2), 4cido nicotinico (B3), 4cido pantoté-
nico (BY), piridoxina (B6), biotina (B8 o H) y acido folico (B9) (Leon-Ruiz, Vera, Gon-
zélez-Porto & Andrés, 2013; Machado De-Melo et al., 2018). Entre las segundas se in-
cluyen la vitamina A, D, E y K (Sainz-Lain & Gomez-Ferreras, 2000).

Enzimas

Las enzimas presentes en la miel son las encargadas de transformar los azucares del
néctar o de los mielatos. Entre ellas destacan la diastasa, la invertasa (a-glucosidasa), la
glucosa oxidasa, fosfatasa 4cida, y la catalasa (Sak-Bosnar & Sakac, 2012). Algunas de
ellas son introducidas por las abejas procedentes de su tracto gastrointestinal y otras pro-

ceden del néctar o mielatos (Juan-Borras, 2016).

Las diastasas (a-amilasas), que proceden tanto de la abeja como del néctar, se sabe
que son enzimas transformadoras de almidon. Al parecer, participan en la digestion del

polen, y no esté clara su funcion en el proceso de obtencion de la miel, ya que el néctar
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no contiene almidon (Juan-Borras, 2016). Las invertasas (a-glucoxidasas), de origen ani-
mal, por su parte, son las encargadas de desdoblar la sacarosa en fructosa y glucosa. Por
su parte las glucosa-oxidasas, de origen animal, actian sobre la glucosa para producir
acido gluconico y peroxido de hidrogeno (Moreira, Maria, Pietroluongo & Trugo, 2007).
Este ultimo tiene un efecto antibacteriano (Juan-Borrés, 2016). La fosfatasa 4cida, esta
presente principalmente en el polen, aunque también en el néctar. Esté relacionada con la
fermentacion de la miel, de manera que aquellas que presentan mayores valores de su
actividad, tendran una mayor tendencia a fermentar. Cabe destacar que dicha actividad
esta fuertemente influenciada por el pH de la miel, por lo que, a mayores valores de pH,
mayor es su actividad y mayor es el riesgo de fermentacion (Sdenz & Gomez, 2000; Juan-

Borras, 2016).
Minerales

Los minerales, en la naturaleza, se absorben en sus sales, se disuelven en el agua,
se mueven de las raices a la savia de la planta y luego se bombean al néctar o mielada, asi
como al polen (Machado De-Melo et al., 2018). En la miel los minerales son componentes
minoritarios procedentes de las plantas de las que pecorean las abejas, y consecuente-
mente son caracteristicos de los diferentes tipos de miel (Madejczyk & Baralkiewicz,

2008; Alqgarni et al., 2012;Silva et al., 2016).

El contenido de minerales en la miel oscila entre 0.02 y 0.3% en mieles de flores,
mientras que en miel de mielada puede alcanzar el 1% (Algarni et al., 2012; Silva et al.,
2016; Machado De-Melo et al., 2018). En general, las mieles oscuras, tales como las de
mielada, contienen més minerales que las claras (Karabagias, Louppis, Kontakos, Papas-

tephanou & Kontominas, 2017).

En las diferentes mieles se han encontrado minerales tales como potasio, magnesio,
calcio, hierro, fosforo, sodio, manganeso, yodo, zinc, litio, cobalto, niquel, cadmio, cobre,
bario, cromo, selenio, arsénico y plata (Belitz & Grosch, 1997; Madejczyk & Baralkie-
wicz, 2008; Silva et al., 2016). El potasio es el mineral mas abundante en la miel, repre-
sentando el 80% del total de estos, como resultado de su rapida secrecion por las fuentes
de néctar (Algarni et al., 2012; Yiicel & Sultanoglu, 2013; Machado De-Melo et al.,
2018).

La miel ha sido considerada como un potencial indicador de contaminaciéon am-

biental, como resultado de un proceso de bioacumulaciéon (Popa, Bostan & Popa, 2013).
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Algunos metales pesados, como arsénico, plomo, mercurio y cadmio, son toxicos si se
excede un cierto limite. Por lo tanto, la cuantificacion de estos elementos toxicos en las
mieles se vuelve importante por los posibles efectos que pueden presentar en la salud
humana, asi como el permitir indirectamente el biomonitoreo ambiental (Ajtony, Bencs,

Haraszi, Szigeti & Szoboszlai, 2007; Bilandzic et al., 2011).
1.2.3. Parametros fisicoquimicos y de calidad de la miel

La autenticidad de la miel mediante la identificacion o diferenciacion por su origen
botanico y/o geografico, ha sido estudiada por multiples autores, utilizando diferentes
métodos tales como: analisis polinico y analisis de componentes intrinsecos (volatiles,
compuestos fendlicos, aminoacidos, carbohidratos, etc.), junto con otros parametros

como: la conductividad eléctrica, el color, la actividad enzimatica, entre otros.

Los criterios de calidad para la miel estan definidos por el Codex Alimentarius.
(2001) (Tabla 1.1.). En el se establecen los requisitos esenciales de calidad que debe cum-
plir una miel destinada al consumo humano. Esta norma se aplica a la miel producida por

las abejas abarcando todos los estilos de presentacion de miel.

El Codex es un referente internacional que ha servido de base para elaborar normas
mas especificas a nivel de cada pais (Oyarzun, Figueroa & Tartanac, 2005). Esta norma
define, entre otras, las propiedades sensoriales y fisicoquimicas de la miel, y la cantidad
minima o maxima relacionada con los parametros de madurez, pureza y deterioro de las

mieles.
1.2.1.1. Parametros fisicoquimicos y de calidad legislados
Azucares

Tal y como se ha comentado, los azicares son el constituyente mayoritario de la
miel y a ellos se les atribuye gran parte de sus cualidades, como la viscosidad, propiedades
térmicas, sabor, tendencia a la granulacion, higroscopicidad, poder rotatorio, etc. (Kamal
& Klein, 2011; Silva et al., 2016). Segun las normas del Codex Alimentarius, (2001), la
cantidad minima de aztcares reductores debe ser de 60 g/100 g para la miel floral. Ade-
mas, la cantidad de sacarosa es un pardmetro muy importante para evaluar la madurez y/o

adulteracion de las mieles.
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Tabla 1.1. Caracteristicas composicionales y parametros de calidad de miel.

Fuente: Codex Alimentarius, (2001)

Contenido de azicares

Contenido de fructosa y glucosa (suma de ambas)

Miel de flores >60 g/100 g
Miel de mielada, mezclas de miel de mielada con miel de flores >45g/100 g
Contenido de sacarosa

En general <5¢g/100 g

Falsa acacia (Robinia pseudoacacia), alfalfa (Medicago sativa), <10 g/100 g
Banksia de Menzies (Banksia menziesii), Sulla (Hedysarum), Eucalipto

rojo (Eucalyptus camaldulensis), Eucryphia lucida, Eucryphia

milliganii, Citrus pp

Espliego «Lavandula spp.», borraja «Borago officinalis» <15¢g/100 g
Contenido de agua
En general <20%
Miel de brezo «Callunay y miel para uso industrial en general <23%
Miel de brezo «Calluna vulgaris » para uso industrial <25%

Contenido de sélidos insolubles en agua

En general <0.1g/100 g
Miel prensada <0.5g/100 g
Conductividad eléctrica

Miel no incluida en la enumeracion de los dos parrafos mas abajo <0.800
indicados, y mezclas de estas mieles mS/cm

Miel de mielada y miel de castafio, y mezclas de éstas, excepto con las ~ >0.800
mieles que se enumeran a cotunuacion mS/cm

Excepciones: madrofio «4rbutus unedoy, argana «Ericay, eucalipto, tilo
«Tilia spp», brezo «Calluna vulgaris», manuka o jelly Bush
«Leptospermumy, arbol del t& «Melaleuca spp.»

Acidos libres

En general <50meq/kg

Miel para uso industrial <80meq/ kg

Indice diastasico (escala de Schade)

En general, excepto miel para uso industrial no menos de 8

Mieles con un bajo contenido natural de enzimas (por ejemplo, mieles no menos de 3
de citricos) y un contenido de HMF no superior a 15 mg/kg

HMF

En general, excepto miel para uso industrial <40 mg/kg

Miel de origen declarado procedente de regiones de clima tropical y <80 mg/kg.
mezclas de estas mieles
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Niveles altos de este azlicar pueden indicar: -adulteracion/fraude (por adicion de
edulcorantes o jarabes), -cosecha temprana (ya que la sacarosa no se ha transformado
completamente en glucosa y fructosa), -alimentacion artificial (con jarabes de sacarosa)
(Escuredo et al., 2013; Puscas, Hosu & Cimpoiu, 2013; Tornuk et al., 2013; Silva et al.,
2016; Escriche et al., 2017a). Por todo ello, el Codex Alimentarius, (2001) estipula un

valor maximo de 5 g de sacarosa total en 100 g de miel.
Humedad y Actividad de agua

El contenido en agua de la miel es un factor determinante en su calidad, no solo
porque influye en sus caracteristicas organolépticas (viscosidad, condiciones de palatabi-
lidad y sabor), sino, ademas por ser determinante en su vida ttil (Sdenz & Goémez, 2000;
Bogdanov, 2002; Bogdanov et al., 2004). La miel por ser higroscopica, absorbe la hume-
dad del ambiente, por lo tanto, las condiciones de almacenamiento, asi como las opera-
ciones de procesamiento del producto deben ser adecuadas para evitar este problema (Ka-
rabagias, Badeka, Kontakos, Karabournioti & Kontominas, 2014). Las mieles con un con-
tenido de humedad alto (20-23%) pueden favorecer el crecimiento de levaduras osmofi-
las, mientras que las mieles con un porcentaje de humedad inferior al 14% son excesiva-
mente viscosas y dificiles de extraer y manipular (Estupifian, Sanjuan, Milldn, Gonzélez-
Cortés, 1998; Visquert, 2015). El Comité del Codex Alimentarius, (2001) ha estipulado

que el contenido de humedad en la miel no debe exceder de 20 g/100 g.

La miel generalmente tiene una aw entre 0.500 y 0.650, valores de aw por encima
de 0.600 representan un umbral critico para la estabilidad microbiana (Acquarone, 2004),
siendo este valor considerado por algunos autores como limite para una miel de buena
calidad (Belitz & Grosch, 1997). El valor de aw (agua disponible para el desarrollo de
microoganismo) es muy importante, aunque no existen limites impuestos por las normas,
ya que valores altos, facilitan la fermentacion por la presencia de levaduras osmofilas.
Esto da lugar a la formacion de alcohol etilico y didxido de carbono, lo que va en detri-
mento de su calidad (Zamora & Chirife, 2006; Escuredo et al., 2013; Tornuk et al., 2013;
Yiicel & Sultanoglu, 2013).

Cuando se produce la cristalizacion de la miel (de la glucosa), en ocasiones la parte
superior puede contener una alta aw, facilitando asi el peligro de fermentacion. Para que

se produzca este hecho es necesario un contenido de 100 levaduras/g miel, asi como un
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contenido en humedad superior a 20% y una temperatura ambiente de unos 25 °C (Diaz-

Moreno, 2009).
Conductividad electrica

La conductividad eléctrica representa la capacidad de un material para conducir una
corriente eléctrica. La de la miel esta relacionada con su contenido en cenizas (contenido
mineral) y acidez, que revelan la presencia de iones, acidos organicos, proteinas y otros
componentes como polioles y granos de polen, que pueden actuar como electrolitos (Ma-
chado De-Melo et al., 2018; Yiicel & Sultanoglu, 2013). Por lo tanto, cuanto mayor sea
su contenido, mayor serd la conductividad resultante. La conductividad eléctrica es un
pardmetro de calidad de gran utilidad, ya que permite distinguir perfectamente la miel de
mielada de la de néctar (Karabagias et al., 2014; Persano-Oddo & Piro, 2004), siendo
mayor en las primeras (De lorenzo & Guadalix, 2002). Las normas del Codex Alimenta-
rius, (2001), establece que una miel solo se puede considerar de mielada si el valor de
este parametro es superior a 0.800 mS/cm (Bogdanov et al., 2004; Kaskoniene et al.,
2010; Machado De-Melo et al., 2018). La conductividad eléctrica esta directamente rela-
cionada con el contenido de cenizas, por este motivo recientemente el Codex Alimenta-
rius sustituyo ésta ultima determinacion por la de conductividad eléctrica. Por otro lado,
el contenido de ciertos minerales en la miel, puede ser indicativo de contaminaciéon am-
biental y origen geografico, ya que depende del suelo utilizado y de la flora de las cual se
recolecto el néctar (Suarez-Luque, Mato, Huidobro & Simal-Lozano, 2005; Karabagias

etal., 2014).

Cabe senalar que la conductividad esta relacionada con el color de la miel y ambos
parametros dependen del contenido mineral. Cuanto mas oscura es una miel (suelen ser
de sabor mas intenso) mayor es el contenido mineral y la conductividad (Escuredo et al.,
2013; Visquert et al., 2014; Juan-Borras et al., 2014; Karabagias et al., 2014; Escriche et
al., 2017a).

PH, acidez libre, lactonica y total

La acidez de la miel contribuye en gran medida a su flavor caracteristico y puede
ser responsable de sus propiedades antisépticas y estabilidad contra el desarrollo micro-
biano (Garcia, 2003). En la miel se pueden distinguir tres tipos de acidez: libre, lactonica

y total, siendo esta ultima la suma de las otras dos (Visquert, 2015). La miel contiene
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acidos organicos libres y lactonas, que originan los 4cidos correspondientes cuando la

miel se alcaliniza, constituyendo una reserva potencial de acidez.

La acidez libre es un parametro importante relacionado con el deterioro de la miel.
Se caracteriza por la presencia de acidos organicos en equilibrio con lactonas, ésteres
internos y algunos iones inorganicos tales como fosfatos, sulfatos y cloruros (Moreira,
Maria, Pietroluongo & Trugo, 2007; Silva et al., 2016). El Codex Alimentarius, (2001)
permite un valor maximo de 50 meq/kg para la acidez libre. Valores més altos pueden ser
indicativos de la fermentacion de azucares en acidos organicos. Aunque, la presencia de
otros acidos orgénicos, origen geografico y época de cosecha puede afectar también a la
acidez de las mieles (Codex Alimentarius, 2001; Tornuk et al., 2013; Silva et al., 2016).
Si bien, el limite de pH atin no ha sido regulado, un nivel de pH entre 3.2 y 4.5, inhiben
el crecimiento de microorganismos (Suarez-Luque, Mato, Huidobro, Simal-Lozano &

Sancho, 2002; Karabagias et al., 2014).
Actividad diastasica

Las mieles frescas no procesadas de diferentes procedencias florales pueden pre-
sentar grandes variaciones en su actividad diastasica. Esta variacion es debida a las dife-
rencias de pH entre mieles, a la cantidad, forma y periodo de recoleccion del néctar que
procesan las abejas pecoreadoras, asi como al estado fisioldgico de la colonia (Juan-Bo-
rras, 2016). De manera general las enzimas son sensibles al calor, y al almacenamiento
prolongado. La enzima diastasa juega un papel muy importante en la calidad de la miel,
al ser usada como indicadora de la pérdida de frescura, tanto por envejecimiento como
por un excesivo calentamiento durante su procesado (Bogdanov, 2011). En este sentido,
la legislacion sefiala un minimo de 8 ID (indice diastasico segun la escala Schade), para
la actividad diastésica, excepto para aquellas mieles con bajo contenido enzimatico, que
pueden tener un valor minimo de 3 ID, siempre que el valor de hidroximetilfurfural no

sea superior a 15 mg/kg (Codex Alimentarius, 2001).
Hidroximetilfurfural (5-HMF)

El 5-HMF (C¢HgO3) es un aldehido ciclico que se forma en la miel por la deshidra-
tacion espontanea, en un medio acido, de los azucares, especialmente de la fructosa y
glucosa. Una miel recién extraida con buenas practicas de manipulacion contiene peque-
fos porcentajes de este aldehido (0 a 7 mg/kg). Sin embargo, su concentraciéon aumenta

significativamente con el almacenamiento prolongado (o condiciones inadecuadas), y/o
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por tratamiento térmico excesivo, siendo este hecho mas pronunciado cuanto mas acida
es la miel (Sancho, Muniategui, Huidobro & Simal Lozano, 1992; Castro-Vazquez et al.,
2007; Wang, Juliani, Simon & Ho, 2009; Barra, Ponce-Diaz & Venegas-Gallegos, 2010;
Silva et al., 2016). La Figura 1.11, ilustra la via principal para la formacion de 5-HMF en
alimentos. La reaccion implica la formacion de un cation altamente reactivo, el fructofu-
ranosilo, que puede convertirse rapidamente en 5S-HMF a pH bajos (pH<5), como en el
caso de la miel (Capuano & Fogliano, 2011). Por este motivo, para garantizar que la miel
llegue al consumidor lo mas fresca posible y sin alteracion de sus caracteristicas intrinse-
cas, la legislacion establece que los valores de este parametro no deben ser superior a 40
mg/kg, y un maximo de 80 mg/kg para la miel de regiones de clima tropical y sus mezclas

(Codex Alimentarius, 2001).
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1.2.3.1. Parametros de calidad comerciales
Color

El color de la miel es uno de los parametros de calidad importante para el consumi-
dor, a la hora de su adquisiciéon. En muchos paises, el precio de la miel esta relacionado
con su color. Las mieles de colores claros son mas apreciadas en determinadas regiones
(Comunidad Valenciana), mientras que en otras son mas valoradas las oscuras (norte de
Espana) (Tuberoso et al., 2014), lo que demuestra que la aceptacion general del color de
las mieles por los consumidores puede variar ampliamente (Gambaro, Ares, Giménez &
Pahor, 2007; Silva et al., 2016). El color es un criterio muy ttil para la clasificacion de
mieles monoflorales, variando desde blanco agua, a través de tonos dmbar, hasta casi
negro. Algunas mieles presentan tonalidades tipicas, como son el color amarillo brillante
(miel de girasol), verdoso (miel de tomillo) o rojizo (miel de brezo), etc. (Boussaid et al.,

2018).

El color de la miel depende de muchos factores como pueden ser el origen floral y
la composicion fisicoquimica, las caracteristicas climatoldgicas y ambientales, la presen-
cia de compuestos pigmentarios, el estado de maduracion, la presencia de impurezas, de
su contenido de cenizas, la temperatura en la colmena y el tiempo de almacenamiento

(Gambaro, Ares, Giménez & Pahor, 2007; Silva et al., 2016).
Cristalizacion

La cristalizacion de la miel es un fenomeno natural de gran importancia para el
sector de envasado de miel, por un lado, porque dificulta su manejo industrial, y por otro
puede ser motivo de rechazo por parte del consumidor, ya que ven la cristalizaciéon como
una consecuencia de la adulteracion (Kabbani, Sepulcre & Wedekind, 2011; Machado
De-Melo et al., 2018). Por el contrario, cierto tipo de miel cristalizada (controlada) es
deseable para algunos fines, tales como la comercializacion de miel cremosa. La cristali-
zacion afecta en gran medida al color y la textura de la miel, dejando practicamente inal-
terados el resto de propiedades de calidad de la miel liquida. En principio, la miel crista-
lizada no se puede considera un producto deteriorado, pero puede llegar a provocar fer-
mentacion por el aumento del contenido de humedad y aw superior (liquida) (Kolayli,

Boukraa, Ahin & Abdellah, 2012; Machado De-Melo et al., 2018).

La cristalizacion de miel depende de factores como temperatura, viscosidad, conte-

nido de agua, azucares (principalmente contenido de glucosa y fructosa), y la presencia
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de particulas que podrian actuar como nucleos de cristalizacion (proteinas y otros coloi-
des, granos de polen, polvo y otras particulas suspendidas, levadura, cera, propoleos o
burbujas de aire, entre otros) (Crane, 1980; Sancho et al., 1991; Estupifian et al., 1998;
Bhandari, D'Arcy & Kelly, 1999). La proporcion media de fructosa y glucosa es de 1.2:
1, pero depende en gran medida de la fuente del néctar del que se extrajo la miel. Esta se
utiliza para evaluar la futura cristalizacion de una miel, debido a la menor solubilidad de
la glucosa en agua en comparacion con la fructosa (Fuente, Ruiz-Matute, Valencia-Ba-
rrera, Sanz & Castro, 2011; Tornuk et al., 2013; Escuredo et al., 2014). White, Riethof,
Subers & Kushnir, (1962), demostraron que la concentracion de glucosa y el contenido
de humedad de una miel (G/H) ayudan a predecir la tendencia de una miel a la cristaliza-
cion. Asi, para valores de esta relacion inferiores a 1.60 la capacidad de cristalizacion de
una miel es practicamente nula o muy lenta, en cambio para valores superiores a 2 es mas

rapida y completa. (Visquert, 2015; Juan-Borras, 2016).

El proceso de cristalizacion puede ser retrasado, con un apropiado almacenamiento,
manteniendo la miel a una temperatura de almacenaje controlada. Temperaturas por de-
bajo de 10 °C y entre 21 y 27 °C previenen la cristalizacion mientras que temperaturas
entre 10 y 21 °C generalmente la promueven. El tratamiento de pasterizacion que se aplica
en la industria (aprox. 75 °C, durante varios minutos) tiene por objeto retrasar la cristali-
zacion, eliminando nucleos de cristalizacion (cristales) (Visquert, 2015; Machado De-

Melo et al., 2018).
Propiedades reologicas

La viscosidad es una propiedad importante para el manejo y el procesado ya que
afecta a las operaciones tecnologicas en la industria (Anupama, Bhat & Sapna, 2003;
Oroian, Ropciuc, Paduret & Todosi, 2018), ya que cuanto mas viscosa es mas dificil es
su homogeneizacion. Ademas, influye en la aceptacion de los consumidores, por contri-

buir decisivamente en su percepcion organoléptica (Escriche et al., 2017a).

En general las propiedades reoldgicas de la miel, depende de varios factores como:
temperatura, contenido de humedad, origen botanico y composicién quimica (como por
ejemplo la relacion fructosa/glucosa, F/G) (Ahmed, Prabhu, Raghavan & Ngadi, 2007;
Oroian, Amariei, Escriche & Gutt, 2013; Oroian et al., 2014; Oroian, 2015). Esta dismi-
nuye con el aumento de la temperatura, el contenido de agua, y el menor contenido de

polisacaridos (Machado De-Melo et al., 2018). Ademads, algunos compuestos de miel
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como azucares, proteinas y otras sustancias coloidales tienden a aumentar la viscosidad
de la miel (Rybak-Chmielewska & Szczésna, 2004; Ren, Bian, Lin, Bai & Wang, 2010;
Sodre, Marchini, Moreti, Otsuk & Carvalho, 2011).

La granulacion de una miel da como resultado un aumento espectacular de la vis-
cosidad de un factor de 10 (Bogdanov, 2011). La viscosidad y la tension superficial son
responsables de las caracteristicas espumosas de la miel (Manzoor, Mathivanan, Shah,
Mir & Selvisabhanayakam, 2013; Machado De-Melo et al., 2018;). La viscosidad tam-

bién tiene una relacion con la fluidez de las particulas.

De acuerdo con su viscosidad, la gran mayoria de las mieles se pueden describir
como fluidos newtonianos. Este es el caso de mieles de algunos paises africanos como
Mozambique (Escriche et al., 2017), Etiopia (Belay, Haki, Birringer, Borck, Addi, Baye,
& Melaku, 2017) y Burkina Faso (Escriche et al., 2016); paises europeos como Espafia
(Oroian et al., 2013), Rumania (Oroian, 2012) y Polonia (Juszczak & Fortuna, 2006) y
paises de Medio Oriente como Israel (Cohen & Weihs, 2010) y Turquia (Karaman, Yil-
maz & Kayacier, 2011). Sin embargo, ciertos tipos de mieles presentas un comporta-
miento no newtoniano, debido a la presencia de compuestos de alto peso molecular. La
miel de Piptadenia moniliformis tiene un comportamiento de fluido pseudoplastico (Stel-
makiene, Ramanauskiene, Briedis & Leskauskaite, 2012), varias mieles de eucalipto y
miel de Opuntia engelmanni de Nigeria presentan un comportamiento de dilatacion y
efecto Weissenberg principalmente debido a la presencia de dextranos de alto peso mo-
lecular (Yanniotis, Skaltsi & Karaburnioti, 2006; Juszczak & Fortuna, 2006). Por otra-
parte las mieles de manuka (Leptospermum sp.), trigo sarraceno (Fagopyrum esculen-
tum), trébol blanco (Trifolium repens) y Karvi indio (Carvia callosa) exhiben un com-
portamiento tixotroépico debido a su alto contenido en proteinas (Witczak, Juszczak &
Gatkowska, 2011; Stelmakiené, Ramanauskiené, Briedis & Leskauskaite, 2012). La tixo-
tropia confiere a las mieles una estructura similar a un gel, lo que dificulta su extraccion
de los panales y su manipulacion. Esta consistencia gelatinosa se puede convertir en li-
quido, mediante agitacion o mediante la aplicacion de energia mecéanica (Bogdanov,

2011; Witczak et al., 2011).
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1.2.4. Propiedades beneficiosas de la miel

La miel tiene una buena reputacion desde tiempos ancestrales, como alimento sano,
por ello se ha utilizado a lo largo de la historia, en muchas civilizaciones y culturas anti-
guas, con fines alimentarios y medicinales (Bayram & Demir, 2018). Hay quien afirma
que la palabra "medicina" proviene de "mead" (vino de miel). Y quienes optan encontrar
su origen en el latin "medicus"; otros hacen referencia al griego (Bradbear, 2005). Esta
acepcion probablemente se asocia a sus propiedades medicinales. Tal como se ha comen-
tado anteriormente la miel es un alimento natural, compuesto principalmente de azucares
y otros componentes tales como enzimas, aminoacidos, acidos organicos, carotenoides,
vitaminas, minerales y sustancias aromaticas. Ademads, es rica en polifenoles principal-
mente flavonoides y acidos fenolicos que exhiben una amplia gama de efectos biologicos

y actlian como antioxidantes naturales (Alqarni et al., 2012; Silva et al., 2016).

La miel ocupa un lugar importante en la preparacion de alimentos tradicionales. Es
usada ampliamente como fuente de azlcares para producir vino y cerveza de miel. (Brad-
bear, 2005). Tiene también un alto valor cultural: consumir miel o usarla para ungiientos
forma parte de muchas ceremonias tradicionales, nacimientos, casamientos, funerales,
etc. Esta conexion cultural es evidente en la "luna de miel". En las tribus africanas Masali,
la miel es usada para pagar el valor de la esposa. En Etiopia el vino de miel es ofrecido

en los matrimonios (Bradbear, 2005).

Las numerosas propiedades organolépticas, quimicas y bioactivas encontradas en
la miel, la convierten en un producto complementario de la alimentacion humana, apre-
ciada en todas partes como un alimento dulce y apetitoso. La aportacion energética (320
kcal/100 g), con azucares de asimilacion directa, la hacen muy indicada en la practica de
deportes o de ejercicio fisico, ya que mejora la resistencia fisica y favorece la recupera-
cion (Beltz & Grosch, 2007). Es una fuente util de carbohidratos que contiene oligoele-
mentos y agrega una diversidad nutritiva en un régimen alimenticio demasiado pobre. Asi
mismo, se han reportado también efectos beneficiosos sobre el sistema circulatorio, el
higado, los intestinos (laxante), los rifiones y las vias urinarias (diurética) (Beltz &

Grosch, 2007; Oroian & Escriche, 2015; Oryan, Alemzadeh & Moshiri, 2016).

La miel y sus derivados han sido utilizados por las civilizaciones como medicinas
de manera cotidiana. En los paises asiaticos y del este europeo tradicionalmente la apite-

rapia es muy valorada (propiedades curativas de los productos derivados de las abejas).
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En la actualidad el interés por este producto ha vuelto a ponerse de moda. La miel posee
propiedades antibidticas: es una solucidn estéril con altas concentraciones de azucar que
previene el desarrollo de microorganismos. Es altamente 4cida (pH entre 3.2 y 4.5) y
contiene enzimas que producen peroxido de hidrogeno que eliminan bacterias. Es un pro-
ducto utilizado en la cura de heridas y en tratamientos de la piel: sus propiedades higros-
copicas ayudan a secar las heridas, y su permeabilidad permite que el oxigeno la atraviese.
Asimismo, es un agente natural rentable y seguro con una rapida capacidad de curacion
de heridas diabéticas (Alam, Islam, Gan & Khalil, 2014; Mohamed et al., 2015). Se han
realizado numerosos estudios para investigar la composicion de la miel y sus efectos be-
neficiosos, especialmente en la practica médica (Bayram & Demir, 2018). De hecho, en
la actualidad existen hospitales como el de Limoges, en Francia, en el que se utiliza la
miel para la curacion de heridas quirtrgicas y quemaduras, de forma sistematica y proto-
colizada (Visquert, 2015). La miel también puede actuar como expectorante y calma-
mente de la tos, ayudando a combatir infecciones, promoviendo la regeneracion de las
mucosas y mejorando el estado animico general (Calatayud, 2002). Estas propiedades se
deben fundamentalmente a la presencia de componentes volatiles (especialmente terpe-
nos), azucares y a su poder antiséptico. Actualmente, entre sus propiedades mas destaca-
das cabe subrayar su poder como fuente de antioxidantes naturales, una de las principales
razones por las que su consumo es recomendado (Escriche Kadar, Juan-Borras & Dome-

nech, 2014; Oroian & Escriche, 2015).
1.3. La cera de abeja
1.3.1. Formaciéon

La cera es la sustancia que las abejas usan para construir el panal. Es producida por
las abejas meliferas jovenes que la segregan liquida a través de sus glandulas cereras. Al
contacto con el aire, la cera se endurece y forma pequefias escamillas de cera en la parte
inferior de la abeja. Estas escamas son moldeadas por sus mandibulas, que con la ayuda
del primer par de patas. Sirven para construir los alvéolos hexagonales de sus panales
(Bradbear, 2005). Estos sirven para que la reina deposite en ellas sus huevos y las nuevas
abejas se crien en su interior, asi como, para conservar la miel y el polen (Visquert, 2015).
Las ceras producidas por diferentes especies de abejas tienen ciertas diferencias en sus

propiedades quimicas y fisicas (Bradbear, 2005).
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1.3.2. Composicion

La cera de abejas estad constituida por mas de 300 componentes (Bogdanov, 2004;
Tulloch, 1980). Consiste principalmente en ésteres de acidos grasos superiores (67%) hi-
drocarburos de cadena lineal C20-C33 (12-16%); acidos grasos libres C24-C32 (12-14%)), la
mayoria saturados (aproximadamente 85%); alcoholes grasos libres (aproximadamente
1%) de Cas-Css; lactonas (0.6%); pigmentos (0.4%) e impurezas minerales (2%) (Tabla
1.2). Aproximadamente 50 componentes volatiles han sido identificados en la cera (Bo-
gdanov, 2016). Su composicion es bastante compleja, ya que contiene un conjunto de
sustancias heterogéneas pertenecientes al grupo de las grasas, resultante de la esterifica-
cion de diversos alcoholes por los acidos grasos correspondientes, con una gran estabili-
dad quimica. Sus ésteres contienen acido hidroxipalmitico o dioles, que a través del grupo
hidroxilo se enlazan a otra molécula de acido graso (Tulloch, 1980; Bogdanov, 2016;
Kutnesof & Whitehouse, 2005; Benedetti & Pieralli, 1990; Serra Bonvehi & Orantes Ber-
mejo, 2012).

Tabla 1.2. Principales componentes organicos de la cera pura de abeja.

Fuente: European pharmacopoeia, (2008)

Compuestos Valor (g/100 g)
Monoésteres 35
Diésteres 14
Triesteres 3
Hidroxi monoésteres 4
Hidroxi poliésteres 8
Acidos ésteres 1
Poliésteres acidos 2
Hidrocarburos 14
Acidos libres 12
Alcoholes
Otros 6

En general la cera producida por diferentes razas tiene una composicion semejante,
aunque sus componentes estan en diferentes proporciones (Brand-Garnys & Sprenger,
1988; Beverly, Kay & Voorhees, 1995; Bogdanov, 2009b). La cera de abejas se puede
clasificar generalmente en tipos europeos, africanos, y asiaticos. La composicion de esta

ultima es mucho mas simple y contiene menos compuestos y en diferentes proporciones,
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especialmente tiene un mayor porcentaje de monoésteres (>60%) (Tulloch, 1980; Serra
Bonvehi & Orantes Bermejo, 2012). La cera africana se compone principalmente de hi-
drocarburos (15-18%), monoésteres (45-55%), acidos grasos libres (15-18%), alcohol
graso libre (1-2%) y componentes menores (5-10%) (Koster Keunen, 2010; Serra Bon-
vehi & Orantes Bermejo, 2012). Beverly et al., (1995) en un trabajo donde estudiaron
ceras africanizadas hibridas y europeas encontraron diferencias en las intensidades rela-
tivas de varios compuestos; sin embargo, no detectaron biomoléculas distintivas de las

ceras estudiadas.
1.3.3. Propiedades fisicas

La cera a temperatura ambiente se organiza principalmente siguiendo una estructura
ortorrémbica (principalmente alcanos y ésteres), aunque una pequena cantidad esta cons-
tituida por una monoclinica (acidos y alcoholes libres) (Kameda & Tamada, 2009). El
proceso de cristalizacion de la cera aumenta con el tiempo de almacenamiento hasta unos
4 meses, aumentando también su rigidez y elasticidad. Sus propiedades mecéanicas son
importantes en relacion con su uso como "la casa de las abejas". La dureza de la cera de
abejas es un factor de calidad importante: cuanto més dura mejor es su calidad (Bogda-

nov, 2016).

La cera es un material inerte de alta plasticidad a una temperatura relativamente
baja (alrededor de 32 °C). Por el contrario, a esta temperatura la mayoria de las ceras de
otros origenes (carnauba, etc.) son mucho mas duras y de estructura cristalina. Al calen-
tarla cambian las propiedades fisicas: a 30-35 °C se vuelve plastica, a 46-47 °C se des-
truye la estructura de su cuerpo duro y entre 60 y 70 °C comienza a derretirse. Calentar a
95-105 °C conduce a la formacion de espuma superficial, mientras que a 140 °C las frac-
ciones volatiles comienzan a evaporarse. El calentamiento a 120 °C durante al menos 30
minutos provoca un aumento de la dureza debido a la eliminacion del agua restante (Ka-
meda & Tamada, 2009; Bogdanov, 2016). Después de enfriarse la cera se contrae en

aproximadamente un 10%.

La cera de abejas es insoluble en agua y soluble en la mayoria de los solventes
organicos tales como acetona, éter, benceno, xilol, tolueno, cloroformo, tetraclorometano,
etc., ademas es resistente a muchos acidos. Sin embargo, a temperatura ambiente, no se
disuelve por completo en ninguno de los disolventes, pero al calentarla por encima del

punto de fusidn es facilmente soluble (Tulloch, 1980; Bogdanov, 2009b).
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1.3.4. Parametros de calidad

La calidad de la cera de abejas es un factor importante en apicultura, no solo para
preservar las propiedades naturales de los productos apicolas que contienen, sino también
para evitar el rechazo de cera reciclada por parte de las abejas. La cera en su origen es de
color blanco, posteriormente va cambiando de tonalidad volviéndose més oscura debido
al contenido de polen y a la acumulacion de restos de mudas de larvas de la camara de
cria (Serra Bonvehi & Orantes Bermejo, 2012). La pureza y color de la cera son parame-
tros importantes relacionados con su calidad, la oscura tiene menor valor que la de color

claro, siendo la mas fina la que se extrae de la fundicion de la cera de los opérculos (Brad-

bear, 2005).

La cera de abejas presenta unas caracteristicas fisicoquimicas determinadas, que
pueden ser utiles para su diferenciacion. La Farmacopea y la International Honey Com-
mission (IHC) han propuesto criterios de calidad para la cera de abejas (pruebas rutina-
rias). El nimero de 4cidos debe estar entre 17-24 mg KOH/g; el punto de fusion entre 61-
65 °C; un méaximo de hidrocarburos totales de 14.5% (cera de abejas africanas y africani-
zadas: maximo 13.8%), el nimero de saponificacion entre 87-102 mg de KOH/g y la
densidad debe estar entre 0.950-0.965 g/mL (Tabla 1.3) (Bogdanov & Gallmann, 2008;
Serra Bonvehi & Orantes Bermejo, 2012; Bogdanov, 2016).

Actualmente, para una buena caracterizacion y determinacion de la calidad de cera
de abejas se usa técnicas tales como la cromatografia de gases a altas temperaturas con
deteccion de ionizacion de llama (HT-GC/FID), que permiten su caracterizacion quimica
(Giumanini, Verardo, Strazzolini & Hepburn, 1995; Jiménez, Bernal, Del Nozal, Martin

& Bernal, 2006; Serra Bonvehi & Orantes Bermejo, 2012).

El anélisis de hidrocarburos es util para la caracterizacion quimica de la cera ya que
permite facilmente diferenciar entre la cera de buena y baja calidad o adulterada. Estudios
sobre la composicion de los hidrocarburos de cera de abeja pura realizados en los tltimos
afios revelan la predominancia de hidrocarburos con niimero impar de carbono, con altas
proporciones de C7Hse, C20Heo, C31Hes y C25Hso. Por el contrario, las ceras adulteradas
suelen tener concentraciones relativamente mayores de hidrocarburos con numeros pares
de carbonos (Serra Bonvehi & Orantes Bermejo 2012). Por ello, algunos autores han su-
gerido que la relacion entre sumatorio de los carbonos de niimeros pares e impares (3 pa-

res/Y impares) puede ser un indice para diferenciar la cera pura de la adulterada “carbon
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preference index” (CPI). Estos autores consideraron que la cera pura de abeja debia tener
un CPI comprendido entre 0.02-0.09 (Jimenez et al., 2009; Serra Bonvehi & Orantes Ber-
mejo, 2012; Was, Szczesna & Rybak-Chmielewska, 2014a).

Tabla 1.3. Rango de variabilidad de algunos de los de los parametros fisicoquimicos e
indices de calidad de la cera pura de abeja.

Fuente: British Pharmacopeia, (1993)

Parametros fisicoquimicos Valores
Punto de fusién 61-65°C
Densidad 0.950-0.965 g/mL

Indice de refraccion (a 75°C)  1.440-1.445

Indice de saponificacion 87-102 mg KOH/g
Indice de acidez 17-22 mg KOH/g
Relacion éster/acidos 3.343

Contenido de agua >1g/100 g

En este sentido, diversos estudios han analizado ceras con esta metodologia para
evaluar la calidad de las mismas (Aichholz & Lorbeer, 1999, 2000; Jimenez et al., 2004;
Serra Bonvehi & Orantes Bermejo, 2012; Maia & Nunes, 2013; Was et al., 2014 a; Wa$
etal., 2014 b).

Entre las técnicas actuales para analisis de propiedades térmicas, que puede ser util
para distinguir ceras distintas calidades, destaca la calorimetria diferencial de barrido
(DSC) (Buchwald, Breed & Greenberg, 2008). Se trata de una técnica de andlisis térmico
que permite la caracterizacion cuantitativa de las transiciones polimorficas. E1 DSC per-
mite la determinacion del rango de temperaturas sobre el que se produce la fusion, asi
como la cantidad de energia asociada con la transicion de fusion, es decir, el calor de
fusion (Turi, 1997; Aboul-Gheit, Abd-el-Moghny & Al-Eseimi, 1997; Buchwald et al.,
2008). El punto de fusion de la cera de abejas no es constante ya que la composicion varia
ligeramente con su origen, varias farmacopeas dan un rango de 61-66 °C o mas comin-
mente 62-65 °C. (FAO, 1992; British Pharmacopeia, 1993; Unites States Code of Federal
Regulations, 2004).
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1.3.5. Uso de la cera de abeja

La cera de abeja tiene una excelente demanda en el mercado mundial. Las industrias
de cosméticos y farmacéuticas son los principales consumidores, representando el 70%
de este mercado. Principalmente se utiliza en la fabricacion de velas, moldes de cirugia
dental, como ingrediente o soporte en productos especificos para la industria cosmética y
farmacéutica, en fabricacion de pinturas, productos de limpieza, etc. (Bogdanov, 2009b).
La cera de abeja tiene otros muchos usos tradicionales como es el caso de fabricacion de
pequefios adornos de metal, fabricacion de velas y la creacion de tejidos de batik (practica
predominante en algunos paises de Asia y Africa) por medio del método de la cera fun-
dida, (Bradbear, 2005). Es ampliamente utilizada como agente impermeabilizante para la
madera y el cuero y para el refuerzo de hilos, y también como ingrediente para ungiientos
medicinas, jabones y betunes. Se usa también en la manufactura de componentes electro-
nicos y discos compactos, en el modelado y en el mercado de la industria y del arte, en
betunes para calzado, muebles y ceras de injerto para pisos y en las fabricas de lubrifi-

cantes (Bradbear, 2005; Bogdanov & Gallmann, 2008).

Otro de los sectores consumidores mas importantes son la industria del sector api-
cola. Los apicultores, con el objetivo de facilitar la tarea de construccion de nuevos pa-
nales a las abejas, proveen a estas con laminas de cera prensada, fijandolas e introducién-
dolas en los cuadros del interior de la colmena. La mayoria de los apicultores entregan
sus panales viejos a los fabricantes de cera, para que produzcan bloques de fundicion y a
partir de ahi producir las ldminas estampadas que seran las que se vuelvan a introducir en
la colmena (Bogdanov, 2009b; Was et al., 2014a). Actualmente se ha reportado la conta-
minacion por acaricidas de una parte importante de la cera de abejas comercial, es por
ello que cada dia mas existe una mayor necesidad en el mercado de cera de abejas ecold-
gica libre de residuos (Schroeder & Wallner, 2003; Bogdanov, 2016). La cera de abejas
africanas (como es el caso de Mozambique), al estar libre de acaricidas por ser tolerantes
al acaro varroa, es un buen candidato para el futuro cercano. En general, la cera de abejas
utilizada en la apicultura europea es casera, mientras que la cera utilizada en la farmacia
y en otros campos es en su mayoria importada, siendo China el principal importador (Bo-

gdanov & Gallmann, 2008).
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1.4. Otros Productos Apicolas

Ademéas de la miel y la cera, de la colmena se obtienen otros productos muy apre-
ciados en la actualidad por sus caracteristicas nutricionales, farmacologicas y cosméticas.

Entre ellos tenemos: la jalea real, el polen, el propdleos y el veneno.
1.4.1. La jalea real

Se trata de una sustancia fluida, con apariencia similar a la leche condensada, de
color blanquecino y sabor acido. Es secretada por las glandulas hipofaringeas y mandi-
bulares de las abejas obreras jovenes cuando tienen entre los 5 y 14 dias de edad. La jalea
real es el alimento que las obreras dan a las larvas durante sus dos primeros dias de vida.
Posteriormente consumen miel, polen y agua. Por el contrario las reinas reciben jalea real
durante toda su vida (Bradbear, 2005; Visquert, 2015). Como consecuencia de esta dife-
rencia en la alimentacion, las abejas reinas son las tnicas que viven alrededor de 4 afios,

son fértiles y ademads tienen un tamafio mucho mayor que las obreras (Visquert, 2015).

La jalea real contiene las hormonas para el crecimiento de la reina y es de gran valor
como medicina, tonico o afrodisiaco en muchas partes del mundo. Estd compuesta por
muchos elementos, incluyendo agua (60-70%), proteinas (12-15%), azticares (10-16%),
grasas (3-6%), y en proporciones menor minerales y vitaminas (Bradbear, 2005; Mori-
yama, [to, Omote, Miura, Tsumoto, 2015). La jalea real se caracteriza principalmente por
su contenido en los acidos grasos hidroxi y dicarboxilicos (Melliou & Chinou, 2005; Isi-
dorov, Czyzewska, Isidorova & Bakier, 2009). Siendo su acido principal el 10-hidroxi-2-
decenoico, que tiene diversos efectos farmacologicos, incluyendo el antibiotico (Nakaya
etal., 2007), antioxidativo (Nagai, Inoue, Suzuki & Nagashima, 2006; Jamnik, Goranovi¢
& Raspor, 2007), asi como una actividad hipoglucémica (Kramer, Tager, Childs & Speirs,
1977, Isidorov, Czyzewska, Jankowska & Bakier, 2011).

1.4.2. El polen

El polen es recolectado por las abejas de la parte masculina de las flores, lo mezclan
con un poco de néctar y lo transportan a la colmena en su tercer par de patas, especial-
mente adaptado para ello (Visquert, 2015). Este es recolectado por los apicultores facil-
mente por medio de trampas (cazapolen) colocadas a la entrada de la colmena. Cuando
las abejas atraviesan estas trampas (rejilla con agujeros suficientemente estrechos) las

bolas de polen contenidas en sus patas traseras caen en un contenedor situado debajo de
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la entrada (Bradbear, 2005). Es posible identificar las principales plantas poliniferas ex-
plotadas por las abejas en una region delimitada, a través de la identificacion de los tipos
de polen que lo componen (Simeao, Silveira, Sampaio & Bastos, 2015). Los granos de
polen son la fuente natural de proteinas (30%), carbohidratos (30%), lipidos (5%), vita-
minas y sales minerales para las abejas. Es la unica fuente de alimento nitrogenado dis-
ponible para las larvas de abejas, y su ausencia puede resultar en la extincion de la col-

mena (Minckley, Cane & Kervin, 2000; Simedo et al., 2015).

El polen tiene valor como alimento saludable, asi algunas poblaciones creen que
puede ayudar a combuatir las alergias (Bradbear, 2005). Sus propiedades revigorizantes se
deben a su intensa accidn estimulante, que los consumidores habituales no dudan en de-
finir como extraordinaria. Es recomendado especialmente para casos de anemia, ya que
aumenta el namero de glébulos rojos; mujeres embarazadas y lactantes, personas débiles
convalecientes y para personas que realizan grandes esfuerzos fisicos y mentales. (Brad-
bear, 2005; Visquert, 2015;). Se recomienda que sea ingerido en estado natural o mez-

clado con miel, agua, jugos de fruta o t¢ (Bradbear, 2005).
1.4.3. El propdleo

El propdleo es un producto natural que pertenece a la gran familia de productos de
la abeja. Es una sustancia pegajosa, generalmente de color marron. Las abejas meliferas
recogen la resina y la goma de las partes deterioradas de las plantas (Kasiotis, Anastasia-
dou, Papadopoulos, Machera 2017). Al igual que la miel, su composicion varia con las
diferentes regiones geograficas en relacion con el clima y sobre todo con las fuentes ve-
getales (Bradbear, 2005; Visquert, 2015; Kasiotis et al., 2017). La palabra propdleo se
deriva del griego pro- “para” o “en defensa de”- y polis- “ciudad”, o sea, “defensa de la
ciudad” (o la colmena). Es utilizado en la colmena con multiples fines, como pueden ser
cerrar las grietas en el interior de la colmena, construir obstaculos para impedir la entrada
de enemigos, embalsamar los cadaveres de animales que se hayan introducido en la col-
mena y que las abejas no pudieron sacar fuera de la colmena debido a su volumen (Brad-
bear, 2005) evitando que estos se descompongan dentro de la colmena (efecto bacteri-
cida). Los principales efectos biologicos del propdleo que se han descrito son una activi-
dad antioxidante, antimicrobiana, y citotoxicidad. Este contiene mayores cantidades de
compuestos fenolicos que las mieles (Socha, Galkowska, Bugaj & Juszczak, 2015; Osés,

Pascual-Mat¢, Ferndndez-Muiino, Lopez-Diaz & Sancho, 2016; Escriche & Juan-Borras,
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2018). Ademas, un numero cada vez mayor de estudios se estan realizando ultimamente

para investigar su actividad antiparasitaria (Dantas et al., 2017).

El propdleo es usado ampliamente por los seres humanos como medicina, debido a
su cientificamente comprobado efecto antibacteriano. Disolviéndolo en alcohol se pro-
duce una tintura con excelentes propiedades medicinales. Se utiliza actualmente en dife-
rentes industrias como ingrediente de caramelos, productos biofarmacéuticos y como
componente de los cosméticos. Recientemente ha ganado popularidad como conservante
natural y fuente de compuestos bioactivos para alimentos y bebidas, ayudando a mejorar

la vida util de estos productos asi como la salud de los consumidores (Osés et al., 2016).
1.4.4. Elveneno de abeja

El veneno de abeja se compone de una mezcla de aminas biogénicas, péptidos y
proteinas. El componente principal, es la melitina (50-60% en peso seco) (Van Vaeren-
bergh, Debyser, Devreese & de Graaf, 2014). El veneno de la abeja recibe el nombre de
apitoxina, causando dafo a los tejidos locales, lo que induce la muerte en otros insectos
y el dolor y la inflamacion en organismos superiores. Las abejas obreras usan sus aparatos
de picadura para defender la colonia y sus reservas de alimentos. Ademads, se ha demos-
trado recientemente que los péptidos del veneno de la colmena se impregnan en la super-
ficie del cuerpo de las hembras y en la de cera. Se planteado la hipdtesis de que esta
sustancia tiene una funcién adicional en la inmunidad social de la colmena (Junior et al.,

2010).

La apitoxina aplicada por un profesional en una persona que no es alérgica, y en
dosis recomendadas, puede tener grandes beneficios por sus propiedades: antitumorales,

antibacterianas, analgésicas y antifungicas (Van et al., 2014; Junior et al., 2010).
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
2.1. Objetivo general

Caracterizar la miel y cera de abeja del Norte y Centro de Mozambique y establecer
sus caracteristicas diferenciadoras, con la finalidad de aportar conocimiento sobre estos

productos apicolas como base para mejorar su explotacion y comercializacion.
2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Caracterizar la miel en relacion a parametros fisicoquimicos de cali-
dad, color, aztcares, contenido polinico y perfil de compuestos volati-
les.

2.2.2. Determinar las caracteristicas antioxidantes de la miel en términos de
la cuantificacion de compuestos especificos (acidos fenolicos y flavo-
noides), asi como de la capacidad antioxidante total.

2.2.3. Evaluar las caracteristicas reoldgicas dindmicas de la miel.

2.2.4. Caracterizar la cera de abeja en términos del perfil de hidrocarburos y
de las propiedades térmicas, y contrastarlas con las de ceras de abeja

de otras procedencias.
2.3. Plan de trabajo

2.3.1. Revision bibliografica.

2.3.2. Trabajo de campo para la recoleccion de muestras de diferentes regiones
del norte (Nampula) y centro (Manica, Sofala y Zambezia) de Mo-
zambique, y la obtencion de informacion sobre las practicas apicolas
llevadas a cabo en dichas regiones.

2.3.3. Puesta a punto y realizacion de las determinaciones analiticas en las
mieles:

-Humedad (refractometria)

-Hidroximetilfurfural “HMF” (HPLC-UV)

-Actividad de agua “ay,” (higrometro de punto de rocio)
-Conductividad eléctrica (conductimetro)

-pH, acidez libre, lacténica y total (valorador automatico)

-Color (colorimetro escala Pfund y espectrocolorimetro de coordenadas
CIE-L*a*b*)

-Aztcares (HPLC-ELSD)
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-Compuestos volatiles (GC-MS)
-Acidos fendlicos y flavonoides especificos (HPLC-DAD)
-Actividad antioxidante total (DPPH)
-Propiedades reoldgicas (redbmetro)
2.3.4. Puesta a punto y realizacion de las determinaciones analiticas en las
ceras:
-Perfil de hidrocarburos saturados (HT-GC/FID)
-Propiedades térmicas (DSC)

2.3.5. Tratamiento de datos aplicando técnicas estadisticas
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Toma de muestras

Para llevar a cabo la presente tesis, se han recolectado 75 muestras de miel y 46 de
cera de abeja, de las 4 zonas con mayor produccion apicola en Mozambique (provincias):
norte (Nampula) y centro (Sofala, Manica y Zambezia). Paralelamente se ha realizado un
trabajo de campo con la finalidad de recopilar informacion sobre las practicas apicolas
llevadas a cabo en las 4 provincias, asociadas al sistema de extraccion, produccion y co-
mercializacion de los productos apicolas estudiadas (miel y cera), para ello se elabor6 una
encuesta (anexos). Se detalla a continuacion el muestreo llevado a cabo en cada provincia,

por distritos.

» Zona A (norte del pais) provincia de Nampula (distritos de Moma, Angoche y
Ribéue): 20 y12 muestras de miel y cera respectivamente.

» Zona B (centro del pais) Zambezia (distritos de Gile, Alto Molucue, Namacura):
15 y 10 muestras de miel y cera respectivamente.

» Zona C (centro del pais) provincia de Sofala (distritos de Gorongosa, Caia y Ma-
rromeu): 20 y 12 muestras de miel y cera respectivamente.

» Zona D (centro del pais) provincia de Manica (distritos de Sussundega, Machaze

y Tambara): 20 y 12 muestras de miel y cera respectivamente.

Cada muestra de miel y cera consistio entre 750-1000 g y se recolectaron en 2014
y 2015. Las muestras (miel y cera) de Nampula y Zambezia se obtuvieron de colmenas
tradicionales construidas con materiales locales (troncos huecos, cilindros de corteza o
ramitas entretejidas) y usando métodos de recoleccion tradicional. Sin embargo, las mues-
tras de Sofala (envasadas/o procesadas por la compaiia de miel de Mozambique) y la
mayoria de Manica se obtuvieron y procesaron utilizando procedimientos méas modernos.
En la presente tesis, con la finalidad de comparar la miel y la cera de Mozambique con la
de otros origenes geograficos, han analizado muestras procedentes de Honduras (adqui-

ridas directamente en la comunidad Lenca) y de Espaiia (cooperativa Melazahar).
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3.2 Analisis melisopalinologico

Este andlisis requiere de una gran experiencia y conocimientos previos, por ello fue
llevado a cabo por personal cualificado del laboratorio donde se realizé esta tesis. Los
analisis melisopalinologicos se llevaron a cabo segun lo reportado por Juan-Borras, Do-
menech, Hellebrandova & Escriche, (2014). Se pesaban 10 g de miel en un vaso de pre-
cipitados de 50 mL y se anadian 20 mL de agua acidulada (H2SOs4, al 5%), después se
ponia en agitacion a 40 °C. Posteriormente se trasvasaba a un tubo de centrifuga graduado
y se centrifugaba a 3500 rpm durante 10 min, se desechaba el sobrenadante y se comple-
taba hasta 10 mL con agua destilada. Seguidamente se agitaba en el vortex y se centrifu-
gaba a 3500 rpm durante 5 min. Se eliminaba un poco de agua y se cogia el polen con
ayuda de un capilar, depositando el sedimento en un portaobjetos y poniendo a secar en
estufa a 50 °C, aproximadamente durante 30 min. Finalmente se afiadia una gota de gli-

cerina para sellarlo y se sellaba con un cubreobjetos

El residuo (polen) obtenido se observo mediante un microscopio 6ptico de luz con
un aumento de x40 (Zeiss Axiolab, Gottingen, Alemania) (Figura 3.1). Los granos de
polen se identificaron considerando las bases de datos palinoldgicas generales (Maran-
goni & Wesdorp, 2012; Gosling, Miller & Livingstone, 2013; Oroian, Amariei, Escriche
& Gutt, 2013; Juan-Borras et al., 2014; Oroian, 2015; Escriche et al., 2016; Schiiler &
Hemp, 2016; Palynological Database on line, 2018; Hyde, Wursten, Ballings & Coates

Palgrave, 2018), y la informacion existente sobre la flora presente en las areas de reco-
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Figura 3.1. Microscopio optico de luz.

leccion de miel (Crane, 1973; Johannsmeier, 2016).

Fuente: autor
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3.3. Determinacion de parametros fisicoquimico de la miel

Los métodos de la Comision Internacional de la Miel (Bogdanov, 2009a); los mé-
todos oficiales de anélisis de la Asociacion de Quimicos (AOAC, 2000) y los métodos
oficiales espafioles (BOE num. 145, 1986), se aplicaron para determinar los pardmetros

fisicoquimicos de la miel. Todos los anélisis se realizaron por triplicado.
3.3.1. Humedad

La determinacion del contenido de humedad fue realizada por el método refracto-
métrico basado en la medida del indice de refraccion de la miel. Se tomaba una gota de
la muestra de miel, mas licuada posible y se analizaba usando un refractometro tipo Abbe
(ATAGO 3T, Japon) con bafio termostatizado (Figura 3.2). El indice de refraccion se
midi6 a 20 °C = 1 °C. El valor obtenido fue extrapolado a la tabla de Chataway, y el

resultado se expresaba en g/100 g de miel.

Figura 3.2. Refractometro tipo Abbe con bafio termostatizado.

Fuente: autor

3.3.2. Actividad del agua (aw)

La actividad de agua fue medida, a temperatura constante de 25 °C mediante un
higrémetro de punto de rocio (Decagon Devices Inc. modelo Aqualab Serie 4TE, Estados
Unidos) con una precision de £0.003 (Figura 3.3). Se introducia una muestra de aproxi-
madamente 5g en una capsula de plastico, y una vez selladas se realizaban las medidas

de las muestras (Chirife, Zamora & Motto, 2006).
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Figura 3.3. Higrometro de punto de rocio.

Fuente: autor
3.3.3. Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica se determind mediante un pH-metro-conductimetro Se-
ven Multi™ (Mettler Toledo, Suiza) (Figura 3.4). Para ello, se pesaba una cantidad equi-
valente a 20 g de materia seca de la miel, se disolvia en 25 mL agua bidestilada y final-
mente se llevaba a un volumen de 100 mL. Se anotaba la conductividad obtenida junto

con la temperatura de la disolucion. El resultado final se obtenia aplicando la ecuacion 1.

kt
1+a(t—20)

k20(uS/cm) = Eq (1)

Siendo:

K20 = conductividad eléctrica de la disolucion de la miel corregida a 20 °C
Kt =conductividad eléctrica a temperatura de la disolucion de la miel

a = 0.0261 (coeficiente de temperatura a 20 °C)

t = temperatura de la disolucién de miel

Figura 3.4. pH-metro-conductimetro.

Fuente: autor
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3.3.4. pH, acidez libre, lactonica y total

Estos parametros se determinaron usando un valorador automatico 905 (Metrohm,
Herisau, Suiza) (Figura 3.5). Para ello se pesaban 10 g de miel y se disolvian en 75 mL
de agua destilada con la ayuda de un agitador magnético. Para evaluar la acidez libre, se
adicionaba una disolucion de hidroxido de sodio 0.05 N, a una velocidad de 5 mL/min.
La adicion se detenia cuando el valor del pH alcanzaba 8.5. Rapidamente, se vertian, 10
mL de la disolucién anterior y se valoraba por retroceso la acidez lactonica con una diso-
lucion de acido clorhidrico 0.05 N hasta llegar a un pH de 8.3. La acidez total se calculaba
sumando la acidez libre y lactonica, asi mismo se tomaba el valor del pH de la disolucion
de la miel que se determinaba automaticamente. Hay que destacar que, aunque sin dismi-
nuir la velocidad de incorporacion del alcali en las proximidades a 8.50, era necesario
valorar con la mayor rapidez posible, con agitacion constante para tener una buena repro-
ducibilidad del método, ya que el valor del pH desciende rapidamente debido a la hidro-

lisis de las lactonas. El resultado final se obtenia aplicando la ecuacion 2 y 3.
Acidez libre(meq/kg) = [(Vb — Vo)Nb 1.000]/P Eq. (2)
Acidez lactonica(meq/kg) = [(10Nb — VaNa) 1.000]/P Eq.(3)

Siendo:

V» = Volumen, en mL, de base consumida para alcanzar pH 8.50

Vo, = Volumen, en mL de base consumidos por 75 mL de agua destilada para al-
canzar pH 8.50

V.= Volumen, en mL, de 4cido gastado en la valoracion por retroceso para alcan-
zar pH 8.30.

Np = Normalidad de la base

N, = Normalidad del acido

P =Peso, en g, de la muestra

Figura 3.5. Valorador automatico.

Fuente: autor
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3.3.5. Hidroximetilfurfural (HMF)

El HMF se analiz6 mediante un cromatografo liquido (Agilent 1120 Series) (Figura
3.6) acoplada a un detector de ultravioleta (HPLC-UV). Se utilizé una columna ZORBAX
Eclipse Plus C18 (4.6 x 150 mm, tamafio de particula 5 um) (Agilent Technologies, USA).
Se us6 como fase movil agua: metanol (90:10, v: v). El detector se ajustd a 285 nm. El
software del sistema EZChrom Elite se usé para el procesamiento de los datos (Escriche,

Oroian, Visquert, Gras & Vidal, 2016).

En primer lugar se pesaban 5 g de miel (no calentada) y se disolvian con 25 mL de
agua destilada, se transferia a un matraz aforado de 50 mL, al que se le adicionaban 0.5
mL de una solucion Carrez I (15 g de ferrocianuro potasico trihidratado en 100 mL de
agua destilada) y 0.5 mL de una solucion Carrez II (30 g de acetato de cinc dihidratado
en 100 mL de agua destilada). Finalmente se llevaba al volumen final con agua destilada
(para evitar la formacion de espuma se afiadian unas gotas de etanol). Posteriormente, una
alicuota se pasaba a través de un filtro de nylon de 0.45 pm, y se inyectaban 5 uL. La
cuantificacion de HMF se realizo utilizando el método de estdndar externo, para ello se

construy6 una curva de calibracion con un rango de 0.1-10.0 mg/kg.

Figura 3.6. Cromatografo HPLC con detector ultravioleta (UV)

Fuente: autor

3.4. Color

En la determinacion del color de las muestras de miel se han usado dos metodolo-

gias distintas: 1. Colorimetro especifico para la miel (escala pFund), ya que, por su gran
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versatilidad es hoy en dia ampliamente usado en los laboratorios de control de calidad de
mieles (HANNA C221, Spain) (Figura 3.7.) y 2. Espectrocolorimetro de coordenadas
CIE-L*a*b* (Minolta Cm-3600d, Japon). (Figura 3.8.), por ser el habitualmente usado
en el mundo cientifico. En ambos casos, si la miel se encontraba en estado cristalizado,
¢ésta se ponia el tiempo necesario en una estufa (45-55 °C), hasta que quedaba completa-
mente liquida (Escriche et al., 2016). En el primer caso se media la transmitancia de luz
de la muestra, introducida en una cubeta y se comparaba con la de un patrén (glicerol
analitico de grado reactivo), el valor se expresaba en milimetros en la escala Pfund. En el
segundo caso, el color de las mieles se media a partir de su espectro de reflexion. Para
ello se obtuvieron las coordenadas de color CIE-L*a*b* utilizando como referencia un
observador de 2° y un iluminante D65. Se utilizo la teoria de Kubelka-Munk, debido a la
naturaleza translicida de las mieles, mediante la cual se determinaban los valores de re-
flectancia de un espesor infinito de la miel. La miel era introducida en una cubeta de 2
cm de paso de luz, realizandose todas las medidas con un fondo blanco y negro. (Visquert,

Vargas & Escriche, 2014; Visquert, 2015).

Figura 3.7. Colorimetro disefiado especificamente para la miel.

Fuente: autor

Los valores de un espesor infinito se obtienen con la expresion de la ecuacion (4).

Ro=a—-»b Eq. (4)
a=1/2[(R+ (Ro— R+ Rg)/Ro * Rg)] Eq. (5)
b=(a®-1 Eq. (6)
Siendo:

R = Reflectancia de la muestra sobre fondo blanco
R, = Reflectancia de la muestra sobre fondo negro
R, = Reflectancia del fondo blanco
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A partir de los valores de L* (luminosidad), a* y b*, se calcularon las coordenadas
psicométricas tono (h*) (ecuacion 7) y croma (C*) (ecuacion 8), asi como la diferencia

de color (AE) (ecuacion 9).

h *= arctg% Eq. (7)
C *=+Va*2 + b*2 Eq. (3)
AE = Va 2+ L*2 + b*2 Eq. (9)

Figura 3.8. Espectrocolorimetro.
Fuente: autor

3.5. Azucares

El contenido de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) se analiz6 en un cromato-
grafo liquido modelo 1200 Series (Agilent Technologies, Ratigen, Alemania), acoplado
a un detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD) (Agilent Technologies modelo
1200 Series, Ratigen, Alemania) (Figura 3.9). Se utiliz6 una columna cromatografica
(Waters Carbohydrate 4.6 x 250 mm de 4 pum). La fase movil fue agua/ acetonitrilo
(25:75) en modo isocratico a un flujo de 0,8 mL/min (Escriche et al., 2017). Para el ana-

lisis de datos se uso el software Mass Hunter.

Para ello se pesaba 0.5 g de miel, se disolvia con 25 mL de agua bidestilada y se
transferia a un matraz aforado de 50 mL. Se afiadia con la ayuda de una micropipeta 0.5
mL de solucion Carrez I (15 g de ferrocianuro de potasio trihidratado en 100 mL de agua
destilada), y 0.5 mL de solucién Carrez II (30 g de acetato de zinc dihidratado en 100 mL
de agua destilada). Se mezclaba y se afiadia agua hasta el enrase. Seguidamente se trans-
feria una alicuota a un tubo que se centrifugaba durante 5 minutos, del sobrenadante se

inyectaban 5 pL en el cromatdgrafo. La cuantificacion de azlcares se realizo utilizando

78



Material y métodos

estandares externos con los que se construian las curvas de calibracion correspondientes.

Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Figura 3.9. Cromatografo HPLC con detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD).

Fuente: autor

3.6. Compuestos volatiles

La extraccion de la fraccion volatil de las muestras de miel se llevo a cabo mediante
el método conocido como “purga y trampa” (Figura 3.10.) (Escriche, Visquert, Juan-Bo-
rras & Fito, 2009; Kadar, Escriche, Juan-Borras, Carot & Domenech, 2011). Para ello, se
pesaban 20 g de miel en el tubo de vidrio con cuello esmerilado al que se afiadian 100 pL
de un patrén interno (2-pentanol, 10 pg/mL). A continuacién, se sumergia el tubo con la
miel en un bafio termostatizado a 45 °C hasta cubrirla. El gas de arrastre, nitrdgeno puri-
ficado, circulaba a través de la muestra con un caudal constante de 100 mL/min. En el
extremo del montaje se colocaba un tubo, relleno con un absorbente (3000 mg deTenax,

TA 20-35 mesh), en el que se atrapaba la fraccion volatil arrastrada por el gas.

Pasados 20 minutos del proceso de extraccion, se procedia a la desorcion de la
fraccidn volatil retenida en la matriz de Tenax, utilizando un desorbedor térmico Turbo-
matrix TD (Perkin Elmer, Wellesley, USA). La desorcion fue realizada bajo un flujo de
helio, a 220 °C durante 10 minutos, y los compuestos volatiles eran criofocusados en una
trampa fria a -30 °C, que se transferian directamente a la cabeza de la columna por calen-

tamiento (rampa de temperatura 99 °C/s) de esta hasta los 250 °C.
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Figura 3.10. Esquema del montaje del sistema “purga y trampa” para extraccion de compuestos
volatiles.

Fuente: autor

La separacion de los compuestos volatiles se llevd a cabo mediante un cromato-
grafo de gases (Trace GC 2000) acoplado a un detector de masas (Finnigan TRACETM
MS, Thermo Quest, Austin, EE. UU.) (Figura 3.11). Equipado con una columna capilar
DB-WAX (SGE, Australia) (60 m de longitud, 0.32 mm id, 1.0 um de tamafo poro),
utilizando helio como gas portador (caudal de 1 mL/min). El programa de temperatura
del horno fue: 40 °C (mantenido 2 minutos) hasta 190 °C a 4 C/min (mantenido 11 mi-
nutos) y finalmente se alcanzaron 220 °C a 8 °C/min (mantenido 8 minutos). La fragmen-
tacion para obtener los espectros de masas se llevarona a cabo mediante impacto electro-

nico a 70 eV*, en un rango de masas de m/z 45-433.

La identificacién de compuestos volatiles se realizo6 comparando sus espectros de
masas, tiempos de retencion e indices de retencion lineal (ecuacion 10) (indices de Ko-
vats) con los obtenidos a partir de estandares auténticos. Los indices de Kovats se obtu-
vieron inyectando un estandar de alcanos (Cs a Cao) en el Tenax, y aplicando el mismo

programa de temperatura que las muestras.

tR(i)—tR(z)

RI =100 tR(z+1)—tR(2)

+ 100z Eq. (10)

Siendo:

RI = Indice de Kovats (indice de retencion)

RI(i): indice relativo de retencion de la sustancia i

R(i): tiempo de retencion del compuesto i, con tiempo de retencion entre el alcano
z 'y el alcano z+1

z: niumero de atomos de carbono en el alcano z

R(z): tiempo de retencion del alcano z

R(z+1): tiempo de retencion del alcano z+1
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Cuando no se disponia de estdndares auténticos, los compuestos se identificaban
comparando sus espectros de masas (valores m/z de los iones més abundantes) con los de
la biblioteca de referencia NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia), Las
variables utilizadas en el analisis estadistico para la diferenciacion entre las mieles, fueron
los datos de los compuestos semi-cuantificados, ya que no siempre estaban disponibles
los estandares comerciales auténticos para todos los compuestos identificados. Estos da-
tos se obtuvieron considerando el area relativa entre las areas de los picos de cada com-
puesto y el area del pico del estandar interno, asumiendo un factor de respuesta igual a
uno, los célculos fueron hechos a partir de la ecuacion (11) y expresados como pug de

compuesto/100 g de miel (Juan-Borras et al., 2014).

__ FRxAxxCpi

Cx [1g/100 g muestra] Eq. (11)

Siendo:

FR: Factor de respuesta

Ayi: Area del pico del patron interno

Ax: Area del pico de compuesto

Cyi: Cantidad de patrdn interno adicionado a la muestra (ng)
Cx: Cantidad del compuesto (ng)

Figura 3.11. Desorbedor térmico acoplado a un cromatoégrafo de gases con detector de masas.

Fuente: autor

3.7. Antioxidantes
3.7.1. Flavonoides y acidos fendlicos

Dado que la miel es una matriz compleja, se utilizé el método de extraccion en
fase solida, SPE (Solid Phase Extraction), como etapa de limpieza, para eliminar los com-

puestos que interfieren antes del analisis cromatografico. Para ello se disolvian 3g de
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muestra de miel en 15 mL de agua acidificada (pH 2, HC1 1M) hasta que estuvieron com-
pletamente diluidas. Estas disoluciones de miel pasaron a través de los cartuchos Strata-
X SPE previamente acondicionados (3 mL de metanol y 3 mL de agua). Posteriormente
se lavaron con 5 mL de agua acidificada y 15 mL de agua ultrapura, con la finalidad de
eliminar los azlicares y otros constituyentes polares de las mieles. Finalmente, se secaron
a vacio durante 3 min, y las fracciones fendlicas retenidas se eluyeron con 3 mL de me-

tanol: acetonitrilo (2:1, v: v).

Los andlisis de los extractos se llevaron a cabo utilizando un cromatografo liquido
Alliance 2695, con un detector de matriz de fotodiodos 2996 (Waters, EE.UU.) (Figura
3.12). Los flavonoides y los compuestos fendlicos se separaron en una columna Brisa
LC2, C18 (250 x 4,6 mm x 5 um) (Teknokroma, Espafia). La fase mdvil binaria consistio
en acetonitrilo como fase A, y una mezcla de agua: acido formico (99:1,vv:v) como fase
B. Uséandose las siguientes condiciones de gradiente binario: inicial de 90% de B, gra-
diente lineal hasta 40% de B al minuto 25, bajando hasta 20% de B al minuto 26 (mante-
niendo estas condiciones hasta el minuto 30), seguido de un gradiente lineal hasta las
condiciones iniciales al minuto 35 min, manteniendo estas condiciones hasta el minuto
40. La columna se mantuvo a 30 °C. El caudal y el volumen de inyeccién fueron de 0,5

mL / min. y 10 pL, respectivamente.

Los flavonoides y acidos fenolicos se identificaron mediante la comparacion de
los tiempos de retencion cromatograficos y las caracteristicas espectrales UV de analitos
desconocidos con estandares auténticos y datos disponibles de la literatura (Merken &

Beecher, 2000). Los cromatogramas se registraron entre 290 y 400 nm.

Las curvas de calibrado se construyeron mediante analisis de regresion lineal de
minimos cuadrados, relacionando area del pico de cada compuesto frente a su concentra-
cion respectiva (0,5-30 ng/mL). Se fortifico una muestra conocida con cada compuesto
para construir las curvas de calibracion para tener en cuenta el efecto de la matriz en el
analisis. Se inyectd un control de calidad interno (una solucién estandar) en el equipo
como primer paso, antes de cada lote de la muestra, para garantizar la calidad de los re-
sultados y evaluar la estabilidad del método propuesto. Los resultados cuantitativos se
expresaron en mg de compuesto por 100 g de miel, y todas las determinaciones se llevaron

a cabo por triplicado.
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Figura 3.12. Cromatdgrato HPLC con detector de matriz de fotodiodos.
Fuente: autor
3.7.2. Capacidad antioxidante total

La actividad antioxidante (AA) de las muestras se determind mediante el método
del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) descrito por Scherer & Godoy, (2009).
Para ello, se mezclaron 0.1 mL de la muestra [diluida en metanol: agua (80:20)] con 3.9
mL de una solucion metandlica de DPPH [0.025 mg/mL preparada en metanol: agua
(80:20)]. La solucion se agito, después de 30 minutos, se midio la absorbancia de la mues-
tra a 515 nm usando metanol como blanco. La cuantificacion se calculd usando el com-
puesto Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) como estandar de
referencia. Los resultados se expresaron en mg de Trolox equivalente por 100 gramos de

miel. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
3.8. Propiedades reolégicas

Las propiedades reoldgicas dinamicas de las muestras de miel se obtuvieron con un
redmetro RheoStress 1 (Thermo Haake, Karlsruhe, Alemania) (Figura 3.13) con las si-
guientes condiciones, temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 °C y usando un sistema
de placas paralelas (@ 60 mm) con un espacio de 500 um (Oroian, Amariei, Escriche &
Gutt, 2013; Oroian, 2015; Escriche, Oroian, Visquert, Gras & Vidal, 2016). Después de
cargar la muestra, se esperaron 5 minutos para permitir que la muestra alcanzara la tem-
peratura deseada. Para determinar la region viscoelastica lineal, los barridos de estrés se
realizaron primero a 1 Hz. Luego, los barridos de frecuencia se realizaron en el rango f=
0.1-10 Hz a 1 Pa de tension (region viscoelastica lineal). El software Rheowin Job (v.2.93,
Haake) se utilizo para obtener los datos experimentales y calcular el modulo de almace-

namiento (o elastico) (G"), el modulo de pérdida (viscosa) (G™") y la viscosidad compleja
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(n*). La viscosidad compleja n* representa la resistencia total del material al flujo (Ma-
rangoni & Wesdorp, 2012) (ecuacion 12). Las mediciones se realizaron por triplicado
para cada muestra y condicion.

*

T
k—.
N w.y*

Eq. (12)

Siendo:

(n*) = viscosidad compleja

(%) = amplitud maxima de esfuerzo resultante
(y*) = deformacion aplicada

(w) = angulo velocidad

Figura 3.13. Redmetro

Fuente: autor
3.9. Analisis de la cera de abeja
3.9.1. Perfil de hidrocarburos

La preparacion de las muestras se realizé pesando 0.025 g de muestra en un matraz
aforado de 5 mL, al el cual se adicionaban 100 puL de escualeno (4 mg/mL), se aforaba
con cloroformo (Scharlau al 99%) y se agitaba. Finalmente esta se dejaba reposar hasta
la completa disolucion de la cera (aprox. 15 min). Seguidamente se inyectaban 2 pL de

muestra en el cromatografo.

El analisis cromatografico se llevo a cabo mediante un cromatoégrafo de gases CE
Instruments (CG 8000 TOP), equipado con detector de ionizacion de llama (FID), la co-
lumna usada fue una columna capilar (SGE) de 25 m x 0.32 mm, i.d. 0.1 um (Figura
3.14). El modo de inyeccion fue en splitless, y el gas portador fue helio con un flujo de 1
mL/min. La temperatura del inyector fue de 275 °C, la del detector 330 °C y el horno se

programé con una temperatura inicial de 70 °C durante 2 minutos, y una rampa de 5
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°C/min hasta llegar hasta 310 °C, manteniéndose durante 5 minutos, y finalmente se al-

canzaron 330 °C a 10 °C/min, manteniéndose durante 35 minutos.

La identificacion de los diferentes hidrocarburos en las muestras se ha realiz6 com-
parando los tiempos de retencion obtenidos de cada compuesto con los de los patrones de
referencia inyectados en las mismas condiciones. Para la cuantificacion de los hidrocar-
buros, se utiliz6 el método del patron interno (escualeno). La concentracion de los com-
puestos se calcul6 a partir del procedimiento descrito por Serra Bonvehi & Orantes Ber-

mejo, 2012.

Figura 3.14. Cromatdgrafo de gases con detector de ionizacion de llama (FID).

Fuente: autor
3.9.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de las muestras se analizaron por medio de un calorimetro
diferencial de barrido (Mettler Toledo, DSCI1, Suiza) equipado con un enfriador interno
(Figura 3.15). El gas de purga utilizado fue nitrogeno (pureza del 99,99% a 20 mL/min).
El equipo fue calibrado con indio y zinc. Las muestras (entre 9 y 12 mg) se colocaron en
bandejas de aluminio (40 pL, ME-26763, Al-Crisoles), se cubrieron, se cerraron hermé-
ticamente y se pesaron (balanza analitica Mettler Toledo XS205, Suiza). Un crisol vacio
se considerd como la muestra de referencia. Con el fin de obtener la entalpia de fusion y
cristalizacion (AHm y AHc) y la temperatura de fusion y cristalizacion (Tm y Tc), las
muestras se sometieron a las siguientes condiciones (denominada condicion rapida): en-
friamiento desde 25 °C a 5 °C a una velocidad de 5 °C/min, mantenida durante 5 min;
calentamiento desde 5 °C a 65 °C a una velocidad de 5 °C/min, mantenida durante 5 min.
Calentamiento de 65 °C a 85 °C y enfriamiento de 85°C a 5°C a una velocidad de 5 °C/min
(Buchwald et al., 2008). Ademas, con la finalidad de obtener todas las posibles tempera-

turas de fusion y cristalizacion asociadas a las formas polimérficas de los lipidos de la
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cera, éstas fueron sometidas a las siguientes condiciones (denominada condicion lenta):
calentamiento desde 20 °C a 75 °C a una velocidad de 1 °C/min; enfriamiento desde 75

°C a 20 °C a una velocidad de 1 °C/min (Gaillard et al., 2011).

Figura 3.15. Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC).

Fuente: autor
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Abstract

Honey from different provinces of North and Central Mozambique was characterised
considering their physicochemical quality parameters, colour, sugars, total antioxidants,
pollen analysis and volatile profile. Flora that surrounds the hives, and the apicultural
practices also influence in their characteristics. According to a similar pollen spectrum,
eight types of honey were found. In these, the predominant pollens were: I-Astragalus
type; lI-Acanthus sp; 1lI-Celastraceae; [V-Brassicaceae; V-Anacardiaceae and Astragalus
type; VI-Astragalus type and Myrtaceae; VII-Asteraceae family and VIII-unknown.
Group I (from Nampula), specially distanced itself from the others mainly due to the spe-
cial abundance of certain compounds (alcohols, aldehydes, esters, acids and terpenes).
The presence of furan compounds largely identified in Sofala and Manica honeys could
be due to because of inadequate beekeeping practices or storage conditions. A discrimi-
nant analysis correctly classified 96.7% of the groups, being electrical conductivity and
moisture followed by the volatile compound 3-Methylbutan-1-ol and the free acidity, the

variables that most contributed.

Keywords: Mozambique, honey, pollen, physicochemical quality parameters, volatile

compounds.
1. Introduction

Mozambique, located in the Southeast coast of Africa is one of the poorest countries
in the world. Here, apiculture does not play an important social, economic or environ-
mental role but it has potential to increase the sustainability of poor rural communities
(Bradbear, 2005; Serem & Bester, 2012). North and Central regions of Mozambique en-
joy a favourable climate and have sufficient natural resources, particularly vast forest
areas rich in melliferous flora ideal for beekeeping. At present, honey production in
Mozambique is very low, about 600 tons/year (FAOSTAT, 2016), with a growing trend
in the last 5 years. However, due to the availability of agro-ecological resources, the pro-

duction capacity could reach 3,600 tons/ year (Jooster & Smith, 2004).

In Mozambique, there are several possible benefits to beekeeping. It could be an
attractive income generating activity for smallholder farmers and be exploited by women
of rural populations. There is no doubt that beekeeping can help generate social change

and play an important role in society while creating sustainable livelihoods. In addition,
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it can favour the development of many different sectors within society: vendors, carpen-
ters who manufacture beehives, garment makers, protective clothes, and packaging pro-
cessors. All this keeping in mind the contribution of apiculture for the development of

agriculture and the environment associated with the increase of pollination.

In the last years, the world market demands differentiated agro-alimentary products
with specific characteristics based on the following criteria: botanical or geographical
origin, quality and safety, specific organoleptic or nutritional characteristics, among oth-
ers (Juan-Borras, Domenech, Hellebrandova, & Escriche, 2014). For this reason, there is
a large number of global research studies about the characteristics of honey; however,
there are very few focused on properties of African honeys. Among these, it is worth
mentioning those papers of different African countries: Ethiopia (Sime, Atlabachew,
Redi-Abshiroand, & Zewde, 2015); Burkina Faso (Meda, Lamien, Romito, Millogo, &
Nacoulma, 2005; Nombré, Schweitzer, Boussim, & Rasolodimby, 2010; Paul, Issa,
Kwamé, & Joseph, 2013; Escriche, Oroian, Visquert, Gras, & 52 Vidal, 2016); South
Africa (Serem & Bester, 2012); Sudan (Makawi, Gadkariem, & Ayoub, 2009); Tinez
(Martos, Cossentini, Ferreres, & Tomas-Barbera, 1997); Morroco (Malika, Mohamed, &
Chakib, 2005) and Mozambique (Escriche, Tanleque-Alberto, Visquert, & Oroian, 2017).
Generally, those papers are focused on physicochemical and rheological properties. How-
ever, they do not deal with other important characteristics appreciated by the consumers
such as; aroma and colour, or even the origin (botanical or geographical) that also provide
added value in the marketplace. With respect to origin, pollen present in honey is "the
witness" of the flowers that the bee has visited, since its entrainment by adhesion occurred
when they collect the nectar. Therefore, the pollen analysis (consisting in the recognition
of the pollen grains morphology of the different botanical species) is a powerful tool that
allows to knowing the botanical and geographical origin of honey (Oddo et al., 2004;
Juan-Borrés et al., 2014).

Considering Mozambiquean honey, there is an almost total lack of scientific data,
therefore, as a result, it would be interesting to expand its knowledge, especially related
to quality indicators. Advertising could attract the attention of local Mozambiequean au-
thorities in charge of the national regulation of this product. This will facilitate its quality
control, thus promoting the commercialization in local and international markets and to
support and further develop the apiculture in this country. All this in context of the man-

datory fulfilment of the international requirements with regards to specific quality criteria
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parameters (Council Directive 2001/110 relating to honey, 2002) and intrinsic character-

istic that also provide added value in the marketplace.

Taking this into consideration, the aim of this work was to characterise honey from
different provinces of North and Central Mozambique in terms of their physicochemical
quality parameters, colour, sugars, pollen analysis and volatile profile. This will serve as

useful information for the future regulation of honey from Mozambique.
2. Materials and Methods
2.1. Collection samples

Seventy-five honey samples from northern and central Mozambique were analysed
in the present study: 20 from Nampula (districts of Moma, Angoche and Ribaue) in the
north and 15 from Zambezia, 20 from Manica, and 20 from Sofala, in the centre. Each
sample consisted of 750 g and collected in 2014 and 2015. Honey from Nampula and
Zambezia was obtained using traditional beehives (made with local resources such as
twigs, trunks and barks) and harvesting methods. However, samples from Sofala (pack-
aged by Mozambique honey Company) and the majority of Manica were obtained and

processed using more modern procedures.
2.2. Physicochemical quality parameters, colour and sugar analyses

The methods of the International Honey Commission (Bogdanov, 2009a) were ap-
plied to determine the physicochemical quality parameters: Moisture by refractrometry
(Abbe-type T1 Atago, Washington, USA, and the Chataway table); hydroxymethylfurfu-
ral (HMF) by HPLC-UV with a Compact LC 1120 (Agilent Technologies California,
USA) using a column ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 x 150 mm, 5 pm particle size,
Agilent Technologies, USA); with isocratic mode, water: acetonitrile (25:75); electrical
conductivity by electrical conductivity by a conductimeter C830 (Crison Instrument, Bar-
celona, Spain,); pH, free and lactonic acidity by potentiometric titration with a 905 Ti-
trando (Metrohm, Herisau, Switzerland). Furthermore, colour was measured using a mil-
limeter Pfund scale Honey Colour Analyzer C221 (Hanna Instruments, Barcelona, Spain)
(Escriche et al., 2016). Water activity (aw) was determined at 25 °C (x 0.2 °C) with an
electronic dewpoint water activity meter, Aqualab Series 4 TE (Decagon Devices, Wash-
ington, USA), fitted with a temperature-controlled system (Escriche et al., 2016). The
content of sugar samples (glucose, fructose, and sucrose) was determined with a HPLC

Compact LC 1120 (Agilent Technologies, California, USA), coupled to an Evaporative

95



Resultados

Light Scattering detector 1200 (Agilent Technologies, Ratingen, Germany), equipped
with a chromatographic Carbohydrate column (4.6 x 250 mm, 4 um particle size, Waters,
Ireland). The antioxidant activity was measured based on the scavenging activities of the
stable 2,2- diphenyl- 1- picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma- Aldrich, Madrid, Spain), in a
UV-Vis spectrophotometer Helios alpha (Thermo Scientific, England) (Juan- Borras,
Soto, Gil- Sanchez, Pascual- Maté, & Escriche, 2017). All determinations were carried
out in triplicate.

The laboratory where this study was carried out (Laboratory of Quality Control of
Honey and apiculture products of Universitat Politecnica de Valencia) participated with
the described methods in the last edition (June-August 2018) of “FAPAS® Proficiency
Test specifically designed for Quality indicators of Honey” (accredited by UKAS as com-
plying with the requirement of ISO/IEC 17043:2010). The z-score values resulted from
this last edition for all the parameters analyzed in the present study ranged from —0.2 to
1.8. Considering that acceptable range must be -2 < z < 2, the validity of the analytical
methods is proven. Other authors also reported the Proficiency Test procedure as the best
way to achieve this goal (Camino-Sénchez, et al., 2012; Anagnostopoulos & Miliadis,
2013; De Girolamo, et al., 2017).

The total antioxidant activity in honey is the only parameter, which was not a target
of the FAPAS Proficiency Test. For this reason, this parameter had to be validated by an
internal and separate procedure [linearity=0.9982; repeatability estimated as RSD=5.3%
and reproducibility=8.0 (n=5) and accuracy calculated as recovery=84%-110%].

2.3. Pollen analysis

The melissopalynologycal analyses were carried out as reported by Juan-Borras et
al., (2014). In brief, 10 g of honey was dissolved in 20 mL of acidulated water(sulphuric
acid, 5%) and then centrifuged. After the supernatant was discarded, and the sediment
was re-dissolved with distilled water and centrifuged again. The residue obtained was
then observed under x40 magnification using a Light optical microscope (Zeiss Axiolab,
Gottingen, Germany). Pollen grains were identified considering general palynological da-
tabases (Gosling, Miller, & Livingstone, 2013; Schiiler & Hemp, 2016, Palynological
Database on line, 2018; Hyde, Wursten, Ballings, & Coates Palgrave, 2018); and the ex-
isting information about the flora present in the areas of honey collection (Crane, 1973;

Johannsmeier, 2016). In the same manner to what was performed for ensuring the quality
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physicochemical parameters, colour and sugar analyses results, this laboratory has partic-
ipated in one of the few Proficiency Tests specifically designed for pollen analysis in
honey, organized by the “Laboratorio Arbitral Agroalimentario-Ministerio de Agricul-
tura Pesca y Alimentacion (LAA-MAPAMA) (Spain)” in cooperation with “Gabinete de
Servicios para la Calidad (SGCLA)”. In this case our Z-score was —0.07 (within the be-
fore mentioned acceptable range), which indicates that the validity of the pollen analysis

is demonstrated.
2.4. Volatile compound analysis

The extraction of volatile compounds was done by the purge and trap methodology
(45 °C for 20 min) using purified nitrogen (100 mL min') (Juan-Borras et al., 2014). The
compounds were trapped in a glass tube packed with Tenax TA (20-35 mesh), thermally
desorbed (220 °C for 10 min at 10 mL min~! helium flow), cryofocused in a cold trap at
—30 °C, and then transferred into a capillary column by heating the cold trap to 250 °C
(rate of 99 °C/s) using a TurboMatrix TD (Perkin Elmer TM, CT-USA). Thereafter, the
extracted volatile compounds were separated and identified in a GC-MS (Finnigan
TRACETM MS, Thermo Quest, Austin, USA) equipped with a DB-WAX capillary col-
umn (SGE, Australia) (60 m length, 0.32 mm i.d.,1.0 pm film thickness), using helium as
a carrier gas (flow rate of 1 mL min!). The temperature oven programme was: from 40
°C (2-minute hold time) to 190 °C at 4 °C min"! (11-minute hold time) and finally to 220
°C at 8 °C min! (8-minute hold time). Electron ionization mass spectra were recorded in
impact ionization mode at 70 eV (mass range of m/z 33-433). 2-Pentanol was used as an
internal standard. Three extracts were obtained for each sample.

The identification of isolated volatile compounds was performed by comparing
their mass spectra, retention times and linear retention indices against those obtained from
authentic standards. When authentic standards were not available, the compounds were
tentatively identified by comparing their mass spectra (m/z values of the most important
ions) with those from the NIST library (National Institute of Standards and Technology)
as well as the linear retention indices of all the compounds. These indices were obtained
by injecting a range of Cg to Coo alkanes into the Tenax applying the same temperature-
programme as the samples. The variables used in the statistical analysis for differentiation
between honeys were the semi-quantified compounds data since authentic commercial
standards for all identified compounds were not always possible. This data was obtained

considering the relative area between the peak areas of each compound and the peak area
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of the internal standard, assuming a response factor equal to one and expressed as pg of

compound/100 g of honey (Juan-Borras et al., 2014).
2.5. Statistical analysis

An analysis of variance (ANOVA) (using Statgraphics Centurion for Windows)
was carried out to study the influence of the province were the harvesting took place on
the physicochemical quality parameters, colour, sugars and volatile compounds. The
method used for multiple comparisons was the LSD test (least significant difference) with
a significance level 0=0.05. Furthermore, a Principal Component Analysis (PCA) data
was applied by means of the software Unscrambler X.10. Stepwise linear discriminant
analyses were carried out using the ‘forward’ procedure, which begins with no variables

in the model and adds the variables with the greatest discriminating power (SPSS 16.0).
3. Results and Discussion
3.1. Physicochemical quality parameters, colour and sugar content

With the aim of facilitating the comparison of variability patterns between “prov-
ince” where the harvesting took place, Figure 4.1.1. shows the box and whisker plots for
all the physicochemical quality parameters (moisture, aw, HMF, electrical conductivity,
total antioxidant, free acidity, lactonic acidity and pH) as well as fructose, glucose, fruc-
tose/glucose ratio (F/G) and colour Pfund. According to the ANOVA analysis performed
(data not shown), most parameters among provinces showed statistically significant dif-
ferences, with electrical conductivity, colour, and F/G ratio being the only exception.
However, the main cause of these exceptions is primarily due to the large range of varia-
bility observed for these parameters. For example, these values in Nampula samples
ranged from 0.30 to 1.54 mS/cm; 54 to 152 mm Pfund scale; and 0.90 to 1.52 (F/G ratio),
respectively. Considering the F-ratio values from ANOVA, moisture and aw are the pa-

rameters most affected by the factor province.

In general, Manica and Sofala samples had the lowest moisture contents, fulfilling
the international criteria for moisture (less than 20 g/100 g) (Council Directive 2001/110
relating to honey, 2002). This condition has a positive influence on the quality of the
honey harvested in both provinces because low moisture levels slow down the probability
of fermentation. The high stability of the honey from both provinces, especially from
Manica, also remains patent due to the low levels of aw. However, in Nampula, some

samples exceeded the recommended limit of moisture and because of their high ay, are at
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risk of presenting different problems of quality alteration. All these alterations, although
not harmful for human health, may be the cause of negative appearance and consequently
having an adverse effect on its market value. The highest moisture levels found in honey
samples from specific areas of Mozambique as is the case of Nampula, could be associ-
ated with pluviosity conditions such In fact, Nampula located in the north, is humid with
an average annual rainfall around 2000 mm, in Manica and Sofala, in the centre, only
1000 mm (Zandamela, 2008). Different authors reported that the fermentation processes
of honey could be accelerated in humid areas and rainy seasons, resulting in a more vul-
nerable honey (Tornuk et al., 2013; Silva, Gauche, Gonzaga, Costa, & Fett, 2016). In
addition to the climate conditions, inadequate beekeeping practices is another important
factor that can affect the final moisture content; for instance, if it is extracted before the
bees are able to dry it with their wings or if the honey is stored (after harvesting) in a very
humid environment (due to the honey’s higroscopicity). Keeping in line with good bee-
keeping practices, another important parameter to consider is HMF, since it can increase
during handling, extraction, conditioning, or storage operations and mostly as a result of
thermal treatments (time and temperature) (Silva et al., 2016). In the present work HMF
is ranged by province among the following minimum and maximum values: 1.1-65.0
mg/kg in Nampula; 25.3-60.6 mg/kg in Zambezia; 11.2-114.5 mg/kg in Manica and 2.2-
47.19 mg/kg in Sofala. Although, in many cases these honeys exceeded the generally
admitted maximum of 40 mg/kg, it must be considered that Mozambique has a tropical
climate and therefore this parameter up to 80 mg/kg is permitted (Council Directive
2001/110 relating to honey, 2002). When this value is exceeded, honey is deemed unac-
ceptable to be commercialised. The great dispersion observed for HMF within the same
province, highlights the importance of the beekeepers role. If some beekeepers obtain
honey with very low HMF values, others in the same region should do the same. All this
suggests that training in good practices is the first step in guaranteeing good quality honey

that has the potential of being sold on international markets.

In contrast to the above mentioned parameters, the dispersion of colour in most
cases (54-152 mm Pfund in Nampula; 140-150 mm Pfund in Zambezia; 88-150 mm Pfund
in Manica and 84-137 mm Pfund in Sofala) and electrical conductivity values (0.30-1.54
mS/cm in Nampula; 1.21-1.39 mS/cm in Zambezia; 0.46-1.33 mS/cm in Manica and
0.39-1.36 mS/cm in Sofala) could be logical as a consequence of the flora present in the

different geographic areas. This is because both parameters directly depend on the nectar
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or secretions of plants visited by bees. Since all Zambezia samples had electrical conduc-
tivity values above 0.80 mS/cm, they could be considered as honeydew honeys. However,
in the other provinces, the electrical conductivity was indistinctly above and below this
value, for this reason, these honeys could come from both nectar of flowers or secretions
of plants (Council Directive 2001/110 relating to honey, 2002). The wide dispersion in
the values of electrical conductivity observed in the present work is in line with those
reported for honey samples from Manica and Sofala (Zandamela, 2008), although these
authors found values of up to 2.62 mS/cm. Colour and electrical conductivity parameters
are related to each other, because the darker the colour, the higher the mineral content
resulting in higher conductivity (Juan-Borras et al., 2014). Moreover, this trend could be
generally correlated to the antioxidant activity levels to the point that, in general, the
greater the intensity of colour and conductivity, the higher the phenolic total content of a
honey (Juan-Borras et al., 2017). In fact, in the present work, one sample from Nampula
simultaneously had the highest total antioxidant activity (40.0 mg Trolox equivalent/100

g), colour (152 mm Pfund) and electrical conductivity (1.54 mS/cm).

As usual in honey, fructose in all samples was the most abundant sugar, followed
by glucose. The average values for fructose was 39.1, 41.3, 45.1 and 39.2 g/100 g, and
for glucose was 32.5, 32.4, 35.7 and 30.3 g/100 g, respectively for Nampula, Zambezia,
Manica and Sofala. The observed differences are attributed to the variable vegetation ex-
isting in provinces. The level of sucrose was less than 1g/100 g in all cases(LOQ, Limit

of Quantification of the method).

The fructose and glucose ratio (F/G) provides an indication of the capability of
crystallisation of honey (Tosi, Lucero, & Bulacio, 2004). Although this characteristic
does not affect the healthiness of honey, the consumer tends to reject crystallized honey,
hence its importance as a criterion of quality in terms of its commercialisation. Crystalli-
sation presents the additional problem of increasing the aw, on the upper layer, which
could lead to enzymatic or microbial spoilage through the growth of osmophilic yeasts
(Silva, et al., 2016). In the present work, the average values of F/G ratio, around 1.2, were
very similar in the four provinces, the most extreme values being in Nampula province
which ranged from 0.9 to 1.5. Considering that the lower the ratio, the quicker the crys-
tallisation, this province could have samples that are more susceptible to granulation

(Juan-Borras et al., 2014).
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Free acidity is considered, as a quality parameter since its high levels is attributable
to fermentation by microorganisms. However, recent studies showed that there is no cor-
relation between yeasts and moulds count and the acidity of honey, but rather this param-
eter could be more related to the origin of honey such as bee species, flowering, climate
or harvest time (Ananias, Melo, & Moura, 2013). In reality, honey is characterized by the
presence of organic acids in equilibrium with lactone, internal esters and some inorganic
ions such as phosphates, sulphates and chlorides (Silva et al., 2016). In any case, Euro-
pean legislation establishes 50 meq/kg as the maximum limit permitted for marketing
(Council Directive 2001/110 relating to honey, 2002). In the present study, significant
differences between provinces with respect to this parameter were found, with average
total values of: 15.5, 21.5, 14.7 and 10.9 meg/kg in Nampula, Zambezia, Manica and
Sofala, respectively, and a maximum of 22.3 meq/kg value in a Zambezia sample. It is
noteworthy that the samples studied in this work were far from this maximum level es-
tablished as the quality criterion. However, in previous studies about honey from Mozam-
bique (in Sofala and Manica provinces) this value sometimes reached to 49.6 meq/kg
(Zandamela, 2008). In other African countries the ranges of variability of this parameter
were similar to those of the present study. Terrabe, Diez & Heredia (2002) reported be-
tween 10.3 to 102.0 meq/kg in honey from Morocco and Nair & Maghraoui (2017) from
10.0 to 25.0 meg/kg in honey from Algeria.

The lactonic acidity, considered as the acidity reserve when the honey becomes
alkaline, (Baroni et al., 2009), ranged from a minimum of 0.1 meqg/kg in one Nampula
sample to 17.6 meq/kg in one Zambezia sample. These values are similar to those found
in honey samples from Central and South of Mozambique (1.2 to 15.3 meq/kg) (Zan-
damela, 2008) as well as in honey from other African countries such as Algeria (2.0 to
5.1 meq/kg) (Nair & Maghraoui, 2017); Morocco (0.5 to 18.5 meq/kg) (Terrab et al.,
2002). Ethiopia (Belay, Solomon, Bultossa, Adgaba, & Melaku, 2013), Tanzania (Gid-
amis, Chove, Shayo, Nnko, & Bangu, 2004); and from Burkina Faso (Paul, et al., 2013).

In the present study, in general, pH values ranged from 3.5 to around 4.5. Other
authors reported similar pH values in African honeys: 3.50—4.43 from Algeria; 3.80—4.50
Morocco; 3.80—4.50 Tunisia; 3.58-4.84 Burkina Faso and 3.87 to 5.12 from South Africa.
However, several samples in Sofala province showed values of around 6.3, which could

be considered as characteristic of certain types of honey (Zandamela, 2008).
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In summary and despite the different outliers specific values shown in some cases,
the variability of the quality parameters evaluated in Mozambiquean honey was within

the range reported in other types of African honey.



Resutados

25F 3| o725 b 120F 3| 170F G
0695} . ] : ]
— o3k 4 C ] 100F -‘V ] is0r T = 3
8., 1| osssf % 1 Psof 1| SsoF if
by = ]| ®os3sf - b \E,eo- e X 11 EofF E
S 1of ] [ — 1 - e 11 5 F ]
z . 1| ososf S — § Z s0f % 1] 39of 1 l 3
2 T ] : T 18} .
. = 7| 0575 ] 20¢ T 7 7op ]

r 1 [ ] o ?‘ ] Eog
15E 4] 0545k = ot = 50t =

z

m)
N
3]

e
o
1
a
=]
T
1
o
S
]
1
o
<]
T
1

)

= T S
PPN T 1| S4of - 1 | sk _asf ]
= + o 451 1 o
Z + 11 2 s f 8 :
Soor 4] <=sof ] = E T < a0 ° ]
2ok 1| Z20F Cob 3 2 I & a5k 3
: ; * = 8% ]
g . g =L | S .| IR - | B3
Sosf - 11 Sof o =T 30f ]
5L £ — B C
[} - L
m ok 4 = ot . 30LC - 25¢ |

N z M s N z M s N z M s N z M S

15F = 3 25F E 6.5[" ]

E 3 r 1 25F E i
14F T T 3 C . 1 _F 2 i

E E — C —_— b [ [

E E o — x L 1 1
12_[ . Hﬁ—ll l J_ | | J_ | 3 %20' T = 200 ] i 1
- il o _F ] E I : ] 551 E

o 3 Emspl - ] > 15F ] i ]
0'9? ° ' g 10f B © 10f s ] [ 1
08 il o F ] = o] 45 o R
07E i & sf ] E s.— E [ == ]
osf : 1 | 7 L= —] == o]
o5E 3 ok 3 ot e a5k s 1

N z M S A= -

N z M S
N z M S N 7 M s

Figure 4.1.1. Box and whisker plots for all the physicochemical parameters considered in this study: moisture, aw, hydroximethylfurfural (HMF), electrical

conductivity, colour Pfund, glucose, fructose, F/G ratio, pH and acidity.
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3.2. Pollen analysis

There is very little data available about the types of pollen that should be present in
honey from Mozambique. For this reason, classifying these honeys according to its bo-
tanical origin was a difficult challenge. Considering this circumstance, everything possi-
ble was done to reach the maximum classification detail: the taxonomic level (taxa) of
identification achieved in this type of honey was always to family, and to genus, specie
or pollen type whenever possible. Pollen type includes species and/or genus present in
the area, which have the same floral spectra and the same, or similar, pollen morphology

(Acebes Ginove's et al., 2001).

In the present study the simplest qualitative analysis was carried out by identifying
the most numerous pollen grains and those grains with specific morphologic characteris-
tics (Moar, 1985). The abundance of each taxa (frequency of pollen appearance) was cat-
egorized as follows: dominant or predominant pollen (D:> 45%); secondary pollen (S:
16-45%); important minor pollen (I: 3-15%); minor pollen (m: 1-3%) and pollen present
(p: <1%) (Louveaux, Maurizio, & Vorwohl, 1978).

A total of 25 taxa were recorded belonging to 16 families (Acanthaceae, Anacardi-
aceae, Asteraceae, Brassicaceae, Campanulaceae, Caryophyllaceae, Celastraceae, Com-
bretaceae, Convolvulaceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Myrtaceae, Nym-
phaeaceae, Pedaliaceae and Poaceae) as well as one taxa unidentified. The most comm
on family that occurred in the samples was Fabaceae (80%), followed by Asteraceae
(65%) and Poaceae (60%). The family with the most recorded taxas was Fabaceae with 5
representatives (Acacia sp., Brachystegia sp., Astragalus type, Vicia type and Mimosa
sp.) followed by Asteraceae with 4 (Vernonia sp., Sigesbeckia sp. and two unidentified).
Despite the high conductivities found in these types of honey (which leads to think that
those belong to a honeydew honey type), however, honeydew elements were not observed
in a significant amount in the microscope. This fact has been observed in Mozambiquean

honey as well as in other countries with low levels of humidity (Zandamela, 2008).

The melissopalynologycal analysis permitted to classify the honey samples in terms
of their geographical and botanical origin. Taking into account the similarity of the pollen
spectrum of the honeys analyzed in each region, it was possible to cluster them. In this
sense, within the Nampula region (N), the 20 samples analyzed were grouped into four

types corresponding to their similarity in floral origin: group I. Predominant pollen,
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Astragalus type (samples N-11 to N-20); group II. Predominant pollen, Acanthus sp.
(samples N-3 to N-6); group III. Predominant pollen, Celastraceae family with a presence
greater than 85% (samples N-7 to N-10) and group IV. Predominant pollen, Brassicaceae
family with a presence greater than 90% (samples N-1 to N-2). In the Sofala region (S),
the 20 samples were clustered into 3 differentiated groups: group V. Predominant pollen,
Anacardiaceae family and Astragalus type (samples S-1 to S-14); group VI. Predominant
pollen, Astragalus type and Myrtaceae family (samples S-15 and S-16) and group VII.
Predominant pollen, Asteraceae family (samples S-17 to S-20). In the Manica region (M),
the 15 samples were placed into three different groups: group VIII. Predominant pollen,
unknown 1 (samples M-7 and M-8). The rest of the Manica samples (M-1 to M-4 and M-
11, M-14 and M-15) and (M-5, M-6, M-9, M-10, M-12 and M-13) share their pollen
spectrum with the previously mentioned groups V and VII respectively. Samples from

the Zambezia region (Z) (Z-1 to Z15) also showed similar pollen spectrum of group V.

It is important to mention that the sediment of the sample belonging to Group IV
showed an anomaly of high pollen abundance and should be interpreted with caution.
This is because the presence of a given pollen type in a honey could be come from not
only to the nectar but also to other sources: inclusion of pollens inside the hive; inclusion
of pollens during the extraction process of the honey or even aerial contamination. For
this reason, in the case of Group IV pollen analysis does not provide any reliable infor-
mation about botanical source. It was observed in the present study that the honey from
Nampula could be classified into four exclusive types (group I to IV) not found in the
other regions. This is logical since the area of Nampula presents specific tropical vegeta-
tion due to the high level of humidity in this geographical area. The rest of the provinces,
located towards the south-central part of the country, share, in a certain way, a character-
istic and similar vegetation which is very different from the northern zone (Nampula).
This fact implies that the pollen spectrum of honeys from these zones sometimes share

similarities.

Table 4.1.1 shows the summarized result of the 8 types of honey according to the
similar pollen spectrum (group I to group VIII). Within each group the taxa found have
been categorized by their abundance. In short, 4 different types of honey were found in
the Nampula region, 3 in Sofala and Manica, and 1 in Zambezia. Figure 4.1.2 shows, as
an example, the light microscope photomicrographs (20x magnification) of the eight pol-

len spectrum found in the Mozambiquean provinces studied.
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Figure 4.1.2. An example of light microscope photomicrographs (x 20) of the eight pollen spec-
trum (groups I to VIII) found in the Mozambiquean regions (Nampula, Zambezia, Manica and
Sofala). Scale bars =20 pm.
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Table 4.1.1. Types of honey according to the similar pollen spectrum (group I to group VIII). Taxas were classified by abundance (category).

POLLEN SPECTRUM CATEGORIZATION

Group I Group II Group IIT  Group IV Group V Group VI Group VII Group VIII
CATEGORY Nampula Sofala, Manica, Sofala Sofala, Manica Manica
Zambezia
Dominant pol- Acanthus sp. Celastraceae Brassicaceae Unknown
len (>45%) (acantaceae)
Secondary pol- Astragalus type Astragalus type Myrtaceae Asteraceae (Vernonia
len (16-45%) Vicia type Anacardiaceae Astragalus type sp., Sigesbeckia sp.,
2 unidentified)
Important mi- Poaceae Justicia sp. Vicia type Myrtaceae Asteraceae Myrtaceae Combretaceae
nor pollen (3— (acantaceae) Poaceae Astragalus type
15%) Asteraceae
Minor pollen Acacia sp. Poaceae Combretaceae Poaceae Brachystegia sp. Anacardiaceae
(<3%) Asteraceae Asteraceae Unknown Poaceae
Carex type Euphorbiaceae Anacardiaceae
Brachystegia sp.
Combretaceae
Caryophyllaceae
Present pollen Carex type Convolvulaceae Caryophyllaceae Cyperaceae
(<1%) Acacia sp. Campanulaceae
Mimosa sp. Acacia sp.
Brachystegia sp. Poaceae

Sesamum sp.
Nymphaeaceae
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3.3. Volatile compounds

Table 4.1.2 shows the maximum and minimum values of the volatile compounds
found in the Mozambiquean honeys regarding the province and the pollen spectrum
(group I to group VIII). Of the 48 identified compounds, 28 and 29 showed, respectively,
significant differences referring these factors. Volatile fraction, as was the case for the
physicochemical quality parameters, colour and sugar content, contains potentially usable

information for the differentiation of the studied honeys.

Group I (from Nampula) presents outstanding abundance of certain compounds: Alcohols
[ethanol (36.9-133.1); propan-2-ol (11.5-41.2); 2-methylpropan-1-ol (9.5/38.2); penta-
nol-1 (78.0/235.4)]; Aldehydes [acetaldehyde (n.d.-3.3)]; Esters [2-methylpropanoic
acid, ethyl ester (0.3/1.7); ethyl acetate (7.7/34.6); 3-methylbutanoic acid, ethyl ester
(1.1/4.9); acetic acid, 2-phenyl ethyl ester (0.3/3.2); Acids[ethanoic acid (0.84/7.36); 2-
methyl propanoic acid (0.3/3.2)]; Terpenes [B-linalool (0.3/1.7). The other Nampula
groups (group I, III and IV), in general, also showed significant amounts of most of these
compounds in relation to the other provinces, but in smaller quantities than group I. The
special abundance in groups III and IV of 5 carbon methyl alcohols, such as 3-Methyl-
butan-1-o0l, could contribute to the freshness of the aroma of these honeys (Castro-
Viézquez, Diaz-Maroto, & Pérez-Coello, 2007). With the only exception of some samples
from Group I, in general honey from Nampula are poor in aldehydes, whereas Sofala and
Manica are mainly abundant in butanal, decanal and 2-methyl-butanal. It is important to
mention the presence of furan derived compounds largely identified, especially in Sofala
and Manica honey (7 and 6 compounds out of the 7 identified, respectively). These com-
pounds could be present as a consequence of inadequate thermal procedures and storage
conditions. Also, these furan-derived compounds could be associated with the smoke that
beekeepers use to hone the bees and extract the honeycombs from the hive to minimize
the aggressiveness of African bees. Therefore, if these practices are not implemented well,
they could be a source of contamination to the honey and unpleasant flavours. Tananaki,
Gounari, & Thrasyvoulou, (2009), reported in honeys the presence of certain compounds
that at the same time were present in the smoke used by beekeepers in the combs. They
also observed a direct relationship between the type of fuel used (pine needles, cypress
leaves, fungus, sawdust, etc.) and the amount and type of compounds generated. Five of

the compounds identified by these authors coincide with those found in the honeys of the
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Table 4.1.2. Volatile compounds (maximum and minimum expressed as pug/100g of honey) in honey from Mozambique regarding the province and the pollen
spectrum (group I to group VII). ANOVA results (F-ratio and significant differences) obtained for the factors: “province” and “pollen spectrum group”

PROVINCES POLLEN SPECTRUM GROUPS

Volatile compounds KI Nampula Sofala Manica Zambezia  F- 1 II 11 v \% VI VII VIII F-

ratio ratio
ng/100 g (min/max)
Acids
Ethanoic acid 1471 0.2/7.3° 0.3/4.4* 0.2/2.4* 0.8/3.0* 3" 0.8/7.4¢ 0.3/0.4* 0.6/1.2% 0.2/0.3* 0.3/3.0% 0.4/0.5* 0.2/4.4% 0.5/0.7b 8™
2-Methyl propanoic acid 1602 n.d./3.2° n.d./0.4* n.d./0.7* 0.2/0.4* 10" 0.3/3.2% n.d./0.1* 0.5/1.4¢ 0.2/0.2° 0.1/0.7% 0.1/0.2%® n.d./0.2% 0.1/0.2%®  14™"
3-Methyl butanoic acid 1698 n.d./2.4 n.d./0.7 n.d./3.0 n.d./0.4 ns n.d. 0.1/0.2* 0.8/2.4° 0.1/0.3* 0.1/3.0* 0.1/0.2* n.d./0.3* 0.3/0.42 7™
Alcohols
Ethanol 951 6.4/133.1°  0.1/31.1®* 0.9/7.0° 11.7/34.6> 14™ 36.9/133.1¢ 6.5/21.8° 16.2/22.2¢ 18.8/23.6° 0.9/34.6*  0.1/0.2° 1.7/31.1¢ 1.4/1.6* 26"
Propan-2-ol 1050 n.d./41.2°® n.d./3.6* n.d. n.d./6.9? 77" 11.5/41.2°  0.1/0.3° n.d. n.d. n.d./6.9? n.d. n.d./3.6* n.d. 417
Butan-2-ol 1063 n.d./1.3b nd./0.1*  nd. n.d./0.4* 57 nd/1.3° n.d. n.d. n.d. n.d./0.6° n.d. n.d. n.d. 8"
2-Methyl 3-buten-2-ol 1069 n.d. n.d. n.d./0.1 n.d. ns n.d. n.d. n.d. n.d n.d./0.1 n.d. n.d. n.d. ns
2-Methylpropan-1-ol 1125 1.1/41.2%  0.1/3.6*® 0.1/0.9* 1.3/6.9% 10" 9.5/38.2° 1.1/2.7* 2.4/3.5% 2.7/4.0° n.d./6.9%° 0.1/0.2* 0.3/3.6® 0.7/0.8% 38"
Butan-1-ol 1186 n.d./0.6 n.d./1.8 n.d./0.7 0.2/0.4 ns 0.2/0.6%® n.d./0.1* n.d. n.d. n.d./0.7%® 0.1/0.2* 0.2/1.9° 0.3/0.48 8
3-Methylbutan-1-ol 1218 n.d./32.1® n.d./2.9? 0.4/2.1* n.d./6.4* 5" n.d./0.4* 1.6/2.4* 24.1/32.1¢ 9.6/17.6° 0.5/6.4* 0.1/0.2* n.d./0.8* 1.6/1.7% 141"
Pentanol-1 1226 n.d./235.1° n.d./54* nd. n.d./160.1® 8"  78.0/235.4° n.d. n.d. n.d. n.d./7.5% n.d. n.d./5.5% n.d. 43"
4-Methyl-3-penten-1-ol 1421 n.d./0.4° n.d. n.d. n.d./0.22 8™  n.d./0.4° n.d. 0.1/0.2° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7
Aldehydes
Acetaldehyde 756 n.d./3.3° n.d./0.2*  n.d./0.1* 0.1/0.3* 4™ n.d./3.3% n.d. n.d./n.d. n.d. n.d./0.3* n.d. n.d. n.d. 7
Butanal 881 n.d. n.d./1.1 0.3/0.2 n.d. ns n.d. n.d. n.d. n.d. n.d./0.2%® n.d. 0.1/1.0° 0.1/0.2¢  3*
2-Methyl butanal 931 n.d. n.d./0.6* n.d./0.3* nd. 3" n.d. n.d. n.d. n.d. n.d./0.22 0.6/0.7° n.d./0.5% n.d. 14
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3-Methyl butanal
Decanal

Benzaldehyde

Esters

Acetic acid methyl ester

Ethyl acetate

2-Methyl-1,3-
pentanedioic

2-Methylbutanoic acid,
ethyl ester

3-Methylbutanoic acid,
ethyl ester

2-Hydroxy propanoic
acid ethyl ester

Benzeneacetic acid,
ethyl ester

Acetic acid, 2-phenyl
ethyl ester

Furanes
2,5-dimethylfurane

2-Methyl-dihydro-3(H)-
Furanone

Linalool oxide
2-Furaldehyde
1-(2-Furanyl)-ethanone

2-Furaldehyde, 5-
methyl-

938

1535

1581

830

898
1054

1086

1090

1282

1750

1847

990
1252

1464
1502
1547
1627

n.d./4.5
n.d.

n.d./0.8b

n.d./0.1

1.3/34.52
n.d.

n.d./0.7°

n.d./4.8°

n.d./1.2°

n.d.

n.d./3.2°

n.d.
n.d.

n.d./10.0%®
n.d./0.2?
n.d./0.1*
n.d./0.1*

n.d./3.4
n.d.

n.d./0.1*

n.d./0.4

n.d./1.3?
n.d.

n.d.

n.d.

n.d./0.3*

n.d.

n.d.

n.d./0.3
n.d./0.5

n.d./0.8*
n.d./1.3*
n.d./0.1*
n.d./0.4%

0.2/1.5
n.d./0.1

0.1/0.5*

n.d./0.1

0.1/0.5°
n.d.

n.d.

n.d./0.1*

n.d./0.3*

n.d./1.1°

n.d.

n.d.
n.d./0.2

0.2/3.6%

0.1/13.4°
n.d./0.7°

0.1/1.1°

n.d./0.3
n.d.

n.d./0.2%

n.d.

1.4/9.3°
n.d./0.1

n.d./0.1?%

0.1/0.5°

0.2/1.1°

n.d./0.1*

n.d./0.4*

n.d.
n.d.

1.0/3.4%
n.d./3.9%
n.d./0.1*
n.d./0.2*

ns

ns

ns

117

64"

10°**

11

317

ns

ns

i
13%*
4

4

0.2/4.5°
n.d.

n.d./0.8

n.d./0.1

7.7/34.6°
n.d.

0.2/0.7°

1.1/4.9°

n.d./1.2*

n.d.

0.3/3.2

n.d.
n.d.

n.d./10.1%®
n.d.
n.d.
n.d.
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n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

1.4/2.9%
n.d.

n.d.

n.d.

0.3/0.5°

n.d.

n.d./0.2*

n.d.
n.d.

0.1/0.2*
n.d.
n.d.
n.d.

n.d./0.2*
n.d.

n.d.

n.d.

1.4/2.7°
n.d.

n.d.

0.4/0.7*

0.1/0.8%

n.d.

0.1/0.22

n.d.
n.d.

0.7/1.6°
n.d./0.2
n.d./0.1
n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

2.7/5.3b
n.d.

n.d.

0.2/0.3*

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

0.1/0.2*
0.1/0.2
n.d.
0.1/0.2

n.d./1.5%
n.d.

n.d./0.5

n.d./0.1

0.1/9.4%
n.d./0.1

n.d./0.2?

n.d./0.5%

n.d./1.1%

n.d./0.1

n.d./0.4°

n.d./0.3
n.d./0.5%

0.1/3.6%
0.1/13.4
n.d./0.7
n.d./1.2

0.4/0.5*
n.d.

0.1/0.2

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
0.3/0.5°

0.1/0.2*
0.5/0.7
0.1/0.2
0.2/0.4

0.2/3.4%
n.d./0.1

n.d./0.5

n.d./0.4

0.1/1.9%
n.d.

n.d.

n.d.

n.d./0.1?

n.d./1.1°

n.d.

n.d.
n.d./0.1?

n.d./0.7%
n.d./5.0
n.d./0.2
n.d./0.3

1.2/1.3°
n.d.

0.1/0.2

n.d.

0.1/0.22
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

0.3/0.4%
1.7/2.2
n.d.
0.1/0.2

ns

ns

ns

23+

ns

26"

27"

17%*

ns

8***

ns
ns

ns
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2-Furanmethanol
Hydrocarbons

Octane

Toluene

Ethylbenzene

Ketones

Acetone

2-Butanone
2-Pentanone

Limonene

3-Hydroxy 2-Butanone
1-Hydroxy 2-Propanone
Nitrogen compounds
2-Methylpropanenitrile
2-Methylbutanenitrile
Sulfur compounds
Dimethyl sulfide
Terpenes

Limonene

B-linalool

1646

796
1060
1142

850
929
1010
1214
1261
1270

1040
1153

775

1214
1695

n.d.

n.d./0.2
n.d./1.0?
n.d./0.3

n.d./0.7
n.d./0.7°
n.d.

n.d.
n.d./1.4
n.d./0.4°

n.d.
n.d./0.6

n.d./1.1

n.d.
n.d./1.7

n.d./0.2

n.d./0.2
n.d./0.4°
n.d.

n.d./0.8
n.d./0.1*
n.d./0.1
n.d.
0.1/1.2
n.d/0.7*

n.d.
n.d./0.9

n.d./0.4

n.d.
n.d./2.9

n.d./1.5

n.d./0.1
n.d./0.1*
n.d.

n.d./0.3
n.d.
n.d./0.1
n.d./0.6
0.1/0.2
0.1/2.1°

n.d./0.1
n.d./0.3

n.d./0.6

n.d./0.6
n.d./0.7

n.d./0.4

n.d.
n.d.
n.d.

0.1/0.6
n.d.

n.d.

n.d.
0.1/0.2
n.d./0.2?

n.d.
n.d.

0.1/1.9

n.d.
n.d./0.9

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

n.d.

n.d.
n.d./0.7*
n.d.

n.d./0.7
n.d./0.7°
n.d./0.4
n.d.
0.3/1.4°
n.d.

n.d.
n.d./0.6¢

n.d./1.1

n.d.
0.3/1.7%

n.d.

n.d.
0.8/1.0°
n.d./0.3

n.d./0.4
n.d.

n.d.

n.d.
0.2/0.4%®
n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d./0.2
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
0.2/0.5%®
0.2/0.4

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
0.2/0.52

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d./1.5

n.d./0.1*
n.d.
n.d.

n.d./0.6
n.d.
n.d./0.1
n.d./0.3
0.1/0.2?
n.d/2.1

n.d./0.1
n.d./0.3%

n.d./1.9

n.d./0.3
n.d./1.0?

0.1/0.2

0.1/0.2°
0.1/0.22
n.d.

n.d.
0.1/0.2*
n.d.

n.d.
0.3/0.4°
0.6/0.7

n.d.
n.d.

0.1/0.2

n.d.
n.d.

n.d./0.3

n.d./0.1*
n.d./0.4*
n.d.

n.d./0.8
n.d.
n.d./0.1
n.d.
0.2/1.2:®
n.d./0.3

n.d./0.1
n.d./1.0*

n.d./0.6

n.d.
n.d./2.9°

n.d.

0.1/0.2°
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
0.1/0.2*
0.4/0.5

n.d.
0.2/0.3%

0.2/0.3

n.d.
n.d.

ns

ns
6**
ns
ns

4***

ns

99

ns

ns

Different letters in the same row indicate significant differences at 95% confidence level as obtained by the LSD test. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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3.4. Effect of province and pollen spectrum on the parameters analysed

With the aim of evaluating the general effect that the province of harvest and the
pollen spectrum has on all the parameters studied (physicochemical quality parameters,
colour and sugar content, as well as the volatile compounds), principal component anal-
yses (PCA) were performed considering three different groups of variables:1. the physi-
cochemical quality parameters, colour and sugar content exclusively; 2. the volatile com-

pounds exclusively and 3. both groups of variables jointly.

The HMF values were not considered in these analyses because, as mentioned be-
fore, this parameter is mainly related to the freshness of honey, and therefore is not useful

for the differentiation among types of honey.

The PCA score and loadings obtained for the option that achieved the best separa-
tion between groups, which correspond to the consideration to all the variables together
(physicochemical quality parameters, colour, sugar content and volatile compounds) is
shown in Figure 4.1.3. In this figure, the code for each point refers to: province-batch
number. In the score plot, samples proximity means a certain similarity among them. The
groupings observed by the pollen spectrum are overlapped (from group I to VIII). The
group I from Nampula (located on the right side of the plane), is clearly differentiated
from the rest of the groups by PC1. The rest of the groups are mainly in the left quadrant.
This fact reveals, as previously mentioned, the vast difference between the honey of Nam-
pula from group I and the rest. The general behaviour is that a better grouping is obtained

considering the pollen spectrum over the provinces.

The information provided by ANOVA and PCA analyses of the physicochemical
parameters and volatile compounds, shows that certain variables contribute more in the
differentiation honeys according to the pollen spectrum. A discriminant analyses was ap-
plied to identify the variables with the highest discriminant power, considering grouping
by pollen spectrum. Table 4.1.3 shows the standardized canonical discriminant function
coefficients obtained for the model. In the construction of the two first discriminant func-
tions, 14 variables were used. Considering that the higher the absolute value of a stand-
ardized canonical coefficient, the more significant a variable is, that most contributed to
the discrimination of honeys according to the groups were: electrical conductivity and

moisture followed by the volatile compound 3-Methylbutan-1-ol and the free acidity.

113



Resutados

Table 4.1.3. Standardized canonical discriminant function coefficients

Variables Function1 Function 2
68% 18%
Butan-2-ol -0.593 0.286
2-Methyl-1,3-pentanedioic -0.789 0.862
Toluene -0.587 -0.071
2-Methybutanenitrile 0.082 0.867
Pentan-1-ol 0.269 -0.266
3-Methylbutan-1-ol 2.877 -0.977
Decanal 0.070 0.294
Moisture -3.226 -0.076
Electrical conductivity 5.197 -2.186
Fructose 0.358 1.146
Glucose -1.289 -1.867
pH 0.527 0.770
Free acidity -1.319 1.334
Lactonic acidity -0.680 0.599

The classification results (expressed as percentages) of the discriminant analysis
carried out by cross validated procedure, permitted the correct classification of 96.7% of
honeys (Table 4.1.4). Within group VII (from Sofala and Manica), 14.3% of samples
were incorrectly classified placing them in group VIII (only from Manica). It could be
considered that the proximity between both provinces would imply a certain similarity in
the flora and therefore very little difference in the characteristics of the harvested honeys.
However, as seen in the pollen analysis, these groups (VII and VIII) do not share the
pollen spectrum, at all. Therefore, this confusion could be due to exogenous components
of honey, such as specific volatile compounds (from the smoking practices) or some phys-

icochemical parameters (moisture, colour, etc.).
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7 Group 1l

Group VIII

PC1 (47%)

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figure 4.1.3-a. Score of all variables (physicochemical quality parameters, colour, sugar content and volatile compounds).
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Figure 4.1.3-b. Loadings of all variables (physicochemical quality parameters, colour, sugar content and volatile compounds).
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Table 4.1.4. Classification results of the discriminant analysis carried out by cross validated
procedure. Percentage of samples well classified by the model. (Group I to Group VIII accord-
ing to the similar pollen spectrum.

Predicted Group Membership
Group Group Group  Group Group  Group Group Group

I 11 111 v \ VI VII VIII
Group I 100 0 0 0 0 0 0 0
Group 11 0 100 0 0 0 0 0 0
Group III 0 0 100 0 0 0 0 0
GroupIV 0 0 0 100 0 0 0 0
Group V 0 0 0 0 100 0 0 0
Group VI 0 0 0 0 10 100 0 0
Group VII 0 0 0 0 0 0 85.7 14.3
Group VIII. 0 0 0 0 0 0 0 100

4. Conclusion

Pollen spectrum more than geographical origin permits to distinguish different
types of honey from Mozambique. Not only vegetation but also the apicultural practices
contribute to the variability of the physicochemical quality parameters, compositional and
aromatic characteristics. All this, confers a certain singularity to honeys that belong to the
same group. High levels of certain quality parameters such as HMF and moisture, as well
as the presence of certain characteristic smoke compounds, highlights the importance of
beekeeping practices in improving the quality of Mozambiquean honey. Therefore, hav-
ing a good knowledge of the environmental and human implications belonging to this
country, the quality characteristics of honeys is of great help to propose a program of
future actions when the apiculture wants to be exploited more thoroughly. These consid-

erations are of great importance when developing beekeeping activities.
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Abstract
For the first time, honey from different provinces of North (Nampula) and Central
Mozambique (Sofala, Manica and Zambezia) was analysed considering specific flavo-
noids and phenolic acid profiles, and the total antioxidant activity. Seven phenolic acids
(chlorogenic, caffeic, ellagic, ferulic, gallic, p-coumaric and synapic) and eight flavo-
noids (catechin, chrysin, kaempferol, luteolin, naringenin, pinocembrin, quercetin and ru-
tin) were found in the samples. Honey from Nampula had a higher content of the most
phenolic acids and flavonoids compared to the other provinces, highlighting chlorogenic
acid (5.22 mg/100 g), which was significantly higher than the other provinces (1.24, 1.11
and 0.81 mg/100 g). Unlike in other African honeys, luteolin (with average values of
12.48; 13.10; 6.68 and 8.92 mg/100 g, respectively) had the greatest impact in the flavo-
noid content, representing alone more than 50% of this family. The mean value of total
antioxidant activity was also higher for the Nampula samples (22.1 mg TE/100 g), even
reaching up to 40 mg TE/100 g in some cases. The specific flavonoids: pinocembrin,
kaempferol, rutin, catequin and catequin; followed by the chlorogenic phenolic acid were
the most important variables that distinguishes Nampula from the other provinces as re-
sulted from a discriminant analysis. This work underlines the importance of Mozam-
biquean honey as a source of natural antioxidants both of which concern the health ben-

efits and its exploitation as a viable and sustainable income for the local population.

Keywords: Mozambique, honey, phenolic-acids-compounds, flavonoids-compounds,

antioxidant-activity.
1. Introduction

Honey production could be considered among one of the potential means to support
the creation of sustainable livelihoods in rural African communities (Bradbear, 2005;
Serem & Bester, 2012). Several regions of Mozambique have favourable conditions (cli-
mate, melliferous flora, and vast forest areas) for exploiting apiculture. However, despite
its potential, beekeeping has not reached its full capacity, estimated at 3,600 tonnes a year,
considering the current resources (Jooster & Smith, 2004). According to FAOSTAT,
(2016), the honey production in this country stands at 600 tonnes/year but a positive trend
has been observed in the last years. Apiculture may produce more benefits to the rural

communities of Mozambique than just the actual beekeeping, because it generates other
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economic revenues related with the assets and resources necessary for this practice (com-

merce, carpenters, garment makers, packaging processors, among others).

Western societies market trends are directed to the search of healthy foodstuff with
antioxidant properties. The requirement for natural antioxidants is growing as they play
an important role in human health: evading damage produced by oxidising agents and
having anti-inflammatory, anti-carcinogenic or anti-atherosclerotic effects, just to cite a
few. Among the most important groups of compounds with antioxidant activity (vitamins,
carotenoids and polyphenols), honey is especially rich in polyphenols, and more specifi-
cally in flavonoids and phenolic acids (Oroian & Escriche, 2015). Hence, honey is highly
valued for its therapeutic characteristics underscoring the importance of the presence of
antioxidant compounds which is widely dispersed throughout the plant kingdom (Silici,
Sagdic, & Ekici, 2010). These compounds could be transferred to honey when bees col-
lect nectar of blossoms or plants and trees exudates. It is well known that botanical, geo-
graphical and climatic conditions have an important influence in the composition of fla-
vonoids and phenolic acids of honey (Tomas-Barberan, Martos, Ferreres, Radovic, & An-
klam, 2001; Gheldof, Wang, & Engeseth, 2002; Sime, Atlabachew, Abshiro, & Zewde,
2015; Escriche, Kadar, Juan-Borras, & Domenech, 2014). Consequently, specific com-
pounds or relevant content could be found in some type of honey: naringenin, cafeic acid
and hesperetin, in citrus blossom honey (Escriche, Kadar, Juan-Borras, & Domenech,
2011); kaempferol in rosemary honey; quercetin in sunflower honey (Tomas-Barberan et
al., 2001) ellagic acid in heather honey (Antony, Han, Rieck, & Dawson, 2000); and caf-
feic acid, p-coumaric and ferulic in chestnut honey (Merken & Beecher, 2000), among

others.

Abundant information has been published about polyphenols identified and quanti-
fied in different types of honey and countries. However, this information is scarce when
it refers to African honeys; and when there is, it almost only deals with the total antioxi-
dant capacity (mainly due to the inexpensive spectrophotometric methods, accessible
chemical reagents and they do not require sophisticated equipment or highly trained per-
sonnel and protocols) (Granato, Santos, Maciel, & Nunes, 2016). As an example, it could
be mentioned several studies of honey from: Ethiopia (Sime et al., 2015), Burkina Faso
(Beretta et al., 2005; Meda et al., 2005) and South Africa (Serem & Bester, 2012). There

are a few exceptions since some flavonoids and other specific antioxidant compounds in
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honey from Tunisia and Sudan, have been reported (Martos, Cossentini, Ferreres, &

Tomas-Barberan, 1997; Makawi, Gadkariem, & Ayoub, 2009).

Turning the focus on Mozambiquean honey, there is very little scientific data
(Escriche, Tanleque-Alberto, Visquert & Oroian, 2017) and absolutely nothing about its

antioxidant characteristics, neither specific compounds nor total antioxidant capacity.

Therefore, a better understanding of the properties of this uncommon honey focus-
ing on its antioxidant characterization is now more than ever of the utmost importance.
With this in mind and with the purpose of obtaining the most comprehensive information,
it is recommended to analyse specific compounds of the antioxidant fraction, in line with
the most recent statements of IUPAC (Apak et al., 2013), together with nonspecific ana-

lytical methods since the majority of the available data refers to them.

Taking all these factors into consideration, the aim of this work was to determine
the specific flavonoids and phenolic acids profiles and the total antioxidant activity in

honey from the different provinces of Mozambique.
2. Material and Methods
2.1 Collection of samples

Honey from Mozambique, collected in 2014 and 2015 was analysed in this study:
20 samples from Nampula in the North (districts of Moma, Angoche and Ribau¢) and, 15
from Zambezia, 20 from Manica, and 20 from Sofala, in the Centre. Local resources and
traditional beehives were used in Nampula and Zambezia along with other harvesting

methods while Sofala and Manica used more modern methods.
2.2. Standard and reactive compounds

All the target standards (purity higher than 98%): gallic acid, chlorogenic acid, cat-
echin, caffeic acid, rutin, ellagic acid, p-coumaric acid, synapic acid, ferulic acid, luteolin,
quercetin, naringenin, kaempferol, chrysin, galangin and pinocembrin, as well as the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydracil (DPPH) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Ethanol (analytical grade), ammonium acetate and Trolox [(6-hydroxy acid) - 2, 5, 7, 8 -
tetramethylchroman-2-carboxylic acid], were acquired from Scharlab (Barcelona, Spain).
Acetonitrile and methanol HPLC grade were purchased from VWR (Fontenay-sous-Bois,
France). MilliQ deionized water (Millipore Corp., Bedford, MA) was used throughout

the procedure.
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Stock standard solutions of each flavonoid and phenolic acid were obtained at a
concentration of 1 mg/mL in methanol. The working standard solutions were prepared by
diluting the corresponding stock solution up to a concentration of 100 ng/mL in water.
The stock standard solution was stored at -20°C and the working standard solution at

+4°C.
2.3. Specific phenolic acids and flavonoid compounds analysis

The phenolic acids and flavonoid compounds were determined by using the method of
Bertoncelj, Polak, Kropf, KoroSec, & Golob, (2011) with some modifications. Honey
samples (3 g of each) were mixed with 15 mL of acidified water (HCl 1M) until they were
completely disolved. These honey solutions were then loaded into the previously condi-
tioned Strata-X SPE cartridges (3 mL of methanol and 3 mL of water). After, the car-
tridges were washed with 5 mL of acidified water and 15 mL of ultrapure water, to remove
sugars and other polar constituents. This cleaning step is necessary to eliminate interfer-
ing compounds before the chromatographic analysis. Then, cartridges were vacuum dried
for 3 min. The phenolic fractions retained in the cartridges were eluted with 3 mL of

methanol: acetonitrile (2:1, v:v).

The extracts were analyzed using a HPLC-Alliance 2695, with a 2996 photodiode
array detector (Waters, USA). Phenolic acids and flavonoids compounds were separated
on a Brisa-LC, C18 column (250 x 4,6 mm x 5 um) (Teknokroma, Spain). The binary
mobile phase consisted of solvent A (ACN) and solvent B (water and formic acid, 99:1).
Binary gradient conditions were used: initial, 90% B, linear gradient to 40% B for 25 min
and then to 20% B for 26 min, holding up to 30 min, followed by a linear gradient to
initial condition at 35 min and a final hold at this composition up to 40 min. The column
was maintained at 30 °C. The flow-rate and the injection volume were 0.5 mL/min and
10 puL, respectively. Chromatograms were recorded at a rage of wavelengths from 200 to
400 nm). All compounds were identified by comparison of chromatographic retention
times and UV spectral characteristics of unknown analytes with authentic standards and
the available literature (Merken & Beecher, 2000; Escriche et al., 2011). Calibration
curves were constructed via least squares linear regression analyses of the peak area of
each representative compound versus their respective concentration. These curves ob-

tained from standard solutions (0.5-30 ng/mL) were used to perform the quantification.
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With the aim of avoiding the matrix effect on the quantification of the compounds,
the calibration curves were constructed adding to the sample a mix of all the standards at
different concentrations. The quantitative results were expressed in mg of compound per
100 g of honey. To check the stability of the method a standard solution was injected at

the beginning of each working session.
All determinations were carried out in triplicate.
2.4 Determination of the total antioxidant capacity

The antioxidant activity of the samples and standard (Trolox) was determined by way
of the radical scavenging activity method using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical
(DPPH) described by Scherer & Godoy, (2009). Therefore, 0.1 mL of the sample diluted
in methanol: water (80:20) was mixed with 3.9 mL of a methanolic solution of DPPH
[0.025 mg/mL prepared in methanol/water (80:20)]. This solution was stirred and after
30 minutes, the absorbance of the sample was measured at 515 nm using methanol as a
blank. The quantification was calculated with the standard Trolox curve (0.01-0.80
mg/mL). The results were expressed in mg of Trolox equivalent (TE) per 100 g of honey.

All analyses were performed in triplicate.
2.5. Statistical analysis

A one-factor analysis of variance (ANOVA) (using Statgraphics Centurion XVII for
Windows) was carried out to evaluate the effect of the provinces of Mozambique (when
honey was collected) on the flavonoids and phenolic acids compounds. LSD (least sig-
nificant difference) test and 0=0.05 were applied. Moreover, a Principal Component
Analysis (PCA) by means of the software Unscrambler (X.10.5 CAMO) was also applied
to evaluate the relationship between the quantified compound and the different provinces.
Furthermore, a Stepwise Linear Discriminant Analyses (SLDA) using “forward” proce-
dure (SPSS 16.0) was used to select the variables that allow differentiation between prov-
inces based on their honey. The classification functions corresponding to each group of
honeys were calculated. The predictive capacity of the discriminant models was studied

by leave-one-out cross-validation.
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3. Results and Discussion
3.1. Phenolic acids, flavonoids and total antioxidant activity

Table 4.2.1. shows the 7 phenolic acids (chlorogenic, caffeic, ellagic, ferulic gallic,
p-coumaric and synapic) and 8 flavonoids (catechin, chrysin, kaempferol, luteolin,
naringenin, pinocembrin, quercetin and rutin) found in the honey samples analysed, as
well as the different wavelengths used for their identification and quantification. Nine of
these compounds (p-coumaric, gallic, caffeic, ferulic, chrysin, luteolin, pinocembrin
kaempferol and quercetin) were also reported in North African honey (Algeria) (Ouche-
moukh et al., 2017). These authors found an additional flavonoid (galangin) that was not
detected in any Mozambiquean samples, although this was one of the target compounds

of the present work.

This table also shows the quantitative results of these compounds: average values
(expressed as mg of compound per 100 g of honey) with the corresponding standard de-
viation and the minimum and maximum values for every compound and province. Also
included is the total antioxidant activity (expressed as mg TE/100 g honey). In all cases
the ANOVA results (with homogeneous groups, F-ratio and significant level) are de-

scribed.

In a first step, the goodness of the analytical method was checked. In order to do
so, the linearity, repeatability and reproducibility were calculated. A good linearity was
obtained, with R? values ranging from 0.9948 for ellagic acid to 0.9996 for synapic acid,
kaempferol and rutin. The RSD of the repeatability for all compounds was less than 6%

and its reproducibility was always less than 10%.

Honey from Nampula had a total average content (10.61 mg/100 g) of phenolic
acids; quite high if compared to other provinces: 6.85, 6.83 and 5.76 mg/100 g for Sofala,
Manica and Zambezia. This is mainly due to the quantity of chlorogenic acid (average of
5.22 mg/100 g) present in Nampula honey, which is significantly greater than in the other
provinces: with average values of 1.24, 1.11 and 0.81 mg/100 g, respectively. The synapic
was the other phenolic acid with significant differences among provinces, but in this case,
the level of this compound was slightly higher in Zambezia. Despite the high content of
chlorogenic acid found in this study, it was not reported in any other African honey (Mar-
tos et al., 1997; Makawi et al., 2009) nor in other origins such as Turkey (Can et al., 2015),
Europe (Escriche et al., 2014) or American tropical honey (do Nascimento et al., 2018).
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In general, the levels of other phenolic acids compounds quantified in the honey
from Mozambique differ considerably with honey from other countries, even with tropi-
cal climates. For instance, gallic acid, was reported in higher levels in American tropical
honey (from n.d to 36.18 mg/100 g) than in the present work (up to 1.6 mg/100 g). In
other African honey, it was not even detected (Martos et al., 1997; Makawi et al., 2009).
Intermediate values for gallic acid, were determined in honey from Turkey, ranging from
n.d. to 8.2 mg/100 g, depending on the type of honey (Can et al., 2015). Another example
could affect the p-coumaric acid, where the contents in Mozambiquean honey varied from
0.21 to 1.92 mg/100 g, in a similar order to what was found in European (0.12-0.81
mg/100 g) or Turkish (n.d.-15.95 mg/100 g) honey, but greater than Brazilian honey
(0.05-0.20 mg/100 g) (Escriche et al., 2014; Can et al., 2015; do Nascimento et al., 2018).

Regarding the flavonoids, the total average content had similar behaviour as phe-
nolic acids since the highest level corresponded to samples from Nampula with a value
of 27.14 mg/100 g, followed by Sofala (19.59 mg/100 g), Zambezia (15.32 mg/100 g)
and Manica (13.08 mg/100 g). In general, in all the provinces the flavonoid content was
higher than the phenolic content. However, in tropical honey from Brazil the situation
was exactly the opposite, phenolic acids were higher than flavonoids (Bueno-Costa et al.,

2016).

Four out of seven flavonoid compounds (catequin, kaempferol, pinocembrin and
rutin) were significantly higher in Nampula province, whereas the differences were not
so remarkable among the other provinces. Luteolin was the major flavonoid in the 4 prov-
inces with average values of 12.48; 13.10; 6.68 and 8.92 mg/100 g in Nampula, Sofala,
Manica and Zambezia, respectively. It is noteworthy to mention the high values found for
this compound in some samples from Nampula and Sofala reaching a maximum value up
to 72.10 mg/100 g and 21.70 mg/100 g, respectively. However, the minimum value for
this compound was around 6 mg/100 g in all the provinces. Luteolin had the greatest
impact in the average total flavonoid content in these two provinces since, in some cases,
it represented more than 50% of this value. Nevertheless, this compound was found in
very low concentration in honey from other origins such as: Tunez (up to 0.011 mg/100g)
(Martos et al., 1997), Europe (average value of 0.063 mg/100 g) (Escriche et al., 2011)
and it was not even detected in Turkish honey (Can et al., 2015).
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Among the other flavonoids quantified in Mozambique honey, catechin is notewor-
thy since it was present in all samples with average values from 3.54 mg/100 g in Zam-
bezia to 6.56 mg/100 g in Nampula. However, this flavonoid was not reported in other
African honey (Makawi et al., 2009), although in different varieties of Turkish honeys it
reached the level of 23.0 mg/100 g (Can et al., 2015). The concentration of quercetin and
kaempferol, was of a similar order as in the present study compared to what was deter-
mined in honey from Sudan with different botanical origin (average values 0.54 mg/100
g and 0.32 mg/100 g respectively) (Makawi et al., 2009). Only in some samples from
Nampula the values were up to 2.38 mg/ 100 g and 5.55 mg/100 g respectively. Lower
contents were reported in honey from Tunisia (quercetin 0.013-0.123 mg/100 g and

kaempferol 0.009-0.136 mg/100 g) (Martos et al., 1997).

Considering the pattern of the total antioxidant activity in its quantitative form, in
the present study, the same trend was observed for the flavonoids. The mean value of
antioxidant activity was also higher for the Nampula samples (22.1 mg TE/100 g). How-
ever, in this case it did not show significant differences with those from Sofala (18.3 mg
TE/100 g). It was followed by Zambezia and Manica with mean values of 16.1 and 9.5
mg TE/100 g. The value of total antioxidant activity ranged from 4.3 mg TE/100 g, in a
Manica sample to 40.0 mg TE/100 g in a Nampula sample.

In general, certain similarities are observed among the antioxidant characteristics
of Sofala, Manica and Zambezia provinces, in contraposition to Nampula, which may be
due to the similarity of the flora and clima characteristics of these three provinces (Zan-

damela, 2008; FAO-Governo de Mocambique, 2009).

The comparison of the total antioxidant activity values among the samples analysed
in the present study was valid since the method (DPPH) and the analytical conditions
were always the same. Notwithstanding, it is not appropriate to compare the total antiox-
idant values with other studies because it could have been obtained with other nonspecific
analytical methods (ABTS, FRAP, ORAC, TEAC, among others.) based on different
mechanisms. Furthermore, even when using the same analytical method, other condition-
based factors (pH, solvent, and sample matrix) could have a significant influence in the
variability of the results (Apak et al., 2013; AOAC SMPR 2011.011). It is noteworthy to
mention the study performed by Serem & Bester, (2012) because its analytical procedure
1s comparable to this present work. These authors found 1.74 pmol TE/g in South African

honey, in the same other as Mozambiquean honey. Other valid examples are the studies
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conducted by Attanzio, Tesoriere, Allegra, & Livrea, (2016) in European honeys (with
average values from 8.5 to 238.4 umol TE/100 g) or by Rosa et al., (2011) in Italian honey

with a total antioxidant activity average value of 4.8 mmol TE/kg
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Table 4.2.1.. Mean (and standard deviation), minimum and maximum values of the phenolic acids, flavonoids and total antioxidant, compounds of the honey

samples from different provinces of Mozambique (Nampula, Sofala, Manica and Zambezia), and ANOV A F-ratio for the factor “province”.

Phenolic acids uv uv NAMPULA SOFALA MANICA ZAMBEZIA ANOVA
(mg/100g of honey) Identify- quanti- Region
cation fycation /o on(SD) Min/Max  Mean (SD) Min/Max Mean (SD) Min/Max  Mean (SD)  Min/Max  F-ratio
A(nm) A(nm)
Caffeic acid 288; 298; 320 0.83(0.18)*  0.60/1.13 0.88(0.49)* 0.49/1.90 1.20 (0.71)* 0.60/2.53 0.50 (0.04) 0.46/0.55 ns
318
Chlorogenic acid 219; 241; 320 5.22(2.28)  0.72/7.07 1.24 (1.25)* 0.57/4.92 1.11 (0.42)* 0.63/1.88 0.81 (0.02)* 0.78/0.84  13.8%**
315
Ellagic acid 205; 235; 290 1.98(0.39) 1.59/2.79 2.32(1.30)* 1.17/5.22 2.13(0.54)* 1.49/2.97 1.92 (0.25)* 1.67/2.17  ns
280
Ferulic acid 318 320 0.61(0.22)*  0.31/0.94 0.71 (0.42)* 0.03/1.21 0.51(0.18)* 0.23/0.86 0.56 (0.11) 0.44/0.67  ns
Gallic acid 220; 271 290 0.53(0.11)*  0.34/0.63 0.59(0.34)* 0.34/1.40 0.83 (0.38)* 0.47/1.60 0.49 (0.04)* 0.44/0.54  ns
p-coumaric acid 207; 260 320 1.14(0.52*  0.21/1.92 0.74 (0.37)*  0.21/1.20 0.69 (0.27)* 0.32/0.99 0.90 (0.21) 0.68/1.11  ns
Synapic acid 220; 280 320 0.30(0.03)*  0.27/0.37 0.37 (0.08)* 0.27/0.53 0.36 (0.06)* 0.27/0.48 0.58 (0.30)° 0.27/0.88  3.8%*
Total average of phenolic
10.61 (1.85)° 6.85 (0.97)° 6.83 (0.70)° 5.76 (0.48)°

acids and SD
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Flavonoids

(mg/100g of honey)

Catequin 220; 289 290 6.56 (1.94)°  2.95/9.34 3.35(1.29)* 2.08/6.74 2.62 (0.51)* 2.08/3.55 3.54 (0.80)* 2.74/4.35  12.5%%*
Chrysin 313 320 0.48(0.18)*  0.33/0.86 0.35(0.03)* 0.33/0.43 0.46 (0.12)* 0.33/0.75 0.44 (0.04)* 0.39/0.48  ns
Kaempferol 265; 318 360 1.93(1.56)°  0.57/5.55 0.55(0.27)* 0.15/1.01 0.61 (0.23)* 0.38/1.21 0.67 (0.15)*  0.51/0.82  4.1*
Luteolin 268 320 12.48(21.10)* 6.46/72.10 13.10 (5.70)* 6.61/21.70 6.68 (0.14)* 6.49/6.95 8.92 (2.16) 6.75/11.00 ns
Naringenin 289 290 1.22(1.22)*  0.35/4.06 0.64 (0.20)* 0.35/0.93 0.69 (0.39)* 0.39/1.46 0.436 (0.004)* 0.43/0.44 ns
Pinocembrin 290 290 0.90(0.38)°  0.45/1.59 0.36 (0.05)* 0.32/0.51 0.51(0.13)* 0.36/0.76 0.39 (0.04)* 0.35/0.43  8.6%**
Quercetin 226; 350 360 0.86(0.79)*  0.12/2.38 0.31(0.36)* 0.10/0.92 0.30 (0.25)* 0.008/0.70  0.41 (0.12)* 0.29/0.54  ns
Rutin 260; 355 360 2.71(1.29)°  0.89/4.4 0.79 (0.39)*  0.23/1.47 1.18 (0.43)* 0.60/1.84 0.76 (0.11) 0.64/0.88  9.4%**
Total average of flavo- 27.14 (11.67) 19.59 (4.68) 13.08 (2.05) 15.32 (2.75)

noids and SD

Total antioxidant capacity 22.1 (6.9 13.0/40.0 18.3(6.7)*  6.03/39.0 9554  4.3/26.1 16.1 (6.8) 8.9/25.7 11.9%**

(mg TE/100 g honey)

Different letters in the same row indicate significant differences at 95% confidence level as obtained by the LSD test. ns: Non significant; * p<0.05; ™ p<0.01;

**p<0.001

135



Resultados

3.2. Relationship among antioxidant characteristics

To determine the possibility of a correlation between the different antioxidant data,
a Pearson correlation coefficient was obtained for each pair of variables (Table 4.2. 2.).
This table shows the correlation matrix obtained together with the corresponding P-value
(number in brackets), which indicates the statistical significance of the estimated correla-
tions at 95.0% confidence level. Although the correlations between total antioxidant ac-
tivity and some specific compounds were significant (since P-values were below 0.05),
the linear relationship between each pair of variables is weak as the values are far from
+1 or -1. This is the case of 3 phenolic acids: ferulic, chlorogenic, and p-coumaric with
values of 0.458, 0.448 and 0.436, respectively and the flavonoid catequin (0.478). Au-
thors do Nascimento et al., (2018) showed in Brazilian honey that the total antioxidant
activity (analysed by DPPH) was also positively correlated with p-coumaric (0.415) sim-
ilar to the present study. As for gallic acid, the same behaviour (no good linear relation-
ship and negative sign) was observed both by these authors and the present study (-0.399
and -0.284, respectively).

In Mozambiquean honey the best correlations are shown for some specific com-
pounds. For instance, chlorogenic acid was positively correlated with 4 flavonoids: cate-
quin (0.939), kaemferol (0.639), luteolin (0.473) and rutin (0.364). It is worth mentioning
the strong correlation between chlorogenic acid and catequin (0.939), the best among all
variables. Other good correlations were obtained between luteolin/kaemferol (0.901), ru-
tin/pinocembrin (0.816) and luteolin/quercetin (0.790). In general, terms, with the only
exception of the chlorogenic phenolic acid, the greatest correlations are observed between

specific flavonoids.
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Table 4.2.2. Correlation matrix (Pearson correlation coefficients) among specific phenolic acids and flavonoids compounds, and total antioxidant capacity.

Numbers in brackets = P-value

Caffeic  Chloro. Ellagic Ferulic Gallic p.coum. Synapic Cateq. Chrysin Kaemp. Luteolin Narin. Pinoce. Quercet Rutin
Chlorogenic acid -0.091
(0.615)
Ellagic acid 0.262 -0.131
(0.142)  (0.466)
Ferulic acid -0.150  0.105 0.535%*
(0.405) (0.560)  (0.001)
Gallic acid 0.626%* -0.024 0.030 -0.244
(0.000) (0.894) (0.866)  (0.170)
p-coumaric acid -0.228  0.226 0.115 0.282 -0.187
(0.202) (0.206)  (0.524) (0.112)  (0.298)
Synapic acid 0.079 -0.316 0.140 0.161 0.059 -0.051
(0.661) (0.073)  (0.438) (0.371) (0.742)  (0.778)
Catequin -0.136  0.939** -0.101 0.174 -0.140 0.179 -0.262
(0.451)  (0.000)  (0.576)  (0.333)  (0.436) (0.320)  (0.140)
Chrysin 0.168 -0.181 -0.119 -0.316 0.021 0.155 -0.073 -0.214
(0.349) (0.314) (0.508) (0.073) (0.910) (0.390) (0.686)  (0.232)
Kaempferol 0.014 0.639** 0.078 0.156 -0.019 -0.036 -0.068 0.637** -0.179
(0.940) (0.000)  (0.666)  (0.386) (0.918) (0.842)  (0.708)  (0.000)  (0.320)
Luteolin -0.028  0.473** 0.278 0.340 -0.038 -0.099 -0.015 0.521*%* -0.319 0.901%*
(0.879) (0.005) (0.118)  (0.053) (0.834) (0.584) (0.935) (0.002) (0.071)  (0.000)
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Naringenin 0.290
(0.102)
Pinocembrin -0.071
(0.694)
Quercetin -0.084
(0.642)
Rutin -0.049
(0.787)
TOTAL -0.201
(0.263)

0.302
(0.088)
0.234
(0.191)
0.286
(0.107)
0.364*
(0.037)
0.448%*
(0.009)

0.138
(0.443)
-0.158
(0.379)
0.223
(0.213)
-0.093
(0.607)
0.325
(0.065)

0.145
(0.421)
-0.230
(0.197)
0.233
(0.192)
0.009
(0.961)
0.458%*
(0.007)

0.115
(0.522)
-0.230
(0.198)
-0.148
(0.411)
-0.221
(0.216)
-0.284
(0.109)

-0.016
(0.931)
0.460%*
(0.007)
0.240
(0.179)
0.653
(0.000)
0.436*
(0.011)

-0.125
(0.488)
-0.340%*
(0.053)
-0.075
(0.680)
-0.347
(0.048)
-0.100
(0.579)

0.380*
(0.029)
0.155
(0.390)
0.286
(0.106)
0.267
(0.133)
0.478%*
(0.0059

0.158
(0.380)
0.708%*
(0.000)
0.068
(0.709)
0.533%*
(0.001)
-0.206
(0.250)

0.216
(0.228)
0.037
(0.839)
0.722%*
(0.000)
-0.017
(0.926)
0.267
(0.133)

0.059
(0.743)
-0.168
0.351
0.790%*
(0.000)
-0.198
(0.269)
0.327
(0.063)

0.100
(0.578)
-0.092
(0.610)
0.232
(0.195)
0.121
(0.5019

0.229
(0.200)
0.816%*
(0.000)
0.157
(0.381)

0.224
(0.209)
0.320

(0.069)

0.296
(0.094)

Significant level: * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001
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Publications about correlation between specific antioxidant compounds in honey
are practically non-existing which makes the comparison between the data hereby ob-
tained with previous studies difficult. The only example that could be used for this pur-
pose is the aforementioned study of do Nascimento et al., (2018). They only considered
gallic acid, p-coumaric acid and quercetin compounds, and as in the present study, no
significant correlation was reported. However, there is abundant information, in honey
from different geographical and botanical origin, referring to the good correlation ob-
served between total antioxidant activity (obtained with different nonspecific analytical
methods) and total phenolic/total flavonoid contents (Meda et al., 2005; Alvarez-Suarez
et al., 2010; Serem & Bester, 2012; Escuredo et al., 2012, Giil & Pehlivanb, 2018). This
correlation is the logical consequence since the latter parameters contribute to the antiox-

idant capacity of honey but are not solely responsible for it (Gheldof et al., 2002).

A PCA was carried out to evaluate the global effect that the province of Mozam-
bique has considering the total antioxidant variables of honey based on specific com-
pounds and total antioxidant activity. In this analysis the average values from the three
repetitions for each sample of honey were used. Figure 4.2.1 shows the PCA biplot ob-
tained (scores and loadings for the two principal components) considering all the antiox-
idant variables and the different provinces. It was found that three principal components
explained 73% of the variations in the data set: PC1 37% of the variability, PC2 23% and
PC3 13%. The first principal component clearly differentiates Nampula honey (left quad-
rant) from the other provinces (right quadrant), whereas the second principal component
slightly separates Manica (upper quadrants) from Sofala and Zambezia (lower quadrants),
without noticeable differences between these last two provinces. The loading plot shows

that certain compounds are to some extent responsible for this differentiation.

The information provided by both ANOVA and PCA for all the antioxidant varia-
bles indicates (as mentioned above), that some of them are more relevant than others for
the differentiation of honeys. To discern which variables contribute the most to this dif-
ference, a discriminant analysis was applied. This model was obtained by using the spe-
cific antioxidant compounds and the total antioxidant capacity, permitting the classifica-

tion 0f 99.9% of the cross-validated cases.
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Table 4.2.3. shows the standardized canonical discriminant function coefficients
obtained. In the construction of the two first discriminant functions, five variables (one
phenolic acid and four flavonoids) were used. The most important variables in function 1
(which separates Nampula from the other provinces) were the flavonoids: pinocembrin,
kaempferol, rutin and catequin showing small differences among them (1.488, 1.441,
1.258 and 1.104, respectively). In the second discriminant function the most important

variables were catequin followed by chlorogenic acid.

Table 4.2.3. Standardized canonical discriminant function coefficients

Variables Function 1 Function 2
98.5% 1.4%
Pinocembrin 1.488 -0.087
Kaempferol 1.441 -0.069
Rutin 1.258 0.102
Catequin 1.104 2.261
Chlorogenic acid 0.439 -1.995

Table 4.2.4. shows the classification results (expressed as percentages) of the dis-
criminant analysis, demonstrating a correct classification for Nampula honey (100%).
However, 40% of honey from Sofala was incorrectly classified (20% coming from Man-
ica and 20% coming from Zambezia). In the same way honey from Manica was correctly
classified with 75%, however, 25% of honey from this province was inaccurately classi-
fied as coming from Sofala. The percentage of Zambezia honey (20%) was mistaken for
honey from Sofala. The wrong classification always takes place involving the three prov-
inces of Central Mozambique (Manica, Sofala and Zambezia). Although there are three
different provinces, they share similar botanical and climate conditions. However, Nam-
pula is located in the North of the country where its higher pluviosity lead to the existence
of a peculiar melliferous flora different from to the rest of the country. This different
vegetation seems to give to the honey originated in this province a certain singularity with
respect to its antioxidant properties. In the same way that in other African countries that
diverse climatic conditions and flora lead to the existence of different types of honey

containing a wide range of total phenols and antioxidant activities (Sime et al., 2015).
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Figure 4.2.1. PCA biplot of score [samples honey from different provinces of Mozambique: Nampula (¢), Sofala (m), Manica (®) and Zambezia (k)] and loading

(specific flavonoids and phenolic compounds and total antioxidant capacity).
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Table 4.2.4. Classification results of the discriminant analysis carried out by cross validated

proce-dure. Percentage of samples well classified by the model.

Predicted Group Membership

Province
Nam- Sofala Manica  Zambezia
pula
Nampula 100 0 0 0
Sofala 0 60 20 20
Manica 0 25 75 0
Zambezia 0 20 0 80

4. Conclusion

This research study has set a precedent dealing with the antioxidant characteristics
of honey from Northern and Central Mozambique, focusing on specific flavonoid and
phenolic compounds. In general, flavonoid was higher than phenolic content in honey
from all provinces studied. Honey from Nampula (in the North) showed significant higher
values of phenolic acids and flavonoid compounds compared to the other three provinces
located in the Centre of the country (Sofala, Manica and Zambezia), where the differences
among them were not so remarkable. Therefore, the climatic and consequently botanical
conditions have a decisive influence on the profile of the compounds studied. Luteolin
was the most important flavonoid from the quantitative point of view, representing more
than 50% of the specific flavonoids in the 4 provinces, being especially abundant in some
samples from Nampula. The most important variables, which distinguish Nampula from
the other provinces, were the flavonoids in this consecutive order: pinocembrin,

kaempferol, rutin, catequin and catequin; followed by chlorogenic phenolic acid.

This study offers the opportunity increase the lack of knowledge of Mozambiquean
honey. The specific flavonoid and phenolic compounds analysed could become a power-
ful tool to put in value a totally unknown African honey, due to the health implications of
its antioxidant properties. This research could be useful in supporting decision makers

when it comes time to successfully market this type of honey.
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Abstract

Obtaining information about honey from Mozambique is the first step towards the eco-
nomic and nutritional exploitation of this natural resource. The aim of this study was to
evaluate physicochemical (moisture, hydroxymethylfurfural “HMF”, electrical conduc-
tivity, Pfund colour, CIE L*a*b* colour and sugars) and rheological parameters elastic
modulus G, loss modulus G" and complex viscosity n*) obtained at different tempera-
tures (from 10 to 40 °C). All the physicochemical parameters were in agreement with the
international regulations. Most of the honey samples were classed as honeydew honey
since they were dark and had conductivity values above 0.800 mS/cm. The moduli G', G"
and n* decreased with increasing temperature. G ' and G" were strongly influenced by
the applied frequency, whereas n* did not depend on this parameter, demonstrating New-
tonian behaviour. An artificial neural network (ANN) was applied to predict the rheolog-
ical parameters as a function of temperature, frequency and chemical composition. A
multilayer perceptron (MLP) was found to be the best model for G" and n*(r*>0.950),
while probabilistic neural network (PNN) was the best for G'(r*=0.758). Sensitivity test-
ing showed that in the case of G" and G' frequency and moisture were the most important

factors whereas for n* they were moisture and temperature.

Keywords: African honey, colour, elastic-modulus, loss-modulus, complex-viscosity,

Artificial-Neural-Network

1. Introduction

Mozambique, located on the east coast of Africa, is a developing country with great
potential in terms of the availability of agro-ecological resources. It has a great diversity
of climate, vegetation and geographic regions. This results in a variety of melliferous flora
that can be exploited throughout the year by transhumance (Alcobia, 1995). Mozambique
produces around 600 tonnes of honey a year (FAOSTAT, 2014) increasing by 100 tonnes
in the last five years. However, given the availability of agro-ecological resources, Jooster

& Smith (2004) state that there is a potential to produce 3.600 tonnes a year.

Apicultural development is a valuable human activity that plays an important role
in the preservation of biodiversity due to its involvement in the pollination of both wild
and cultivated plants. In Mozambique, 78% of the territory is suitable for carrying out
this activity; however, the contribution of beekeeping to agricultural is non-existent (Zan-

damela, 2008). Therefore, it would be of great interest to implement policies to develop
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beekeeping in this country. This would meet the needs of the domestic market and avoid
dependence on imports. All of this would reduce the price of honey and encourage the
population to increase the consumption of this nutritious food. Better exploitation of this
resource by rural people would mean a significant source of income and therefore a de-
crease in poverty. For Mozambique, moreover, it would contribute to the improvement

of its economy, with the indirect benefit of protecting the environment and biodiversity.

In other developing African countries such as Burkina Faso, beekeeping activities
have increased in recent years thanks in part to beekeeping promotion centres installed
by beekeeper organizations (Nombré, Schweitzer, Boussim, & Rasolodimby, 2010).
These activities are aiding in the production of honey and are playing an important role
by creating sustainable livelihoods. Current development in Burkina honey is reflected in
the number of scientific papers published in recent years. For example, those focused on
the impact of storage conditions on the physicochemical characteristics of Burkina Faso
honey (Nombr¢ et al., 2010; Schweitzer, Nombré, Aidoo, & Boussim, 2013a); the impact
of climatic changes on nectar considering honey production by honeybee colonies
(Schweitzer, Nombré, Aidoo, & Boussim, 2013b); the rheological properties of Honey
Burkina Faso (Escriche, Oroian, Visquert, Gras,& Vidal, 2016). However, there is an
almost total lack of both scientific and non-scientific information concerning the honey
from Mozambique. Due to the importance of the rheological properties of honey as a
consequence of their implications in organoleptic perception by the consumer and the
quality control of raw material and process control, the aim of the present study is to

evaluate the physicochemical parameters and the rheological behaviour of Mozambique

honey.
2. Materials and Methods
2.1. Collection and preparation of samples

Thirty (30) honey samples harvested in 2014 from the three provinces in Mozam-
bique with the highest production of honey were used in this study: 10 from Nampula, 10
from Sofala and 10 from Zambezia. Honey samples were obtained from traditional bee-
hives built with local materials (hollow trunks, bark cylinders, or interwoven twigs) and
placed in trees or other places beyond the reach of predators. The honey was extracted by
hand from these hives by pressure, hand-pressed or with wooden presses. Approximately
1 kg of each honey sample was purchased directly from the collectors to carry out the

present study.
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2.2. Physicochemical analyses

The harmonised methods of the international honey commission were followed to
analyse the physicochemical parameters (hydroxymethylfurfural “HMF”, moisture and
electrical conductivity), and colour Pfund (Bogdanov, 2002). In addition, colour CIE
L*a*b* (parameters of the Commission Internationale d’Eclairage) and water activity

(aw) were determined.

Moisture content was analysed by refractrometry (Abbe-type model T1 Atago,
Bellevue, Washington, USA) and the Chataway table. HPLC-UV chromatographic meth-
odology using water-methanol (in a proportion of 90 parts of water per 10 parts of meth-
anol) as the mobile phase for this analysis was chosen to quantify the HMF level. The
column used was a ZORBAX (Eclipse Plus C18, 4.6 x 150 mm, 5 um particle size), from
Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) and the detector was set to
285 nm (Escriche, et al., 2016).

Electrical conductivity was determined by conductimetry (Crison Instrument,
Barcelona, Spain, model C830). Colour Pfund was obtained with a millimeter Pfund scale
C 221 Honey Colour Analyzer (Hanna Instruments, Eibar, Spain). Colour CIE L*a*b*
was obtained using a spectrocolorimeter Minolta CM-3600d (Minolta, Osaka, Japan).
The samples were placed in 20-mm-thick holders and measured against a black-and-white
background. Translucency was determined by applying the Kubelka—Munk theory for
multiple scattering of the reflection spectra. Colour coordinates CIE L* a* b* were ob-
tained from Roo between 400 and 700 nm for D65 illuminant and 2° observer (CIE, 1986;
Visquert, Vargas, & Escriche, 2014).

Water activity was measured using an electronic dew-point water activity meter
(25 °C £ 0.2 °C), Aqualab Series 4 model TE (Decagon Devices, Pullman, Washington,
USA), with a temperature-controlled system (Chirife, Zamora, & Motto, 2006). All anal-

yses were performed in triplicate.

Sugar content (glucose, fructose, and sucrose) was analysed in a Compact LC,
model 1120 (Agilent Technologies, Ratigen, Germany), coupled to an Evaporative Light
Scattering detector (Agilent Technologies model 1200 Series, Ratigen, Germany) and us-
ing EZ Chrom Elite software. A Waters Carbohydrate 4.6 x 250 mm, 4 um chromato-

graphic column was used. The mobile phase was water/acetonitrile (25:75) in isocratic
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mode at a flow of 0.8 mL/min. Quantification of sugars was realized using external stand-

ards constructing the corresponding calibration curves.
All analyses were performed in triplicate.

2.3. Dynamic rheological properties

The dynamic rheological properties of honey samples were obtained with a Rhe-
oStress 1 rheometer (Thermo Haake, Karlsruhe, Germany) at different temperatures (10,
15, 20, 25, 30, 35 and 40 °C), using a parallel plate system (@ 60 mm) with a gap of 500
um (Oroian et al., 2013a,b, Oroian 2015, Escriche, et al., 2016). Measurements were
made in triplicate for each sample and condition. After loading the sample, a waiting
period of 5 min was used to allow the sample to reach the desired temperature. In order
to determine the linear viscoelastic region, stress sweeps were run at 1 Hz first. Then, the
frequency sweeps were performed over the range f= 0.1-10 Hz at 1 Pa stress. The 1 Pa
stress was in the linear viscoelastic region. Rheowin Job software (v.2.93, Haake) was
used to obtain the experimental data and to calculate storage (or elastic) modulus (G’),
loss (viscous) modulus (G’”), and complex viscosity (n*). The complex viscosity n* rep-
resents the total resistance of the material to flow (Marangoni et al., 2012) and is defined
as the ratio of the maximum resulting stress amplitude (7*) over the maximum applied

strain amplitude (y*) times the angular velocity (w), as follows:

2.4. Statistical analysis

An analysis of variance (ANOVA) (using Statgraphics Centurion for Windows,
Warrenton, Virginia, USA) was carried out to study the influence of the province of origin
on the physicochemical and colour parameters (Juan-Borras, Escriche, Hellebrandova, &
Domenech, 2014). The method used for multiple comparisons was the LSD test (least

significant difference) with a significance level o = 0.05.

The ANNSs (artificial neural networks) were developed using the Neurosolutions 6
trial version (NeuroDimension Inc., Gainsville, USA). The system is composed of five
inputs (temperature, frequency, moisture content, fructose and glucose content) and three
outputs (complex viscosity, loss modulus and elastic modulus). Each model applied to
predict the viscoelastic parameters of the samples was checked to discern its suitability

using the mean squared error (MSE) and mean absolute error (MAE). The viscoelastic
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data (complex viscosity, loss modulus and storage modulus) were divided into three
groups: one group for training (33.3 per cent of the data), one group for cross-validation
(33.3 per cent of the data) and the last one for testing (33.4 per cent of the data) (Ramzi,
Kashaninejad, Salehi, Mahoonak, & Mohamma, 2015; Oroian, 2015).

3. Results and Discussion

3.1. Physicochemical and colour characterization

Table 4.3.1 shows the average (and standard deviation), minimum and maximum
values of the moisture, HMF, electrical conductivity, aw, colour (CIE L*a*b* and Pfund)
and sugar content (glucose, fructose and sucrose) of the honey samples from the three
provinces of Mozambique: Nampula, Sofala and Zambezia. In addition, the ANOVA re-
sult (F-ratio and significant differences) obtained for the factor “province” for each the
variable analysed is shown. Bearing in mind that the higher the F-ratio, the greater the
effect that a factor has on a variable, moisture was the parameter most affected by the
origin followed by aw, whereas the sugars and CIE L*a*b* coordinates were the least

affected.

All the physicochemical parameters analysed showed significant differences be-
tween groups. Nampula honey samples presented the highest average moisture level of
22.1 g/100 g (between 21.7 to 23.3 g/100 g) and the lowest average HMF content of 15.5
mg/kg (ranged between 8.1 and 24.5 mg/kg). The opposite behaviour was found in Sofala
honeys for both parameters, showing the lowest average moisture level of 17.7 g/100 g
(between 16.6 and 19.2 g/100 g) and the highest average HMF content of 37.0 mg/kg
(between 26.1 and 47.2 mg/kg). Zambezia honeys had an intermediate level of these pa-
rameters with means values of 20.5 g/100 g and 28.4 mg/kg, respectively.

The moisture content is an important quality factor of honey, not only because it
influences the organoleptic characteristics (viscosity, palatability and taste), but also be-
cause it determines shelf-life (Bogdanov, 2002). Moisture content above 20 g/100 g fa-
cilitates the growth of osmophilic yeasts, while moisture content less than 14 per cent
makes honey extraction difficult due to the high viscosity. According to the criteria of the
Council Directive (2002), (maximum permitted limit of 20 g/100g), only the Sofala sam-
ples fulfilled this criteria since all the honey samples from Nampula and Zambezia ex-
ceeded this value. High moisture values may be associated with inadequate extraction and

storage conditions of honey, as most producers do not have appropriate training.
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However, they may also be related to the humid climate of some subtropical areas
of Mozambique. The moisture values obtained in the present study are similar to those
found in South African honey: from 15.3 to 21.7 g/100 g (Zandamela, 2008; Serem &
Bester, 2012) and in North African honey (from 14.6 to 21.8 g/100 g) (Malika, Mohamed
& Chakib, 2005; Ouchemoukh, Louaileche, & Schweitzer, 2007; Saxena, Gautam,&
Sharma, 2010). In general, in European honey the average moisture values are compara-
ble to those of the present study, exceeding the limit of 20 g/100 g in very few occasions
(Escriche, Visquert, Juan-Borras, & Fito, 2009; Kadar, Escriche, Juan-Borras, Carot, &
Domenech, 2011; Juan-Borras, Domenech, Conchado, & Escriche, 2015).

HMF is an important quality parameter whose speed of formation is favoured by
time and temperature of storage and/or heating (Escriche, et al., 2009). Some of the sam-
ples had values of HMF higher than the maximum limit of 40mg/kg permitted by Euro-
pean standards (Council Directive, 2002), however, none of them exceeded 80mg/kg, the
acceptable limit for honey from regions with a Tropical climate, as is the case in Mozam-

bique (Codex Standard for Honey, 2001).

In honey from central and southern regions of Mozambique and from Burkina Faso
similar values of HMF to those in the present study were reported, between 2.84 to 44.83
mg/kg and 1.02 t035.60 mg/kg, respectively (Zandamela, 2008; Escriche et al., 2016).

Honey is a hygroscopic substance due to its low water activity (aw), which is usually
found below 0.630. Some authors consider this value as a limit for good quality honey
(Gleiter, Horn, & Isengard, 2006). Most of the samples of the present study showed higher
values than this level, not exceeding in any case the value of 0.700 considered the limit
of acceptance (Mossel, Bhandari, D'Arcy, & Caffin, 2003). The highest aw average values
of 0.666 were found in Nampula honey (ranged from 0.650 to 0.680) whereas non-sig-
nificant differences were found for this parameter between Sofala (0.560-0.620) and
Zambezia (0.610-0.620).This indicates that the honeys of this region have less water in
the free state and therefore are more stable in the development of microorganisms, enzy-
matic and chemical reactions dependent on water. These values were similar to those

reported in other African honeys (Escriche et al., 2016).

Non-significant differences were found between provinces for the CIE L*a*b* col-
our parameters. Higher values and a greater range of variability for luminosity were found

in Nampula samples (25.2 to 44.6) than Sofala (28.8 to 30.0) and Zambezia (23.9 to 26.6).
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Positive values of both a* and b* coordinates indicate that all samples had shades of col-
our between red and yellow (first quadrant of CIEL a*b* space). In general, the low val-
ues of a* and b* reflect the low colour purity of the samples, especially in Zambezia

honey.

Regarding the colour measured by the Pfund scale, it is worth noting the existence
of statistically significant differences between geographical areas (p <0.001). The Pfund
colour values were similar in Nampula (137 to 142 mm) and Zambezia (140 to 143 mm).
The Sofala honey values were lower (84 to125 mm) than the before mention regions. This
result is consistent with the observed differences between regions for conductivity values:
the lowest conductivity level was shown in Sofala honeys (average: 0.871 mS/cm, and
rage: 0.391 to 1.372) and the highest in Nampula y Zambezia, with average values of
1.300 and 1.281 mS/cm, respectively. The conductivity values were in the same range as
those reported by other authors in Burkina Faso honey (Nombr¢, et al., 2010; Schweit-
zeret al., 2013a, Escriche et al., 2016). In general, colour and conductivity are parameters
that are inter-correlated and also with the mineral content and the botanical and geo-
graphic origin of honey. The darker the honey, the higher the mineral content and the
conductivity (Visquert, et al., 2014; Juan-Borras, et al,, 2014). The colour of the honey is
related to certain pigments such as carotenes, and xanthophylls, as well as the mineral
content found in the nectar of flowers or secretions of plants. According to the European
Directive about the quality of honey, conductivity values above 0.800 mS/cm are required
to consider a honey as honeydew-honey. Considering this criterion, in the present study,

87% analysed samples could be considered as such.

The sugar values were as expected for pure honey. The levels of glucose (from 27.8
t031.9 g/100 g), fructose (38.3 and 42.7 g/100 g) and sucrose (less than 1 g/100 g) did not
vary significantly between regions. The low content of sucrose indicates that these honeys
were properly matured before harvesting (Juan-Borrés et al., 2014). Values of sucrose
between 1 and 2 g/100 g were previously reported in African (Escriche et al., 2016) and
European honey (Persano-Oddo & Piro, 2004).
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Table 4.3.1. Mean (and standard deviation), minimum and maximum values of the moisture, HMF, electrical conductivity, aw, colour colour (CIEL*a*b* and
mm Pfund) and sugars of the honey samples from three provinces of Mozambique (Nampula, Sofala and Zambezia). ANOVA results (F-ratio and significant
differences) obtained for the factor “province” for each variable.

NAMPULA SOFALA ZAMBEZIA ANOVA
Physicochemical Parameters Mean (SD) Min  Max Mean (SD) Min Max Mean (SD) Min  Max F-ratio
Moisture (g/100 g) 22.1(0.3)* 217 233 17.7(1.2)° 16.6 19.2 20.5(0.2)¢ 20.30  20.60 47.06™
HMF (mg/kg) 15.5(5.6)° 8.1 24.5 37.0(9.9) 26.1 472 28.4(4.2) 2533 31.28 15.22™
Electrical conductivity (mS/cm) 1.300(0.020)* 1.351 1.402 0.871(0.621)* 0.391 1.372 1.281(0.017)* 1.212 1.315 4.77"
Aw 0.660(0.010)* 0.650 0.680 0.599(0.030)* 0.560 0.620 0.612(0.010)* 0.610 0.620 29.54™
Colour CIEL* a*b*
L 32.4(7.4)° 252 446 29.5(0.9) 28.8 30.0 25.6(2.6)* 239  26.6 1.16 ™
a* 6.0(3.9)* 1.1 10.7 4.5(0.2) 42 4.6 1.4(0.1)* 1.3 1.5 1.82m
b* 10.7(8.9) 1.5 24.8 6.7(0.4) 64 7.1 2.2(0.4) 1.9 2.3 1.26 ™
Colour (mm Pfund scale) 140 (1)? 137 142 104.(22)° 84.0 125 141(2) 140 143 17.89™
Sugars (g/100g)
Glucose 30.4(1.4)° 27.8 319 30.0(0.7)* 294 309 30.8 (0.4)* 30.6  31.1 0.23"
Fructose 40.8(1.5)* 383 427 41.0 (0.6)* 404 41.7 40.1(0.1)* 40.1 40.2 0.36™
Sucrose <1.0 <1.0 <1.0
Fructose/Glucose 1.34(0.10)* 1.24 1.52 1.35(0.03)* 1.32 1.39 1.25(0.02)*  1.28 1.31 0.35™

*p <0.05; ** p<0.01; *** p <0.001. For each factor, different letters in the rows indicate homogeneous groups (significant differences at 95%

confidence level as obtained by the LSD test)
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All samples exhibited a F/G ratio higher than 1.20, which reflects their low possi-
bility of crystallization. Other authors such as Venir, Spaziani & Maltini (2010) or Nayik,
Dar & Nanda (2016) stated that an F/G ratio of 1.14 or less would indicate fast crystalli-

zation, while values over 1.58 are associated with no tendency to crystallize.
3.2. Rheology characterization

Since there were no significant differences between regions in relation to the phys-
icochemical parameters, the rheological study of Mozambiquean honey was carried out
without differentiating the samples by origin. Figure 4.3.1 shows a typical rheogram for
this type of honey. It can be observed that the magnitudes of elastic modulus (G"), loss
modulus (G”) and complex viscosity (n*) decrease temperature increases. The decrease
in the magnitude of the rheological parameters is due to a decrease in the molecular fric-
tion and hydrodynamic forces (Patil & Muskan, 2009, Al-Mahasneh., Rababah, Amer, &
Al-Omoush, 2014).

The elastic modulus and loss modulus are strongly influenced by the frequency ap-
plied, while the complex viscosity is not influenced by this parameter. Complex viscosity
can be used for the characterization of the honey as a Newtonian or non-Newtonian fluid
(Oroian, Amariei, Escriche, & Gutt, 2013a). According to Figure 4.3.1, complex viscosity
has the same magnitude at a certain temperature irrespective of the frequency applied;
this behaviour is normal for a Newtonian honey. The Newtonian behaviour of honey has
been observed in the case of honey from other African countries such as Burkina Faso
(Escriche et al., 2016) and Ethiopia (Belay et al., 2017); European countries such as Spain
(Oroian et al., 2013a), Romania (Oroian, 2012) and Poland (Juszczak & Fortuna, 2006)
and Middle Eastern countries such as Israel (Cohen & Weihs, 2010) or Turkey (Karaman,
Yilmaz, & Kayacier, 2011).
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Figure 4.3.1. Typical rtheograms for honey from Mozambique: G’ (elastic modulus,); G’* (loss
modulus,); n* (complex viscosity) at different temperatures: rhombus (10 °C); square (15 °C);
triangle (20 °C); cross (25 °C); star (30 °C); circle (35 °C)
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3.3. Artificial neural network prediction of rheological parameters

In order to predict the rheological parameters, an ANN was used in this study.
Therefore, three output parameters (elastic modulus, loss modulus and complex viscosity)
and five input parameters (temperature, moisture, frequency, fructose, and glucose) were
considered. To achieve the best ANN for the prediction of the rheological parameters four
methodologies were used: multilayer perceptron (MLP), probabilistic neural network
(PNN), recurrent neural network (RNN) and modular neural network (MNN). The suita-
bility of the model was checked using statistical parameters such as: MSE, MAE and
coefficient of regression (R?). The best model must have the lowest values for MSE and
MAE and maximum R2. The data for each model was analyzed as follows: training (33.3
per cent of the experimental data), cross validation (33.3 per cent of the experimental

data) and testing (33.4 per cent of the experimental data).

In order to enhance the capabilities of their neural networks, different numbers
(from 1 to 3) of hidden layers (intermediate layer between the input and output layer)
were used, for each model. There were a total number of 364 experimental data. In the
Tables 4.3.2 to 4.3.4 the MAE, MSE and R? values for each model are presented. Even if
the number of the experimental data were equal for training, testing and cross validation,
great differences between the statistical parameters can be observed. Increasing the num-
ber of hidden layers did not increase the suitability of the model. According to the data
presented in Table 4.3.2, the best model for predicting the elastic modulus values was
PNN with 1 hidden layer (R?=0.758). The determination of the elastic modulus can be
influenced by the presence of unmelted sugar crystals (Oroian, Amariei, Escriche, & Gutt,
2013Db). In the case of loss modulus (Table 4.3.3) and complex viscosity (Table 4.3.4)
higher values for the regression coefficients than in the case of elastic modulus can be

observed, with R? values of 0.961 and 0.990, respectively.

The suitable model for predicting the loss modulus and complex viscosity was MLP
with 1 hidden layer. Figure 4.3.2 shows the evolution of experimental and predicted data

for the suitable models for the three rheological parameters.
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Figure 4.3.2. Experimental data vs. predicted data using artificial neural network prediction: a
[elastic modulus (G’), probabilistic neural network (PNN) with 1 hidden layer prediction]; b
[loss modulus (G’”), multilayer perceptron (MLP) with 1 hidden layer predict ¢ [complex vis-
cosity (n*), multilayer perceptron (MLP) with 1 hidden layer prediction]; rhombus (training),
square (cross validation) and triangle (testing).
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A chaotic distribution can be observed in the case of the elastic modulus, while for
the complex viscosity the points are placed on a straight line. With the aim of better ex-
plaining the suitability of the model proposed using the ANN, Figure 4.3.3 shows the
residual vs measured values for G’, G’* and n*. Considering the distribution of the points,
a worse behaviour of the residual values is deduced in the case of G compared to G " and
n*. The parameter G’ cannot be modelled with high regression coefficients in function of
different parameters (temperature, fructose, glucose, moisture content, frequency). This
could be due to the fact that the elastic part of the honey (G’) is very sensitive to the
presence of any particles in suspension (e.g. pollen grains, sugar, glucose crystals) which
may interfere with the rheological testing. However, this is not a problem because in these
types of honey the viscous part is more important than the elastic part (G’ >> G’) (Oroian

2015).

There are no other studies in the literature regarding the prediction of honey rheo-
logical parameters using ANN based on temperature, moisture, frequency, fructose, and
glucose. To the authors knowledge there are some papers on the modelling of rheological
behaviour using ANN based on water content, temperature and shear rate (Al-Mahasneh,
Rababah, & Ma'Abreh, 2013, Ramzi, Kashaninejad, Salehi, Mahoonak,& Mohamma,
2015) and the modelling of rheological parameters using ANN based on temperature,
frequency and moisture content (Oroian, 2015). In both cases, higher regression coeffi-
cients for predicting the dynamic viscosity (R?=0.999) using genetic algorithm—artificial
neural network (Ramzi et al., 2015), and viscoelastic parameters (R>> 0.998) using the

MLP were observed (Oroian, 2015).

Each input variable was analysed to estimate the weighting in the model design.
This step can be useful before designing the model and will serve as a screening tool to
omit unimportant inputs in order to reduce model complexity. This can be of special im-
portance in the presence of highly colinear inputs. The presence of high colinearity means
that some model inputs are not really helping to improve model performance, the higher

is the colinearity the lower is the model performance (Oroian, 2015).
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Figure 4.3.3. Measured values of the rheological parameters versus residual values: a [elastic
modulus (G’), probabilistic neural network (PNN) with 1 hidden layer prediction]; b [loss mod-
ulus (G””), multilayer perceptron (MLP) with 1 hidden layer prediction]; ¢ [complex viscosity
(n*), multilayer perceptron (MLP) with 1 hidden layer prediction].

A sensitivity analysis was performed to investigate the effect of each input param-
eter on the output in terms of magnitude and direction (Table 4.3.5). In this way, it was
possible to determine to what extent the models can be affected by changes in the values
of the input parameters (Matignon, 2005; Shojaeefard, Akbari, Tahani, & Farhani, 2013).
Frequency was the most sensitive in the case of the elastic and loss modulus followed by

moisture, which implies that both parameters are critical to the models (PNN in the case
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of elastic modulus and MLP for the loss modulus). On the contrary, the low sensitivity of
sugars and temperature suggests their low importance in these models. In the case of the
MLP model of complex viscosity, moisture and temperature have the highest sensitivity;
which is normal since frequency does not have a great influence on this rheological pa-

rameter taking into account the Newtonian behaviour of Mozambican honey.

The impact of the chemical parameters on the honey rheological parameters (G’,
G’’ and n*) can be estimated quite well based on the sensitivity analysis. It can be ob-
served that all the parameters are influenced primarily by the frequency, followed by the
moisture content. This fact is in agreement with other studies, which revealed the high
influence of moisture content on the rheological parameters (Ozcan, Arslan, & Ceylan,
2006, Oroian 2015, Patil & Muskan, 2009). In the case of glucose and fructose, they had

less influence on the rheological parameters than the moisture content .
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Table 4.3.2. ANN statistical parameters for elastic modulus G’

No Model
Name"
1 MLP
2 MLP
3 MLP
4 PNN
5 PNN
6 PNN
7 RNN
8 RNN
9 RNN
10 MNN
11 MNN
12 MNN

*MLP (multilayer perceptron), PNN (probabilistic neural network), RNN (recurrent neural network), MNN (modular neural network).

Hidden
layers
1

2

Training Cross Validation Testing

MSE R? MAE MSE R? MAE MSE R? MA
82.050 0.730 3.690 143.291 0.600 4.141 70.427 0.757 3.59
87.611 0.708 4.204 144.092 0.599 4.623 73.420 0.718 4.11
101.792 0.669 5.510 163.713 0.534 5.887 88.20 0.671 5.59
77.588 0.747 3.678 124.124 0.667 4.026 64.354 0.758 3.59
142.471 0.444 6.640 195.192 0.362 6.786 118.550 0.473 6.44
176.162 0.053 7.298 224.242 0.011 7.344 150.386 0.095 6.94
116.911 0.634 5.617 117.690 0.707 5.538 95.340 0.677 5.33
125.242 0.564 5.714 181.991 0.469 6.076 102.21 0.596 5.68
125.424 0.575 6.329 190.750 0.435 6.715 98.877 0.624 6.15
93.573 0.689 3.941 104.598 0.766 1.687 72.890 0.720 3.85
93.285 0.690 3.988 124.600 0.668 4.130 93.285 0.690 3.98
145.506 0.601 8.204 193.368 0.523 8.314 119.98 0.660 7.93
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Table 4.3.3. ANN statistical parameters for loss modulus G’

No Model

Name*
1 MLP
2 MLP
3 MLP
4 PNN
5 PNN
6 PNN
7 RNN
8 RNN
9 RNN
10 MNN
11 MNN
12 MNN

Hidden
layers
1

2

Training Cross Validation Testing

MSE R? MAE MSE R? MAE MSE R?
3805.021 0.963 40.764 7018.581 0.953 49.594 6400.079 0.961
3754.833 0.964 39.660 8535.952 0.943 48.662 6547.131 0.948
12365.674 0.929 74.451 22979.894 0.883 81.955 18127.852 0.900
4766.861 0.954 43.411 10558.402 0.924 51.459 7530.804 0.938
22323.752 0.766 100.350 30111.400 0.767 103.063 27586.721 0.794
53095.026 0.116 153.583 69119.294 0.121 158.734 61810.667 0.125
14554.271 0.881 85.448 16015.331 0.882 87.611 14702.995 0.883
9652.978 0.912 5.714 12841.700 0.904 63.237 10659.961 0911
12463.684 0.889 82.569 177728.716 0.871 90.958 16265.986 0.867
6980.765 0.934 58.067 11156.754 0.921 64.429 8971.344 0.927
4948.064 0.953 48.154 9497.002 0.932 55.461 4948.068 0.953
33642.771 0.710 124.073 44517.051 0.726 128.858 37984.631 0.749

*MLP (multilayer perceptron), PNN (probabilistic neural network), RNN (recurrent neural network), MNN (modular neural network)
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Table 4.3.4. ANN statistical parameters for complex viscosity h*.

No Model
Name*
1 MLP
2 MLP
3 MLP
4 PNN
5 PNN
6 PNN
7 RNN
8 RNN
9 RNN
10 MNN
11 MNN
12 MNN

Hidden
layers
1

2

Training Cross Validation Testing
MSE R? MAE MSE R? MAE MSE R? MAE
1.248 0.990 0.764 1.191 0.991 49.594 1.307 0.990 0.796
0.024 0.988 0.907 1.335 0.990 0.863 1.481 0.989 0.880
4.404 0.974 1.567 4.933 0.973 1.661 4.667 0.975 1.625
1.971 0.984 0.876 0.863 0.985 0.863 1.977 0.985 0.857
7.723 0.938 1.863 7.451 0.943 1.833 7.457 0.943 1.864
63.658 0.204 5.978 66.421 0.212 6.044 66.689 0.200 6.073
11.344 0.910 2.264 10.826 0.918 2.303 10.487 0.922 2.316
11.160 0.915 2.287 11.008 0.920 2.285 10.684 0.924 2252
16.770 0.914 2.840 16.884 0.921 2.880 17.457 0.914 2.870
1.639 0.965 1.639 4.598 0.966 1.687 4.535 0.967 1.668
2.933 0.977 1.212 2.658 0.981 1.192 2.933 0.977 1.212
43.436 0.771 4.874 45.838 0.756 4.937 45.507 0.764 4.966

*MLP (multilayer perceptron), PNN (probabilistic neural network), RNN (recurrent neural network), MNN (modular neural network)
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Table 4.3.5. Sensitivity testing (percentage) of the input parameters (frequency, moisture, glucose content, fructose content, and temperature) on artificial

neural networks (ANN) output models [probabilistic neural network (PNN)-1 hidden layer for G’ and multilaye perceptron (MLP)-1 hidden layer for G’ and
h*] to predict the rheological parameters.

INPUT G’ G” n*
PARAMETERS  Training  Testing Cross Training Testing Cross Training Testing Cross
validation validation validation

Frequency 47.51 48.19 47.83 41.28 40.64 40.66 1.28 1.18 1.19
Moisture 22.29 21.99 22.16 31.47 31.78 31.82 48.22 48.08 48.11
Glucose 14.25 13.90 14.13 7.49 7.69 7.71 6.17 6.61 6.63
Fructose 10.81 10.84 10.74 8.74 8.81 8.83 1.29 1.11 1.13
Temperature 5.13 5.08 5.14 11.02 11.07 11.09 43.04 43.03 43.07
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4. Conclusion
The physicochemical parameters and Newtonian behaviour of Mozambican honey are
similar to those of other types of honey commercialized in parts of the world such as
Africa, Europe and Middle East. In general, following the criteria of colour and conduc-
tivity, the majority of honey from Mozambique can be classed as honeydew honey. Rhe-
ological parameters, applying an artificial neural network (ANN), can be predicted as a
function of temperature, frequency and chemical composition.The multilayer perceptron
(MLP) is the best model for loss modulus (G") and complex viscosity (n*), while the

probabilistic neural network (PNN) is apt for elastic modulus (G').
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Abstract

This work focuses on the characterization of beeswax from Mozambique (Nampula, Zam-
bezia, Sofala and Manica provinces) in terms of saturated hydrocarbon profile (by HT-
GC/FID) and thermal properties (by DSC) and compare them with others from different
origins (Spain, Honduras and “reference”). A total of 15 hydrocarbons ranging from
C21Has to C3sH7z (typical components of pure beeswax), identifying a much higher
amount of odd than even carbon numbers, being the most abundant: Cy7 Hse (average
values 4.18-5.25 g/100 g) followed by C29Heo (2.15-4.10 g/100 g) and C31Hes (2.69-3.42
2/100 g), regardless of the origin. Generally, hydrocarbons do not contain enough useful
information for differentiation of beeswax. However, melting and cooling enthalpies to-
gether with all the temperatures associated with the different lipid polymorphic forms
permitted the differentiation of Mozambique provinces from the other origins. A higher
melting enthalpy values obtained in Mozambique samples (average values 203-234 J/g)
and Honduras (231 J/g) indicates more energy is required to melt these beeswaxes than
those from Spain (193 J/g) and “reference” (168 J/g). This might be linked to the tropical
temperatures where the bees produce specific wax with. These results are a significant
step towards characterizing Mozambiquean beeswax and to better understand its peculiar

characteristics.

Keywords: Beeswax, Mozambique, Saturated-Hydrocarbon-Profile, Differential-Scan-

ning-Calorimetry, Thermal-Properties
1. Introduction

Beeswax is an abdominal gland secretion from worker-bees. It is a natural fatty
product in high demand in the global market due to its multiple applications in the phar-
maceutical, cosmetic and food industries, and overall as foundation beeswax in apiculture
(Bogdanov, 2016; Was, Szczgsna, & Rybak-Chmielewska, 2014a; Reis et al., 2018).
These sectors require the highest quality of pure beeswax. The recycling of the empty
combs after the extraction of honey (obtaining foundation beeswax), gradually concen-
trate foreign substances to the wax. For this reason, synthetic paraffins (added as adulter-
ants) or residues from veterinary treatments (e.g. acaricides or antibiotics) are becoming
more and more present in commercial beeswax. The process of melting, pressing and the
subsequent step of treatment with activate carbon, aluminum or magnesium silicates or

diatomaceous earth, does not completely eliminate these substances (Bonvehi & Bermejo,
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2012). Although there have been many efforts in developing new techniques for cleaning
beeswax, to date, none of them have obtained beeswax that is 100% free of foreign sub-
stances (Schroeder & Wallner, 2003; Bogdanov, 2016). Therefore, the great necessity in
the market for waste-free beeswax suggests the importance of exploring new sources,
such as less known geographical origins/bee-breeds, that due to their specific character-
istics could avoid residue-related problems. In this context, African beeswax is a good
option to consider for the near future since it is well known that it is free of some veteri-
nary residues such as acaricides since African bees (Apis mellifera scutellata) are not
attacked by Varroa destructor (Bogdanov & Gallmann, 2008). Since African beeswax is
relatively unknown, it is important to expand the scientific knowledge in terms of its

properties.

The evaluation of certain physicochemical parameters such as melting point, sa-
ponification number, density, etc. has been widely accepted to establish the purity of
beeswax (United States Pharmacopeial Convention, 2000, European pharmacopoeia,
2008). However, there is not a general consensus as to the levels of these parameters and
sometimes these norms are considered obsolete (Bernal, Jiménez, del Nozal, Toribio, &
Martin, 2005; Jiménez, Bernal, del Nozal, Martin, & Bernal, 2006; Jiménez, Bernal, del
Nozal, Toribio, & Bernal, 2007). Therefore, in order to be more aware of intrinsic char-
acteristics of pure beeswaxes, the support of other more advanced methodologies are re-
quired (Bonvehi & Bermejo, 2012). Among the possible techniques that allow for a more
complete characterization of pure beeswax it can be highlighted those based on the eval-
uation of hydrocarbons by means of high-temperature gas chromatography with flame
ionization detention (HT-GC/FID), and on the thermal properties using the Differential
Scanning Calorimetry (DSC) (Ritter, Schulte, Schulte, Thier, 2001; Buchwald, Breed &
Greenberg, 2008; Attama, & Miiller-Goymann, 2008; Gaillard et al., 2011; Cavallaro,
Lazzara, Milioto, Parisi, & Sparacino, 2015).

Hydrocarbons being one of the main components of beeswax (together with mo-
noesters, free fatty acids, free fatty alcohols, etc.) provide valuable information, both in
the scientific world and in the analytical laboratories, for the characterization of beeswax
and detection of adulterants. It is considered the best routine technique since the percent-
age of specific hydrocarbon compounds in this product could vary with climatic circum-
stances, type of honey-bees (European, African and Asian) and when other waxes or par-

affins have been added (Bonvehi & Bermejo, 2012).
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Differential Scanning Calorimetry (DSC) is a technique that allows for obtaining
the thermal fingerprint of a material such as beeswax through the quantitative character-
ization of the phase transitions that occur during its heating-cooling. Fusion/crystalliza-
tion represents a first-order phase transition in materials with a crystalline fraction such
as beeswax. DSC allows for the measurement of the temperature range over which the
phase transition occurs, as well as the associated enthalpy (Turi, 1997; Aboul-Gheit, Abd-
el-Moghny, Al-Eseimi, 1997; Buchwald et al., 2008). The melting point of beeswax var-
ies slightly with its origin, 61-65 °C being the range more frequently reported (FAO,
1992; British Pharmacopeia, 1993; United States Pharmacopeial Convention, 2000;
United States Code of Federal Regulations, 2004). Nevertheless, it is possible to detect
by changing the cooling/heating rate the melting and crystallization peaks that are asso-
ciated with lipid polymorphisms (Gaillard et al., 2011), which in turn provide the thermal
fingerprint of the material. In this sense, DSC appears as an interesting tool to distinguish
different origins of beeswax. As far as the authors know, there are no previous studies

where this technique was used for this purpose.

Therefore, the objective of this work was to characterize beeswax from Mozam-
bique regions in terms of hydrocarbon profile and thermal properties, and to compare this

African beeswax with others from different origins.
2. Materials and Methods
2.1. Samples of beeswax

Forty-six beeswax samples from northern (12 from Nampula) and central (10 from
Zambezia, 12 from Sofala, 12 from Manica) Mozambique with higher production of bee
products were analysed. Nampula and Zambezia samples were directly obtained from
traditional beehives (made with locally available resources) while those from the prov-

inces of Sofala and Manica were commercialized from the Mozambique honey Company

In parallel, 6 beeswax samples from Spain (company Melazahar Cooperativa Valenciana,
Spain), 4 from Honduras (Lenca Community of Siguatepeque, Departamento de Coma-
yagua, Honduras) and 4 from commercial pure beeswaxes considered as “reference” in

this work (Fluka, Buchs, Switzerland) were analysed.
2.2. Hydrocarbon chromatographic analysis

A gas chromatograph CE Instruments (CG 8000 TOP), coupled with flame ionization
detector (FID) and capillary column (SGE) (25 m x 0.32 mm ID HTS5 x 0.1 micrometer),
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with helium as the carrier gas (flow of 1 mL/min) were used to analyse the saturated
hydrocarbons of beeswax samples. The temperatures of the injector and detector were
275 °C and 330 °C, respectively. The oven temperature was programmed as follows: ini-
tial temperature of 70 °C for 2 minutes, a ramp of 5 °C/min until 310 °C for 5 minutes,

and finally a ramp of 10 °C/min until 330 °C and then kept at this temperature for 35 min.

Identification of the different hydrocarbons was carried out by comparing the retention
times obtained in the sample chromatograms with those of the hydrocarbon standards

(C17-C35, commercial house), analysed under the same conditions.

Quantification of each compound in the samples was done by comparing peak areas with
those of a reference external standard (squalene) as described by Bonvehi & Bermejo,
2012. The preparation of the samples was as follows: a beeswax sample (0.025 g) placed
in flask (5 mL) was dissolved (approximately 15 min) in chloroform (Scharlau 99%)

(Jimenez et al., 2006). For each sample, 2 pL in splitless mode was injected in triplicate.
2.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Thermal properties of beeswax samples were analysed by means of a Differential Scan-
ning Calorimeter (Mettler Toledo, DSC1, Switzerland) equipped with an intra-cooler. Ni-
trogen (99.99% purity at 20 mL/min) was the purge gas used. The equipment was cali-
brated with indium and zinc. Samples (between 9 and 12 mg) were set into aluminum
pans (40 pL, ME-26763, Al-Crucibles), covered, hermetically sealed and weighed (Met-
tler Toledo XS205 analytical scale, Switzerland). An empty pan was considered as the
reference sample. In order to obtain the melting and crystallization enthalpy (AHn and
AH¢) and melting and crystallization temperature (Tm and T¢), the samples were subjected
to the following conditions (from now on referred to as fast condition): cooling from 25
°C to 5 °C at a rate of 5 °C/min and held for 5 min; heating from 5 °C to 65 °C at a rate of
5 °C/min and held for 5 min; heating from 65 °C to 85 °C and cooling from 85°C to 5°C
at a rate of 5 °C/min. (Based on Buchwald et al., 2008).

Furthermore, with the aim of obtaining all possible melting and crystallization tem-
peratures associated to lipid polymorphic forms of beeswax, samples were also subjected
to the following conditions (from now on referred to as slow condition): heating from 20
°C to 75 °C at a rate of 1 °C/min; cooling from 75 °C to 20 °C at a rate of 1 °C/min (slow
scan) (Based on Gaillard et al., 2011).
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The melting temperature together with melting and crystallization enthalpy were
obtained using Mettler Toledo DSC STARe SW 12.00 evaluation software. The analysis

of each sample was carried out in triplicate.
2.4. Statistical analysis

The influence of beeswax origin on the hydrocarbon profile and thermal properties were
evaluated by means of an ANOVA (LSD for multiple comparisons, and a=0.05 as signif-
icance level) using the Statgraphics Centurion for Windows XVII. In addition, data were
analysed using a principal component analysis (PCA) applying the software Unscrambler

X.10.5
3. Results and Discussion
3.1. Saturated hydrocarbons profile

Table 4.4.1. shows the mean and standard deviation values of the hydrocarbons quantified
in the beeswax from the four provinces of Mozambique (Nampula, Zambezia, Sofala,
Manica), as well as from other origins (Spain, Honduras and “reference”). This table also
shows the ANOVA results with the statistical significance and the corresponding homo-

geneous groups.

A total of 15 saturated hydrocarbons ranging from C21Ha4 to C3sH7 were identified
with a much higher amount of odd than even carbon number hydrocarbons. All these can
be considered as typical components of pure beeswax (Aichholz & Lorbeer, 1999; Aich-
holz & Lorbeer, 2000; Jimenez et al., 2004; Maia & Nunes, 2013; Was, Szcz¢sna, &
Rybak-Chmielewska, 2014b). The presence of alkanes containing over 35 atoms of car-
bon is not a characteristic of pure beeswax (Was, Szczegsna, & Rybak-Chmielewska,
2014a). In this present work the most abundant hydrocarbon in all samples was C27Hs6
(with average values from 4.18 to 5.25 g/100 g) followed by Ca9Hego (from 2.15 to 4.10
g/100 g) and C31Hes (from 2.69 to 3.42 g/100 g). These three compounds being approxi-
mately 60% of the total amount of hydrocarbons; which is a common pattern in pure
beeswax independently of the geographical origin (Bonvehi & Bermejo, 2012; Was,
Szczesna, & Rybak-Chmielewska, 2014a). Bonvehi & Bermejo, (2012) in pure Spanish
beeswax reported: 3.10-5.42 g/100 g; 1.42-3.78 g/100 g and 1.97-3.37 g/100 g, for C27H5e,
C29Heo and C31Heas, respectively; these values representing almost 70% of the total of hy-
drocarbons. Similar compositions were described in Polish beeswax, where for these

three compounds it was found: 3.23, 2.23 and 1.93 as well as 3.03, 2.30 and 1.88 g/100 g
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in light and dark combs, respectively (Wa$, Szczesna, & Rybak-Chmielewska, 2014a;
Was, Szczesna, & Rybak-Chmielewska, 2014b). In the same way, in Portuguese virgin
beeswax the relative abundance of these three main even hydrocarbons was in accordance

with the values found in this study (Maia, Barros & Nunes, 2013).

In the present work, statistically significant differences among origins were found
for seven out of fifteen compounds: C21Ha4, C22Has, C23Has, C26Hsa, C29Heo C34H70 and
CssH7, (Table 4.4.1.). In some cases like C29Heo, value from specific origin, like Spanish

were much higher than other.

Occasionally, several hydrocarbons were not identified in specific origins such as Hon-
duran (Cz2Has, C24Hso, CosHsa, CogHsg), “reference” samples (C22Has, Co4Hso C32Hee,
C34H70,C35H72) or Sofala and Manica (C22Hae).

The greater number of total hydrocarbons (average of 19.7 g/100 g), both even (av-
erage of 1.54 g/100 g) and odd (average of 18.16 g/100 g) were observed in Spanish
samples; whereas the smallest corresponded to the “reference” beeswax (average of 0.84
g/100 g and 15.83 g/100 g, for even and odd, respectively). The remaining samples
showed intermediate quantities of total hydrocarbons, being the Hondurans samples those
that showed the lowest amount of total odd hydrocarbons (15.72 g/100 g), but the highest
of total even hydrocarbons (1.35 g/100 g). Despite the differences observed in the mean
values of the total odd hydrocarbons, the ANOVA analysis does not show differences
possibly because of the ample range of data variability of some origins, like the Spanish

samples.

Bonvehi & Bermejo, (2012) in Spanish beeswax reported a total hydrocarbon value
close to 18%, whereas Koster-Keunen, (2010) 15-18% in African beeswax. In both stud-
ies, the reported data are comparable with the results found in the present study. However,
it seems that these values are not in line with the International Honey Commission (IHC),
that has fixed a limit of 14.5% for the total hydrocarbons in beeswax and 13.8% in the

case of African and Africanized bees (Bogdanov, 2016).
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Table 4.4.1. Mean and standard deviation values of the saturated hydrocarbons profile (g/100 g) found in beeswax from Mozambique (Nampula, Sofala, Man-

ica and Zambezia), Spain, Honduras and “reference” (analytical reagent of pure beeswax) and ANOVA results (F-ratio and significant differences).

Saturated hydrocarbons MOZAMBIQUE OTHER ORIGINS ANOVA
F-ratio
Nampula Zambezia Sofala Manica Spain Honduras “Reference
Ca1Hys 0.44(0.35)™® 0.29(0.27) 0.77(0.71)° 0.32(0.35) 0.22(0.25) 0.20(0.42) 0.65(0.12)*  2.6*
CaoHus 0.13(0.13)° 0.03(0.08)* 0.00(0.00) 0.00(0.00) 0.47(0.12) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 4.3%
Ca3Has 0.47(0.19)® 0.73(0.28)" 0.71(0.42) 0.53(0.22)™ 1.02(0.31)° 0.73(0.32)" 0.31(0.12) 4.1%
Ca4Hso 0.06(0.14) 0.06(0.10) 0.05(0.06) 0.06(0.14) 0.029(0.07)  0.00(0.00) 0.00(0.00) ns
CasHsy 1.63(0.58) 2.13(0.32) 2.12(0.42) 1.97(0.18) 2.06(0.63) 1.89(1.35) 1.46(0.076) ns
CasHsa 0.11(0.09)° 0.10(0.07)"¢ 0.02(0.04)™ 0.06(0.08) 0.27(0.09)° 0.00(0.00) 0.25(0.01)° 12.6%**
Ca7Hse 5.24(0.66) 4.72(1.10) 4.18(1.26) 4.75(0.45) 5.2(1.4) 4.41(1.24) 5.25(0.33) ns
CasHss 0.23(0.22) 0.13(0.14) 0.28(0.26) 0.29(0.38) 0.24(0.13) 0.00(0.00) 0.21(0.02) ns
Ca9Heo 2.7(0.40)° 2.55(0.29)° 2.88(0.36) 2.15(0.66)° 4.10(1.38)° 2.41(0.61)° 2.92(0.22)° 8. HH*
CsoHe2 0.25(0.20) 0.27(0.14) 0.15(0.18) 0.16(0.13) 0.24(0.13) 0.30(0.11) 0.38(0.11) ns
Cs1Hes 3.40(0.77) 3.14(0.55) 2.71(0.70) 3.08(0.37) 3.42(1.02) 3.00(1.06) 2.69(0.34) ns
Cs2Hes 0.14(0.11) 0.14(0.16) 0.16(0.12) 0.27(0.28) 0.23(0.25) 0.11(0.09) 0.00(0.00) ns
Cs3Hes 3.04(0.40) 2.89(0.49) 2.42(0.89) 2.51(0.79) 2.13(1.02) 2.14(0.77) 2.56(0.20) ns
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CssHyo 0.24(0.19)°  0.13(0.16)*  0.22(0.13)  0.09(0.16)® 0.06(0.14)*  0.94(0.12)®  0.00(0.00)*  2.3*
CssHr 0.75(0.33)®  1.01(0.87)™  1.23(0.91)°  1.42(1.58)° 0.01(0.03)*  0.94(0.33)®  0.00(0.00)*  2.8%
> of even 1.16(0.23)*  0.86(0.36)®  0.88(0.24)®  0.93(0.31)® 1.54(0.99°  1.35(0.14°  0.84(0.11)°  2.3*
> of odd 17.67(1.9) 17.46(1.32) 16.52(1.56)  16.73(1.00) 18.16(5.4)  15.72(1.6) 15.83(1.18)  ns
> of even and odd 18.83(2.02)® 18.32(1.30)®  17.40(1.56)® 17.66(1.19)®  19.70(4.7)°  17.7(128)®  16.67(1.27" 3.5*
Carbon Preference Index  0.06(0.01) 0.05(0.02) 0.05(0.01) 0.05(0.01) 0.08(0.07)  0.031(0.006)  0.052(0.003) ns

(CPI)

Different letters in the same row indicate significant differences at 95% confidence level as obtained by the LSD test. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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It is evident that the beeswax composition may vary depending on the bee mellif-
erous subspecies, from the time it was collected and the weather condition during pro-
duction, among others. However, all these considerations do not justify the difference of
values suggested by IHC (Koster-Keunen, 2010; Bonvehi & Bermejo, 2012). These dis-
crepancies might be caused by the different analytical methodology used to calculate the
percentages: gravimetry by IHC and chromatography in the present and the above men-

tioned studies.

Beeswax is characterised by a number of hydrocarbons balanced between even and
odd. Thus, this ratio is expressed as “Carbon Preference Index” (CPI=X even hydrocar-
bons/X odd hydrocarbons) and widely accepted as quality criteria (Jiménez, Bernal, del
Nozal, Martin, Toribio, 2009; Bonvehi & Bermejo, 2012; Maia & Nunes, 2013; Was,
Szczesna, & Rybak-Chmielewska, 2014a; Was, Szczesna, & Rybak-Chmielewska,
2014b). In this sense, a CPI value between 0.02 and 0.09 indicates beeswax of good qual-
ity (without foreign substances); and a CPI between 0.10 and 0.16 could be a sign of
adulteration higher than 5%. According to this criterion, with the only exception of two
samples from Spain, all the rest comply with this quality standard. These two samples
could contain small quantities of external elements such as paraffins since these provoke
the increase of even hydrocarbons and therefore a higher CPI value. It is worth mention-
ing the lowest CPI values of the samples from Honduras (average=0.031) and the simi-
larity of all CPI values of the samples from Mozambique (average=0.05-0.06) with the

“reference” (average=0.05).

A principal component analysis (PCA) was performed to evaluate from a descrip-
tive point of view the global effect of the beeswax origin on the saturated hydrocarbons
profile. This PCA (figure not shown) reflects that there is no spontaneous classification
of the samples whatsoever; which demonstrates that the saturated hydrocarbons do not
contain usable information for differentiation of the studied beeswax according to their
origin.

3.2 Thermal analysis

The melting and crystallization enthalpy (AHm and AH.) and melting and crystalli-
zation temperature (Tm and T¢), were obtained applying the quick conditions at a rate of
5 °C/min. Figure 4.4.1 shows examples of DSC thermograms obtained applying these

conditions to beeswax samples of the different geographical origins. In this figure, the
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melting enthalpy is shown as a shaded area whereas the melting temperature is indicated
as an x in the lower peak of the line. These thermograms show a typical pure beeswax
behavior, similar to what was observed in other African beeswax (Basson & Reynhardt,
1988) and from other origins such as USA, Indonesia, China and the Philippines, and
Costa Rica, among others (Buchwald et al., 2008).
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Figure 4.4.1. DSC thermograms (5 °C/min with 5 min isotherm step at 65 °C) of beeswax samples
from four provinces of Mozambique (Nampula, Zambezia, Sofala and Manica), Spain, Honduras

and “Reference” sample

The application of the slow conditions (at 1 °C/min) heating-cooling scan allowed
for the observation of all possible melting and crystallization temperatures associated to
lipid polymorphic forms of beeswax. Examples of DSC thermograms obtained under
these conditions are shown in Figure 4.4.2 (4 provinces of Mozambique) and Figure 4.4.3

(Honduras, Spain and “reference”). The complete melting ranged between 63.1 ° C and
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64.4 °C, which is coherent with the values reported in other works (66.2°C Gaillard et al.,
(2011). It can be observed that in all cases the heating and cooling thermograms are quite
similar, although some differences could be detected. In general, during the heating scan
(lower part of the figures), three polymorphic transitions can be confirmed since three
melting temperatures were detected (Tm1, Tm2, Tm3). However, in the cooling scan (upper
part of the figures) four melting temperatures appeared (Tci, Tc2, Te3, Tes). The last peak
is not detected on the heating scan or might be masked by the width of the melting peak
which is much wider than the correspondent to crystallization. This same performance

was also observed by Gaillard et al. (2011) in beeswax samples from France.
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Figure 4.4.2. DSC thermograms of beeswax samples from four provinces of Mozambique

(Nampula, Zambezia, Sofala and Manica) at a rate of 1 °C min™'.
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Figure 4.4.3. DSC thermograms of beeswax samples from Spain, Honduras and “Reference
sample at a rate of 1 °C min™!

The results (average and standard deviation) for all thermal properties, obtained
from the thermograms carried out in all the samples analyzed are shown in Table 4.4.2.

This table also indicates the ANOVA results (F-ratio and significant differences) for the
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factor origin. All these parameters were significantly affected by beeswax origin to a dif-
ferent extent depending on the parameter considered. As was expected, the beeswax of
the Mozambique regions showed quite similar thermal behavior since 10 of the 11 pa-
rameters studied were not significantly different among the 4 provinces (same homoge-

neous group of the ANOVA).

Taking into account all samples, T varied from 63.8 ° C to 64.49 ° C being within
the range of the values reported in previous studies in beeswax produced by Apis Mellif-
era specie. Knuutinen & Norrman (2000) reported 64.4 © C as average values of T and
Buchwald, Breed & Greenberg (2008) 64.6 °C£0.67. In both cases, beeswax was from

the same bee specie and T was obtained also by DSC.

Considering that beeswax it is not a single-phase material; it is not appropriate to
base its characterization almost exclusively in terms of Tm which provides incomplete
information. In addition, the procedure proposed in the European legislation and pharma-
copoeia is also obsolete since it presents the inconvenience of the subjective visual ob-
servation of the analyst, which is the main cause for a wide range of variability. Applying
thi capillary classical procedure, the values found were: 62-65 °C (Utermark & Schicke,

1963); 60-65 °C (Tulloch, 1980); 61-65 °C, Bogdanov, 2016).

The complexity of this multi-component material; due to its chemical composition
(hydrocarbons, esters and fatty acids, among others) is qualitatively always the same.
However, from a quantitative point of view it varies depending on its geographical origin,
among other factors (Aichholz & Lorbeer, 1999, Bogdanov, 2016). Therefore, the meas-
urement of all temperatures associated to the different lipid polymorphic forms provides
a more robust basis for comparisons of beeswax from different origin (Buchwald, Breed,
& Greenberg, 2008). This is the main reason why the present study is providing the in-
formation about the different melting (Tmi1, Tm2, Tm3) and crystallization (Teci1, Te2, Te3,
Te4) temperatures detected during the slow heating and cooling steps. All these parameters
varied significantly considering the origin although these differences were not found
among the samples of the provinces of Mozambique. Only T¢i from Nampula was differ-

ent from the other provinces.
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Table 4.4.2. Thermal properties of beeswax samples from four provinces of Mozambique (Nampula, Sofala, Manica and Zambezia), Spain, Honduras and

“Reference” samples. Mean values and standard deviation, in brackets

Thermal properties

AH.J/g)
Tn(°C)

T i (°C)
T w2 (°C)
T 1m3(°C)
AHc (J/g)
Te

T (°C)
T2 (°C)

T (°C)

Tes (°C)

MOZAMBIQUE OTHER ORIGINS
Nampula Zambezia  Sofala Manica Spain Honduras “Reference” ANOVA F-ratio
203 (30)> 216 (22)>* 234 (27)¢ 230 (21)¢ 193 (21)* 231 (16)° 168 (8)* 6.47%%*
64.26 (0.19)* 64.1(0.3)* 64.21(0.17)* 63.8(0.3) 64.1 (0.7)* 64.43 (0.06)>  64.49 (0.12)° 4.6*
46 (0.5)° 45.6 (0.2)° 457 (0.3)° 46 (0.3)° 44.08 (1.09)*  45.0(1.6)° 45.88 (0.18)° 13.86%**
50.49 (0.13)* 50.42 (0.15)* 50.55(0.06)* 50.6 (0.2)* 51.3 (1.2)° 51.9(0.1)° 51.84 (0.12)¢ 19.04%**
62.8 (0.4)° 62.6 (0.2)>  62.6(0.3)° 62.6 (0.4)° 61.9 (0.6) 63.5 (0.3)° 62.98 (0.15)° 9.8%**
151 (15)° 152 (14)° 160 (5)° 156 (9)° 150 (4)° 163 (12)° 132 (17)* 7.1%%
58.9 (0.3)° 58.94 (0.16)° 58.77 (0.16)> 58.9 (0.2)° 54 (4)° 59.4 (0.5)° 54.4(0.9) 20.82%**
44.6 (1.2)° 43.7(0.2)*  43.5(0.2)* 43.66(0.17)*  46.2 (0.3)° 45.8 (0.9) 45.1 (0.9)" 18.28%**
49.6 (0.7)* 49.84 (0.12)* 49.71 (0.06)* 49.89 (0.19)* 51.1 (0.6)° 51.59 (0.15)° 51.2(0.1)° 32.08%**
55.19(0.09)* 55.19(0.08)* 55.18 (0.03)* 55.31(0.19)* 55.4(1.3)* 55.59 (0.08) 56.5 (1.5)° 7.41%%*
60.3 (0.3) 60.18 (0.12)* 60.17 (0.13)* 60.4 (0.2) 60.9 (0.6)* 61.38 (0.12)° 61.78 (0.12)° 39.1%%*

Different letters in the same row indicate significant differences at 95% confidence level as obtained by the LSD test. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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Regarding melting enthalpy (AHm), samples from Mozambique (average values
from 203 to 234 J/g) were not significantly different from those of Honduras (231+16
J/g). However, the differences were more relevant compared to Spain (193+21 J/g) and
“reference” (168+ 8 J/g). These last melting enthalpy values are comparable with those
reported by Ritter et al., (2001) in white beeswax (165 J/g); Buchwald, Breed, Greenberg,
(2008) in beeswax from EEUU (170.7 £4.48 J/g); Gaillard et al. (2011) in beeswax from
France (155 J/g); Attama & Miiller-Goymann in cera alba (189 J/g)

Higher melting enthalpy values indicates that more energy is required to melt the bees-
wax. This fact could be linked to the higher temperatures found in tropical countries.
Hence, bees could produce a wax with specific characteristics because of these higher
ambient temperatures in Mozambique and some areas of Honduras (Tulloch, 1980; Bog-

danov, 2016; Bonvehi & Bermejo, 2012).

A Principal Component Analysis (PCA) was carried out using the information ob-
tained from all thermal properties of beeswax samples and using the average values of
the three repetitions for each sample. Figure 4.4.4. shows the PCA biplot (scores and
loadings) of this analysis. Two components explained 62% of the total variance
(PC1=43% and PC2=19%). An acceptable difference between types of beeswax can be
observed. PC1 promotes the discrimination of Mozambiquean samples. However, sam-
ples from the different provinces of Mozambique did not show any noticeable separation
among them. The widest separation was observed between beeswax from samples from
Mozambique and the other origins. Taking into account the PC2, there is a bigger sepa-

ration of the Spanish samples, from the rest, although this axis explains less than PCI.
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4. Conclusion

This work has revealed that the DSC technique could be suitable for differentiation
of beeswax according to their geographical origin. On the contrary, saturated hydrocar-
bons do not contain enough useful information for this goal, despite being a well consol-

idated procedure for the detection of adulterants in this product.

The application of the heating-cooling scan both in fast (5 °C/min) and slow (at 1 °C/min)
condition permits a more complete characterization of the thermal behavior of beeswax.
In this way, the melting and cooling enthalpies together with all the temperatures associ-
ated to the different lipid polymorphic forms could be obtained. Under these conditions,
the beeswax samples from the four provinces of Mozambique (Nampula, Zambezia, So-
fala and Manica) were correctly differentiated from the other origins considered (Spain

Honduras and “reference”).

The tropical temperatures found in Mozambique could be the reason for the higher
melting enthalpy values obtained in the beeswax for this country since more energy is
required to melt this product. These findings are an important contribution in character-

izing Mozambiquean beeswax and to better understand its special characteristics.
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5. CONCLUSIONES
5.1. Conclusiones del objetivo especifico 1
Aportacion: Food Chemistry 277, 543-553 (2019)

5.1.1. La flora que rodea las colmenas y las practicas apicolas influyen en la varia-
bilidad de los parametros fisicoquimicos de calidad, composicion, color, asi como en las

caracteristicas aromaticas de la miel del norte y centro de Mozambique.

5.1.2. Con alguna excepcion, los parametros fisicoquimicos de las muestras anali-
zadas estaban en concordancia con la normativa internacional. Atendiendo a los criterios
de color y conductividad, la mayoria de las muestras de miel podian ser clasificadas como

mielada.

5.1.3. El espectro polinico, mas que el origen geografico, ha permitido distinguir
ocho tipos de miel en las cuatro provincias estudiadas (Nampula, Zambezia, Manica y
Sofala). El polen predominante de estos grupos ha sido: [-Astragalus type; lI-Acanthus
sp.; IlI-Celastraceae; IV-Brassicaceae; V-Anacardiaceae and Astragalus type; VI-Astra-

galus type and Myrtaceae; VII-Asteraceae and VIII-unknown.

5.1.4. Lamiel de la regién de Nampula (en el norte) se diferencia considerablemente
de las demas, constituyendo ella sola el grupo polinico I, caracterizado por su abundancia

en ciertos compuestos volatiles: alcoholes, aldehidos, ésteres, acidos y terpenos.

5.1.5. La miel de las regiones de Sofala y Manica se caracteriza por la presencia de
compuestos derivados del furano que podrian relacionarse con temperaturas y/o condi-
ciones de almacenamiento inadecuados, o bien estar asociados con el humo que aplican
los apicultores para minimizar la agresividad de las abejas cuando extraen la miel de los

panales.

5.1.6. Un analisis discriminante clasifico correctamente el 96.7% de los grupos, re-
sultando que la conductividad eléctrica y la humedad, seguido por el compuesto volatil
3-Metilbutan-1-o0l y la acidez libre han sido las variables que mas contribuyeron en la

miel de Nampula del resto.
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5.2. Conclusiones del objetivo especifico 2

Aportacion: Journal of Food Composition and Analysis (En revision)

5.2.1. Se han analizado las caracteristicas antioxidantes de mieles del norte y centro
de Mozambique, poniendo en evidencia que las condiciones climaticas y, por lo tanto,

botéanicas tienen una influencia decisiva en el perfil antioxidante de dichas mieles.

5.2.2. En las mieles estudiadas se han cuantificado siete acidos fenolicos especificos
(chlorogenic, caffeic, ellagic, ferulic, gallic, p-coumaric y synapic) y ocho flavonoides
(catechin, chrysin, kaempferol, luteolin, naringenin, pinocembrin, quercetin y rutin),
siendo en general, el contenido de flavonoides mayor al de &cidos fenolicos para todas las

provincias estudiadas.

5.2.3. La miel de Nampula (en el norte) mostré los valores mas elevados de ambos
tipos de compuestos, en comparacion con las otras tres provincias ubicadas en el centro
del pais (Sofala, Manica y Zambezia). El valor medio de la actividad antioxidante total

también fue mayor para las muestras de Nampula.

5.2.4. A diferencia de otras mieles africanas, luteolin tuvo el mayor impacto en el

contenido de flavonoides, representando solo ¢l mas del 50% de esta familia.

5.2.5. Los flavonoides pinocembrin, kaempferol, rutin, y catequin; seguido del
acido fenolico chlorogenic fueron las variables mas importantes en la diferenciacion de

Nampula de las otras provincias, segun se reflejo en el analisis discriminante.
5.3. Conclusiones del objetivo especifico 3
Aportacion: LWT - Food Science and Technology 86, 108-115 (2017)

5.3.1. El comportamiento reoldgico de la miel de las provincias de Mozambique
estudiadas es similar al de la gran mayoria de las mieles comercializadas en otras zonas
de Africa y en otras partes del mundo. En este sentido, el modulo elastico (G "), el médulo
de pérdida (G”) y la viscosidad compleja (1 *) disminuyen con el incremento de la tem-
peratura. Aunque estas dos primeras magnitudes estan fuertemente influenciadas por la
frecuencia aplicada a la miel, la viscosidad compleja no lo estd, con lo que queda demos-

trado el comportamiento Newtoniano de las mieles estudiadas.
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5.3.2. La aplicacién de una red neuronal artificial (ANN) ha permitido predecir los
pardmetros reoldgicos en funcion de la temperatura, la frecuencia y la composicion qui-
mica. Se encontrd que un perceptron multicapa (MLP) es el mejor modelo para G” y n *,

mientras que la red neural probabilistica (PNN) fue mejor para G .
5.4. Conclusiones del objetivo especifico 4
Aportacion: Industrial Crops and Products (En revision)

5.4.1. Lacera de abeja de las cuatro provincias de Mozambique objeto de la pre-
sente tesis doctoral ha sido caracterizada en términos del perfil de hidrocarburos saturados
(por HT-GC/FID) y de las propiedades térmicas (por DSC), comparando dichas caracte-
risticas con las de ceras de otras procedencias [Espafia, Honduras, y una "referencia”,
(reactivo analitico)].

5.4.2. Un total de 15 hidrocarburos comprendidos entre C21Ha44 y C35H72 se han
encontrado en las muestras de cera de todas las procedencias, con un contenido mucho
mayor de numeros de carbono impares que de pares (siendo el mas abundante el C»7Hse,
seguido del Ca9Heo y del C31Hes independientemente del origen). Esta composicion en
hidrocarburos (con escasas variaciones) es tipica de la cera de abeja pura, por ello, estos
compuestos no han aportado suficiente informacion util para la diferenciacion de las ceras
segun su origen.

5.4.3. Sin embargo, la técnica DSC podria ser adecuada para la diferenciacion de
la cera de abeja segun su origen geografico, ya que la informacion proporcionada por las
entalpias de fusion y cristalizacion, junto con la de las temperaturas asociadas a las dife-
rentes formas polimérficas lipidicas permitieron la diferenciacion de las ceras de las pro-
vincias de Mozambique de las de los otros origenes.

5.4.4. Mayores valores de las entalpias de fusion se han obtenido en las muestras
de Mozambique y Honduras, en comparacion a las de las otras procedencias, lo que puede

ser logico ya que se trata de ceras de paises tropicales.
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Conclusion general de la tesis

Este trabajo contribuye a difundir el conocimiento de dos productos apicolas prac-
ticamente desconocidos como son la miel y la cera de abeja de Mozambique. Siempre y
cuando las practicas apicolas se lleven a cabo correctamente, la miel puede tener las ca-
racteristicas fisicoquimicas de calidad requeridas internacionalmente. El hecho de que la
miel de Mozambique sea una importante fuente de antioxidantes naturales, puede ser
aprovechado por la poblacion local no solo por los beneficios que implica para la salud,
sino también por las posibilidades econdmicas que conllevaria su explotacion. La cera de
abeja, por otro lado, posee las caracteristicas tipicas que se requieren para la comerciali-
zacion de este producto, motivo por el cual puede plantearse como una buena opcion para
ser introducida en un futuro préximo en los mercados, ya que se sabe que esta practica-
mente libre de residuos veterinarios. En definitiva, esta tesis doctoral puede constituir un
primer paso para promover la comercializacion de los productos apicolas de Mozambique

en los mercados locales e internacionales y apoyar y desarrollar la apicultura en este pais.
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Encuesta sobre las practicas apicolas asociadas a los sistemas de extraccion, produccion y
comercializacion de los productos apicolas (miel y cera) de las zonas norte y centro de
Mozambique

NOMDBIE del APICUILOT ...\ttt e e
0 1 T L oo Y4 a1
Localidad .................... ProvVINCIA. . .oiei
Numero de APICUItOTES POT ZOMA .. ..nuentttite et ettt e e
Nombre de 12 @SOCIACION. ...\ euvuuntitt ettt ettt
Vegetacion visitadas por 18 @bejas........c.ouiiiiiiiii i e

Sistema utilizado para la extraccion de la miel:
centrifugacion 0
prensadon
manual O
Tipo de explotacion:
familiar o
industrial O
Numero de colmenas:

Tipo de colmenas usadas:

colmena tradicional de corteza O
colmena moderna o

Producion de miel:

(Cuantas cosechas de miel hace POT af0 7........c.ceiuieiiiiiiiieieeetee e e
(Cuantos kg de miel produce por cada coSecha?...........cccooieiiiiiiiiiiiiiieee e
(Sabria decirme cuantos kg de miel produce cada colmena?............cccoeevuererieieieneneneeieieeen

(Cual es el destino de su produccion de miel?
consumo familiaro
venta en el mercado local o nacional 0
exportacion O

Produccion de cera:

(Cuantos kg de cera produce por cada COSEChAY.........ccecieviiiieiieiieieieee et e e e
(Sabria decirme cuantos kg de cera produce cada una de sus colmenas?..........c.ceceeeevereneeeennenne.
(Cual es el destino de su produccion de cera:

consumo familiar O
venta en el mercado local o nacional O
exportacion O

Otra informacion de interés

(Extrae otros productos de sus colmenas ademas de miel y cera?..........cccoecevvieniienieiienieesienienen.
(Tiene identificada alguna enfermedad en sus cOlmMENas?..........cccceeiiiierienienieieee e

(Has recibido alguna formacion para manejar tus COImenNas?...........ccceuevveveerrereenerieeneneneeenenne
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