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RESUMEN

La miel es rica en flavonoides y acidos fendlicos, considerados como los
principales responsables de su actividad antioxidante. En la actualidad se
recomienda el analisis especifico de la fraccion antioxidante, por ello, el
objetivo del presente trabajo es la comparacion del perfil de flavonoides y
acidos fendlicos de mieles multiflorales de distintos origenes (comercial,
artesanal y procedentes de colmenas experimentales), mediante
cromatografia liquida (HPLC-UV), previa extraccion en fase sodlida. Se
identificaron 18 compuestos fendlicos (9 flavonoides y 9 acidos fendlicos). Las
mieles procedentes de colmenas experimentales presentaron la mayor
concentracion media de compuestos fendlicos (5.13 mg/100 g miel) y las
comerciales la mas baja (2.58 mg/100 g miel) debido probablemente a la
influencia de los tratamientos térmicos industriales. La concentracion media
de los acidos fendlicos fue en todos los casos superior a la de los flavonoides,
con un contenido especialmente alto para el vanillic acid, con valores de 0.77,
1.50, 2.72 mg/100 g miel, respectivamente. Tres flavonoides (chrysin,
galangin y quercetin) y dos acidos fendlicos (vanillic acid y caffeic acid)
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres tipos de
mieles. Un analisis discriminante lineal puso en evidencia que estos dos
ultimos compuestos son los que mas intervienen en la diferenciacion entre los
3 grupos de mieles, con especial separacion de las mieles experimentales. Al
parecer, el néctar de las flores y/o de las secreciones de las plantas que
rodean a estas colmenas aportan a estas mieles caracteristicas especiales en
su perfil antioxidante.

PALABRAS CLAVE: Acidos fendlicos, Compuestos antioxidantes,
Compuestos fendlicos, Flavonoides, Miel.
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multiflorals de diferent origen (comercial, artesanal i procedents de ruscos
experimentals), mitjiancant cromatografia liquida (HPLC-UV), prévia extraccié
en fase solida. Es van identificar 18 compostos fenolics (9 flavonoides i 9 acids
fendlics). Les mels procedents de ruscos experimentals van presentar la major
concentracid mitjana de compostos fenodlics (5.13 mg/100 g mel) i les
comercials la més baixa (2.58 mg/100 g mel), degut probablement a la
influéncia dels tractaments térmics industrials. La concentracié mitjana dels
acids fenolics va ser en tots els casos superior a la dels flavonoides, amb un
contingut especialment alt per al vanillic acid, amb valors de 0.77, 1.50, 2.72
mg/100 g mel, respectivament. Tres flavonoides (chrysin, galangin i quercetin)
i dos acids fendlics (vanillic acid i caffeic acid) van mostrar diferéncies
estadisticament significatives entre els tres tipus de mels. Una analisi
discriminant lineal va posar en evidéncia que aquests dos ultims compostos
son els que més intervenen en la diferenciacié entre els 3 grups de mels, amb
especial separacio de les mels experimentals. Pel que sembla, el néctar de
les flors i/o0 de les secrecions de les plantes que envolten a aquests ruscos
aporten a aquestes mels caracteristiques especials en el seu perfil antioxidant.

PARAULES CLAU: Acids fenolics, Compostos Antioxidants, Compostos
fendlics, Flavonoides, Mel.

ABSTRACT

Honey is rich in flavonoids and phenolic acids, considered to be the main
responsible for its antioxidant activity. At present, the specific analysis of the
antioxidant fraction is recommended, therefore, the objective of this work is the
comparison of the profile of flavonoids and phenolic acids of multifloral honeys
of different origin (commercial, artisanal and from experimental hives), by
means of chromatography. liquid (HPLC-UV), after solid phase extraction.
Eighteen phenolic compounds were identified (9 flavonoids and 9 phenolic
acids). Honeys from experimental hives presented the highest mean
concentration of phenolic compounds (5.13 mg/100 g honey) and commercial
hives the lowest (2.58 mg/100 g honey), probably due to the influence of
industrial heat treatments. The mean concentration of phenolic acids was in all
cases higher than that of flavonoids, with a particularly high content for vanillic
acid, with values of 0.77, 1.50, 2.72 mg/100 g, respectively. Three flavonoids
(chrysin, galangin and quercetin) and two phenolic acids (vanillic acid and
caffeic acid) showed statistically significant differences among the three types
of honeys. A linear discriminant analysis showed that these last two
compounds are the ones that most intervene in the differentiation between the
3 groups of honeys, with special separation of the experimental honeys.
Apparently, the nectar of the flowers and/or the secretions of the plants that
surround these hives provide these honeys with special characteristics in their
antioxidant profile.

KEY WORDS: Phenolic acids, Antioxidant compounds, Phenolic compounds,
Flavonoids, Honey.



INTRODUCCION

La miel es la sustancia natural dulce producida por la abeja Apis mellifera
a partir del néctar de las flores, de secreciones de partes vivas de plantas o
de excreciones de insectos chupadores presentes en ellas, que las abejas
recolectan, transforman combinandolas con sustancias especificas propias,
depositan, deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que madure
(Real Decreto 1049/2003). La miel esta constituida fundamentalmente por los
azucares fructosa y glucosa, y agua. Ademas, posee también otros
componentes minoritarios, como: acidos organicos, enzimas, antioxidantes,
aminoacidos, compuestos aromaticos, vitaminas y minerales (Ulloa et al.,
2010; Codex Alimentarius, 2019).

La composicion de la miel puede variar en cierta medida con el origen
botanico del néctar de las flores y las secreciones de las plantas que liban las
abejas, e incluso con las condiciones ambientales, temporada de cosecha y
situacion geografica (Barrera & Llanos, 2023). El valor del contenido polinico
ha sido ampliamente utilizado para clasificar la miel atendiendo al origen
geografico y botanico. Sin embargo, este analisis sigue siendo hoy en dia un
reto para el sector apicola, puesto que el método tradicional (basado en el
analisis melisopalinolégico por microscopia éptica), consume mucho tiempo,
requiere de personal experto y esta sujeto a interferencias, lo que hace que
esta analitica sea extremadamente compleja y costosa. Por ello, se siguen
buscando técnicas analiticas objetivas que permitan identificar el origen de
una miel (Juan-Borras, 2016; Pauliuc et al., 2020; Escriche et al., 2023). Por
ello, la informacién cualitativa y cuantitativa que proporcionan ciertos
componentes minoritarios como es el caso del perfil de compuestos
antioxidantes, podria ser una buena alternativa como método de
autentificacion del origen botanico y geografico de las mieles (Vazquez et al.,
2021; Yao et al., 2004).

En la actualidad, los antioxidantes son muy valorados en los alimentos por
retrasar o impedir los procesos oxidativos, combatiendo los efectos
perjudiciales producidos por los radicales libres (Nagai et al., 2001). Se ha
demostrado que estas sustancias juegan un papel esencial en la salud, asi
como en la prevencion y en el tratamiento de algunas enfermedades
(Munteanu & Apetrei, 2021). El consumo de altos niveles de antioxidantes se
asocia con la disminucién del riesgo de sufrir determinadas patologias como
cancer, enfermedades del corazén, sistema inmune, cataratas y diferentes
procesos inflamatorios (Samarghandian et al., 2017). La presencia de estas
sustancias en la miel contribuye a que sea considerada como un alimento
funcional con importantes propiedades nutricionales vy terapéuticas,
otorgandole un valor afiadido a nivel comercial que puede ser aprovechado
econémicamente (Juan-Borras, 2016; Escriche et al., 2023). Es el caso de la
miel de Manuka, muy cotizada, por su elevado contenido en antioxidantes
(Bodor et al., 2021).

Entre los grupos mas importantes de compuestos con actividad
antioxidante (enzimas, vitaminas, carotenoides y polifenoles), la miel es



especialmente rica en flavonoides y acidos fendlicos. En numerosos estudios
han sido considerados como los principales responsables de su actividad
antioxidante (Martos et al., 2000; Nagai et al., 2001; Ulloa et al., 2010; Escriche
et al.,, 2011; Ahmed & Othman., 2013; Juan-Borras, 2016; Escriche et al.,
2014; Angarita & Cobos, 2017; Tanleque-Alberto et al., 2020; Llinares, 2022).
Los compuestos fendlicos son moléculas con uno o mas grupos hidroxilo que
se encuentran unidos a un anillo aromatico. La actividad antioxidante de estos
compuestos depende, en su mayoria, del numero y posicién de los grupos
hidroxilo (Llinares, 2022). Entre los flavonoides presentes en la miel destacan
4 familias con estructuras similares: flavanols (epicatechin), flavanones
(naringenin, hesperetin), flavones (apigenin-7-glucoside y chrysin) y flavonols
(galangin, kaempferol, myricetin, quercetin, quercitrin, quercitin-3-glucoside,
rutin) (Angarita & Cobos, 2017). En el caso de los acidos fendlicos se
encuentran 2 familias: hydroxybenzoic acids (ellagic acid, gallic acid, 4-
hydroxybenzoic acid y vanillic acid) y hydroxycinnamic acids (caffeic acid,
chlorogenic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, sinapic acid y trans-cinnamic
acid). Concretamente los hydroxycinnamic acids son mas efectivos en cuanto
a actividad antioxidante, debido a la presencia de mas de un grupo carboxilo
y la separacion entre el grupo carbonilo y el anillo aromatico (Penarrieta et al.,
2014).

Los métodos e instrumentos empleados para medir la actividad
antioxidante han experimentado cambios en los ultimos afios (Munteanu &
Apetrei, 2021). Las directrices mas recientes de la IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry)y la AOAC (Association of Official Agricultural
Chemists) recomiendan evitar las medidas de actividad antioxidante total
basados en métodos espectrofotométricos (ORAC, HORAC, TRAP,
CUPRAC, FRAP, entre otros). Aunque son econdmicos, pues reducen la
necesidad de estandares analiticos individuales, no requieren de equipos
sofisticados, ni personal altamente capacitado, presentan el inconveniente
que no son especificos. Es decir, solo dan una estimaciéon aproximada del
contenido fendlico total, sin realizar una medicion cuantitativa de los
compuestos individuales responsables de la actividad antioxidante en el
alimento (Apak et al., 2013; Bonet, 2020; Granato et al., 2016; Tahir et al.,
2020). En la miel, solo el analisis especifico de la fraccion antioxidante es util
para diferenciar entre tipos de miel y de procedencias distintas (Tanleque-
Alberto et al., 2020; Becerril-Sanchez et al., 2021). Los métodos
cromatograficos, especialmente la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), son los mas utilizados para la separacion y cuantificacion de los
compuestos constituyentes especificos del perfil fendlico presente en los
productos de la colmena, sin embargo, en general, es de dificil aplicacion
como procedimiento de rutina debido a su alto costo (Escriche & Juan-Borras,
2018).

La técnica HPLC en fase reversa, acoplada al detector ultravioleta (UV) es
una de las mas usadas en los métodos instrumentales, debido a que permite
el analisis de diversos compuestos quimicos que absorben radiacion UV,
como los compuestos aromaticos, alquenos y moléculas con enlaces C-O, C-
N; y ademas permite la eleccion de diferentes longitudes de onda de trabajo



sin cambiar filtros o lamparas (Angarita & Cobos, 2017). En el analisis de
compuestos fendlicos generalmente se utilizan columnas C18 de fase reversa
con una fase movil que consta de dos disolventes, uno organico polar (metanol
o acetonitrilo) y agua acidificada (Oroian & Escriche, 2015).

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el perfil de flavonoides y acidos
fendlicos especificos, de mieles multiflorales espafolas procedentes de
comercios locales, apicultores artesanales y colmenas experimentales.
Ademas, cabe destacar que este estudio puede relacionarse con algunos de
los objetivos del desarrollo sostenible (ODS), como: 3. “salud y bienestar’ y 9.
“‘industria, innovacioén e infraestructuras”. Esto es asi, dado que esta centrado
en la evaluacion de ciertos compuestos muy valorados actualmente por sus
reconocidas propiedades beneficiosas para la salud, lo que indirectamente
repercute de manera positiva a nivel industrial por el valor ainadido que su
presencia aporta a los alimentos que los contienen.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de miel

Para realizar el presente estudio se emplearon un total de 25 muestras de
mieles espafiolas milflores: 9 fueron obtenidas en establecimientos
comerciales de grandes superficies del territorio espafol, 13 de apicultores
artesanales conocidos de la zona de Cataluia y las restantes de un colmenar
experimental ubicado en la Universitat Autobnoma de Barcelona (UABee,
correspondientes a las cosechas de primavera y verano de 2021 y la de
primavera de 2022) (Rojas-Rojas, 2022). Tras su recepcion en el laboratorio
de la miel de la Universitat Politécnica de Valéncia (LABMIEL), éstas fueron
codificadas (Anexo 1) y almacenadas a temperatura ambiente hasta su
analisis.

Analisis de compuestos fendlicos por cromatografia liquida (HPLC)

PATRONES Y REACTIVOS

Se utilizaron un total de 18 patrones de pureza superior al 99% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), disponibles en el laboratorio LABMIEL: apigenin-7-
glucoside, caffeic acid, chrysin, epicatechin, ellagic acid, ferulic acid, galangin,
gallic acid, 4-hydroxybenzoic acid, kaempferol, naringenin, p-coumaric acid,
quercetin, quercitrin, quercitin-3-glucoside, sinapic acid, trans-cinnamic acid y
vanillic acid. Es importante mencionar que en el presente estudio todos los
compuestos y sus familias se citan en inglés para facilitar su comparacién con
trabajos publicados previamente.

Los disolventes utilizados para el analisis fueron acetonitrilo (ACN),
metanol (MeOH) y acido férmico (CH.O.) de grado HPLC, se adquirieron en
VWR (Gliwice, Polonia). Durante todo el procedimiento de extraccion se utilizd
agua bidestilada de un sistema Milli-Q disponible en el Instituto de Ingenieria



de Alimentos FoodUPV, donde esta ubicado LABMIEL. Las soluciones patron
de trabajo se prepararon mediante la dilucién de la cantidad apropiada de la
solucion madre (1000 mg/L en metanol) para obtener 7 niveles de calibracién
de diferentes concentraciones finales: 0.5, 1, 3, 6, 10, 20, y 40 mg/L (ppm).
Todas las diluciones, la madre y las de trabajo se almacenaban a una
temperatura de -20 °C hasta su uso.

EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

Para el proceso de extraccidon se siguié el método interno puesto a punto
en LABMIEL. A 10 g de muestra, se afiadian 15 mL de agua pH2 (acidificada
con HCL concentrado), se agitaba con ayuda de un agitador magnético, hasta
diluir toda la miel y se pasaba por un filtro de vidrio de 24 mm de diametro (n°
693, VWR, Francia), con la finalidad de eliminar posibles sdlidos insolubles
presentes en las muestras. La extraccion de los compuestos se realizé con el
método extraccion en fase solida (SPE). Para ello, se utilizaron cartuchos
Strata-X 3um Polymeric Reversed Phase de 200 mg/3 mL (Phenomenex,
USA), previamente acondicionados con 3 mL de metanol y 3 mL de agua Milli-
Q. Los cartuchos se insertaron en un sistema colector para la extraccion en
SPE acoplado a una bomba de vacio que facilitaba el paso de los disolventes
a través de ellos. Posteriormente, se pasaba la muestra y se lavaban los
cartuchos con 5 mL de agua pH2 y 15 mL de agua Milli-Q, para eliminar
posibles interferencias. Finalmente se dejaban secar durante 2 minutos a
vacio, eluyendo los compuestos fendlicos con 3 mL de una mezcla
MeOH:ACN (2:1). Del eluido, se filtraba 1 mL con ayuda de un filtro de
membrana de nylon (0.45 um) antes de ser inyectado en el cromatégrafo.

Las muestras fueron extraidas por duplicado, junto con una muestra control
(que siempre era la misma) para verificar la repetibilidad del analisis.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Para el andlisis se utilizé un cromatografo HPLC Agilent 1200 SL series
Rapid Resolution, equipado con un desgasificador, una bomba binaria, un
inyector automatico y un compartimento termostatizado de la columna a 31°C,
acoplado a un detector de diodo array (DAD), que mide la adsorcion molecular
de la radiacion UV del compuesto para su identificacion. En la separaciéon de
los compuestos fue utilizada una columna en fase reversa Kinetex C18 (250x
4.6 mm, 5 um de poro) (Phenomenex, USA). La fase movil binaria estaba
compuesta por un disolvente polar acidificado acuoso A (1% CH.O.) y un
disolvente organico menos polar B (100% ACN), a flujo constante 0.5 mL/min,
teniendo en cuenta los gradientes detallados en la Tabla 1. Se establecié un
volumen de inyeccion de muestra de 10 yL y un limite de presion max 400
bares. Los analisis se realizaron por duplicado.



TABLA 1. Gradiente (%) establecido en funcién del tiempo de la fase Ay B
utilizadas durante el analisis cromatografico de los compuestos fendlicos.

Tiempo (min) A (%) B (%)

0.00 90 10
3.00 85 15
18.00 60 40
24.00 60 40
27.00 34 66
27.10 50 50
33.00 30 70
40.00 10 90
43.00 90 10
45.00 90 10

La obtencién y el procesado de los datos se realiz6 con el programa
MassHunter Workstation Software versiéon B.09.00. Los cromatogramas se
registraron a diferentes longitudes de onda, entre 200 y 400 nm, identificando
flavonoides y acidos fendlicos por comparacion de tiempos de retencion y
caracteristicas espectrales UV, en base a los estandares auténticos utilizados
y la bibliografia disponible (Merken & Beecher, 2000). La cuantificacién para
cada compuesto se realizé a partir de las correspondientes curvas de
calibrado obtenidas con los estandares anteriores (n=7), aplicando un analisis
de regresion lineal de minimos cuadrados, representando las areas de los
picos de cada compuesto frente a las concentraciones respectivas.
Finalmente, los resultados cuantitativos se expresaron como mg de
compuesto por 100 g de miel.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa Statgraphics
Centurion v18, mediante una ANOVA simple, con la finalidad de evaluar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas respecto a la
concentracion de cada compuesto antioxidante, considerando como factor el
origen de las mieles (comercial, artesanal, experimental). Se utilizé el intervalo
LSD (diferencia minima significativa), considerando que existen diferencias
estadisticamente significativas entre un conjunto de datos, cuando se obtiene
un valor P (Pvalue) < 0.05, con un nivel de confianza del 95% y que no existen
diferencias estadisticamente significativas cuando se obtiene un valor P
(Pvalue) > 0,05, al 95 % de nivel de confianza (Romero & Zunica, 1993).
Ademas, se llevé a cabo un analisis discriminante lineal (LDA) mediante el
software IBM SPSS Statistics (version 26, Statistical Package for the Social
Science, Chicago, EUA) como técnica de clasificacion supervisada. La
seleccion de los predictores a incluir en los modelos LDA se realizé mediante
el algoritmo paso a paso, aplicando una normalizacion previa (considerando



la media y la desviacion estandar) de los datos correspondientes a las
concentraciones calculadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos

Mediante la comparaciéon de los tiempos de retencion de los
correspondientes patrones puros, se identificaron 9 flavonoides y 9 acidos
fendlicos. Los flavonoides se agruparon en 4 familias: flavanols (epicatechin);
flavanones (naringenin); flavones (apigenin-7-glucoside y chrysin) y flavonols
(galangin, kaempferol, quercetin, quercitrin y quercitin-3-glucoside). Los
acidos fendlicos se clasificaron en: hydroxybenzoic acids (ellagic acid, gallic
acid, 4-hydroxybenzoic acid y vanillic acid) e hydroxycinnamic acids (caffeic
acid, ferulic acid, p-coumaric acid, sinapic acidy trans-cinnamic acid). La Tabla
2 muestra la relacidén de los 18 compuestos antes mencionados ordenados
por tiempos de retencion, asi como los valores de lambda (1) que presentaban
la mayor absorbancia, teniendo en cuenta que la cuantificacion posterior de
cada compuesto se realizoé considerando dichos valores.

TABLA 2. Tiempos de retencién (RT), longitudes de onda (A) de maxima
absorbancia, ajuste lineal R? de los estandares y limite de cuantificacion (LQ)
para cada compuesto fendlico detectado.

Compuesto fenolico (rl;\:;l;l) (n)r\n) R? LQ
FLAVONOIDES
1 Epicatechin 13.036 280 0.992 0.015
2 Quercitin-3-glucoside 16.416 260 0.992 0.015
3 Quercitrin 18.032 260 0.992 0.015
4 Apigenin-7-glucoside 18.192 320 0994 0.015
5 Quercetin 23.429 380 0.996 0.015
6  Naringenin 26.147 290 0.992 0.015
7 Kaempferol 27.204 380 0.995 0.015
8  Chrysin 33.953 250 0.992 0.030
9  Galangin 34.605 250 0.997 0.015
ACIDOS FENOLICOS
10 Gallic acid 06.751 280 0.996 0.015
11 4-Hydroxybenzoic acid  12.849 260 0.997 0.015
12 Caffeic acid 13.606 320 0.992 0.015
13 Vanillic acid 13.663 250 0.992 0.015
14 p-Coumaric acid 16.803 320 0.991 0.015
15 Ellagic acid 16.804 250 0.993 0.015
16 Sinapic acid 17.419 320 0994 0.015
17 Ferulic acid 17.625 320 0.992 0.015

18 trans-Cinnamic acid 24.679 280 0.991 0.015




Para cuantificar la cantidad presente de cada compuesto, se construyeron
las correspondientes rectas de calibrado, tal y como se ha explicado en el
apartado de Material y Métodos. Los valores de R? de los ajustes lineales se
muestran también en la Tabla 2, junto con el limite de cuantificacién de cada
compuesto (LQ). Se puede observar una buena linealidad en el método
(oscilando las R? entre 0.991 y 0.997).

Influencia del origen de las mieles analizadas en el contenido de
compuestos fendlicos

COMPARACION DEL CONJUNTO DE DATOS

Con la finalidad de describir de forma grafica el comportamiento de cada
variable se ha representado un diagrama de barras con la concentraciéon de
los compuestos identificados (en las mieles analizadas) pertenecientes a la
familia de los flavonoides (Figura 1a) y los acidos fendlicos (Figura 1b). Esta
figura muestra los valores medios, asi como la desviacién estandar de todos
ellos, expresando el resultado en mg/100 g miel. Una linea roja indica el limite
de cuantificacion (LQ) para todos los compuestos, que fue de 0.015 mg/100 g
miel, a excepcion del chrysin que fue de 0.030 mg/100 g miel.

A simple vista se observa que, en general, hay una mayor abundancia de
acidos fendlicos que de flavonoides para los tres tipos de mieles,
principalmente debido al elevado contenido de vanillic acid, en todas las
muestras. También destaca en esta familia la abundancia de otros
compuestos como: caffeic acid, ellagic acid, 4-hydroxybenzoic acid y p-
coumaric acid. En cuanto a los flavonoides, son importantes el chrysin
especialmente en mieles experimentales y artesanales y el epicatechin en
comerciales y artesanales.

Por otro lado, hay compuestos cuyos valores se encontraban en algun
caso por debajo del limite de cuantificacion como el apigenin-7-glucoside,
naringenin, sinapic acid y gallic acid. Sus concentraciones se han calculado y
su valor se refleja en las figuras; sin embargo, estos valores no se pueden
afirmar con exactitud, ya que no se puede asegurar la linealidad obtenida para
ese compuesto, en ese rango de concentracién.
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FIGURA 1. Comparacion de los compuestos fendlicos identificados (mg/100
g de miel), en base a su origen (comercial, artesanal y experimental), a)
flavonoides b) acidos fendlicos.
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EVALUACION DE LA EXISTENCIA DE DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS PARA CADA COMPUESTO

A fin de evaluar si las diferencias observadas entre grupos de muestras
son estadisticamente significativas, se ha realizado un ANOVA para cada
compuesto, considerando como factor el origen de las mieles, tal y como se
ha detallado en el apartado de Materiales y Métodos. La Tabla 3 recoge,
agrupados por familias, los valores medios de las concentraciones de los
compuestos (mg de compuesto por 100 g de miel), asi como los valores
minimo y maximo. También muestra el resultado del ANOVA en cada caso,
grupos homogéneos, razéon F y la existencia de diferencias significativas
considerando el valor P.

De los 18 compuestos, unicamente 5 mostraron diferencias
estadisticamente significativas en base al origen de las muestras, 3
flavonoides (chrysin, galangin'y quercetin) y 2 acidos fendlicos (vanillic acid y
caffeic acid), siendo el valor de la razon F mas alto de todos para el caffeic
acid, lo que demuestra que este compuesto puede tener mayor peso en la
diferenciacion entre grupos de mieles.

El sumatorio total de las medias de flavonoides (considerando flavanols,
flavanones, flavones y flavonols) de las muestras comercial, artesanal y
experimental fue de: 0.97 mg/100 g, 1.05 mg/100 g y 0.90 mg/100 g; mientras
que para los acidos fendlicos (teniendo en cuenta hydroxybenzoic acids y
hydroxycinnamic acids) fue de 1.61 mg/100 g, 2.86 mg/100 g y 4.23 mg/100
g, respectivamente. EI compuesto mas abundante en los tres grupos de
mieles, tal y como se he comentado en la Figura 1, ha sido el vanillic acid
(perteneciente a la familia de los hydroxybenzoic acids), con un valor medio
de 0.77 mg/100 g en las mieles comerciales, el doble en mieles artesanales
(1.50 mg/100 g) y aproximadamente cuatro veces mas en las procedentes de
colmenas experimentales (2.72 mg/100 g). Cheung et al (2019), reportaron
elevadas concentraciones para el vanillic acid en mieles de tomillo de Espana,
proponiéndolo incluso como un compuesto indicador para la identificacion de
este tipo de miel y su pais de procedencia. En la familia de los acidos fendlicos
el ANOVA realizado también mostré diferencias estadisticamente
significativas entre origenes para el caffeic acid, con un valor medio mas
elevado en las mieles experimentales de 0.48 mg/100 g. Escriche et al (2014),
mencionan que el caffeic acid contribuye a la clasificacion de mieles segun su
origen botanico, reportando elevadas concentraciones de este en mieles
espanolas de romero y citricos. Con respecto a los flavonoides, en el presente
estudio fueron significativas las diferencias para el galangin y chrysin, con
concentraciones siempre mas altas en las mieles experimentales. El
quercetin, también resulté significativo, pero en este caso con un valor medio
ligeramente menor para este ultimo grupo (0.05 mg/100 g), sin diferencias
significativas entre los otros dos origenes.

11



TABLA 3. Valores medios, minimos y maximos de las concentraciones
(mg/100 g miel) de los compuestos fendlicos identificados en las mieles
comerciales, artesanales y experimentales. ANOVA para el factor “origen”.

- Origen
Compuesto fendlico c - 9 - ANQVA
(mg/100 g miel) A omercial _Artesanal E_xperlmental razon F
X(min-max) X(min-max) X(min-max)  /valorP
FLAVONOIDES
Flavanols
Epicatechin 0.54 (0.31-0.76) 0.26 (0.07-0.44) 0.06 (<LQ-0.45) ns
Flavanones
Naringenin <LQ <LQ 0.015(<LQ-0.020) ns
Flavones
Apigenin-7-glucoside <LQ <LQ <LQ ns
Chrysin 0.167(0.11-0.21) 0.30°(0.24-0.32) 0.50°(0.40-0.56) 11.52%+*
X media Flavones 0.16 0.30 0.50
Flavonols
Galangin 0.08%(0.07-0.10) 0.11°(0.10-0.12) 0.18%0.15-0.20) 10.25%**
Kaempferol 0.04 (0.03-0.05) 0.05(0.04-0.06) 0.03 (0.01-0.05) ns
Quercetin 0.07°(0.06-0.08) 0.07°(0.07-0.08) 0.052(0.04-0.06) 2.70*
Quercitrin 0.05 (0.03-0.06) 0.06 (0.05-0.08) 0.06 (0.03-0.10) ns
Quercitin-3-glucoside 0.03 (<LQ-0.13) 0.20 (0.12-0.29) 0.010(<LQ-0.180) ns
X media Flavonols 0.27 0.49 0.33
X Total medias FLAVONOIDES 0.97 1.05 0.90
ACIDOS FENOLICOS
Hydroxybenzoic acids
Ellagic acid 0.25 (0.11-0.40) 0.46 (0.33-0.60) 0.51 (0.25-0.77) ns
Gallic acid <LQ <LQ <LQ ns
4-Hydroxybenzoic acid 0.29 (0.23-0.35) 0.23 (0.18-0.28) 0.19 (0.08-0.29) ns
Vanillic acid 0.772(0.42-1.10) 1.50°(1.20-1.80) 2.72%2.13-3.31) 8.7***
2 media Hydroxybenzoic acids 1.31 2.19 3.42
Hydroxycinnamic acids
Caffeic acid 0.10%(0.05-0.14) 0.21°(0.17-0.25) 0.48¢(0.40-0.56) 15.6%**

Ferulic acid
p-Coumaric acid

0.04 (0.03-0.05)
0.12 (<LQ-0.28)

0.05 (0.04-0.06)
0.37 (0.24-0.51)

0.06 (0.04-0.08)
0.26 (<LQ-0.54)

ns
ns

Sinapic acid <LQ <LQ <LQ ns
trans-Cinnamic acid 0.04(0.01-0.06) 0.04 (0.01-0.06) 0.01 (<LQ-0.06) ns
2 media Hydroxycinnamic 0.30 0.67 0.81

acids

I Total medias ACIDOS

FENOLICOS 1.61 2.86 4.23

X Total medias FLAVONOIDES 258 3.91 513

y ACIDOS FENOLICOS

Las letras a, b, ¢ en la misma fila indican diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% obtenidos en
base a un estudio LSD; ns: no hay diferencias significativas; LQ: limite de cuantificacion, LQ=0.015, LQ chrysin=0.03;

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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Considerando el sumatorio total medio de compuestos fendlicos, se
alcanzaron valores de 5.13, 3.91 y 2.58 mg/100 g para las mieles
experimentales, artesanales, comerciales, respectivamente. La menor
concentracion en este ultimo grupo de mieles puede estar relacionado con los
tratamientos térmicos a los que se somete la miel en la industria. Estos
tratamientos tienen por finalidad eliminar nucleos de cristalizacion y levaduras
que pueden facilitar su fermentacién. Sin embargo, si estos tratamientos no
son agresivos, la alteracion no es importante tal y como han reportados
algunos autores (Escriche et al., 2014 y Wang et al., 2004). También hay que
considerar que el contenido de estos compuestos depende fundamentalmente
del origen geografico, relacionado a su vez con el origen botanico del cual las
abejas extraen el néctar (o las secreciones de las plantas obtener la miel). Se
ha demostrado que esta caracteristica permite diferenciar tipos de miel,
incluso entre zonas de un mismo pais (Tanleque-Alberto, 2020) y también
segun su monofloralidad. Por ello, algunos autores han atribuido al origen
floral las elevadas concentraciones de determinados compuestos, como es el
caso del ellagic acid en mieles de eucalipto (Munoz et al., 2007); naringenin,
caffeic acid en mieles de citricos o p-coumaric acid en miel de mielada
(Escriche et al., 2011); kaempferol, chrysin, caffeic acid y naringenin, en
mieles de romero (Escriche et al., 2014). En el presente estudio, a excepcion
del vanillic acid, no fueron encontrados valores muy elevados de ningun
compuesto, probablemente debido al hecho de que se trata de mieles
milflores, en las que no hay una predominancia importante del néctar de
ninguna especie botanica.

CLASIFICACION DE LAS MIELES

Del ANOVA se concluye que ciertos compuestos, pueden contener
informacion util para la diferenciacion de las mieles segun su origen. Con la
finalidad de conocer hasta qué punto las variables independientes
(compuestos antioxidantes) clasifican correctamente las mieles consideradas,
se aplicéd un analisis discriminante (LDA). Se trata de una técnica de analisis
multivariante que procura encontrar relaciones lineales entre las variables
continuas que mejor discriminen entre un conjunto de categorias previamente
definidas (Fontalvo Herrera et al., 2012). Para la realizacion de este analisis
se construyé una matriz de datos que contenia los objetos (25 muestras x 2
repeticiones), y 15 variables predictoras normalizadas. No se consideraron las
3 variables cuyos valores se encontraban por debajo del LQ en todos los
grupos. Esta matriz contenia la asignacion relacionada con el origen de cada
tipo de miel: 1 (artesanal), 2 (comercial), 3 (experimental).
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La Figura 2 muestra el resultado del analisis discriminante realizado. Se
observa una clara separacion de los tres grupos, especialmente de las mieles
procedentes de colmenas experimentales. Este hecho puede deberse,
probablemente, a que el néctar de las flores o las secreciones de las plantas
en donde se ubican las colmenas experimentales (UABee) presentan en su
composicidon ciertas caracteristicas singulares respecto a la presencia de
compuestos antioxidantes. Estas peculiaridades se transmiten a las mieles
hasta el punto de permitir su diferenciacién de los otros dos grupos.
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Puntuaciones discriminantes de la funcion 1

FIGURA 2. Grafico de puntuaciones discriminantes de la funcion 1 (F1:
87.2%) y de la funcion 2 (F2: 12.8%) del modelo de LDA construido para
diferenciar mieles en funcidén de su origen.

Con la finalidad de evaluar las variables predictoras que mas han
contribuido en la discriminacién de los tres grupos, la Tabla 4 muestra los
coeficientes estandarizados de las dos funciones discriminantes candnicas
resultantes del analisis, una representaba el 83.6% y la otra el 16.4% de la
variabilidad total de los datos. Las variables con mayor peso en la funcion 1
fueron: caffeic acid y vanillic acid, por lo tanto, estos dos compuestos son los
que mas contribuyen en la diferenciacion de las mieles experimentales de las
demas.
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TABLA 4. Coeficientes de funcion discriminante canénica estandarizados de
la funcion 1 (83.6%) de la variabilidad, la funcion 2 el (16.4%).

Funcién
1 2
4-Hydroxybenzoic acid -.429 3.167
Epicatechin .028 1.892
Caffeic acid 7.751 -1.842
Vanillic acid -4.108 5.404
Quercitin 3-glucoside -2.722 -2.101
Quercitrin .366 -.613
trans-Cinnamic 1. 366 2.344
Naringenin -1.285 1.043
Kaempferol -.877 -1.400
Chrysin -.701 -6.954

CONCLUSIONES

Se han identificado 18 compuestos fendlicos: 9 flavonoides y 9 acidos
fendlicos. En general, las mieles procedentes de colmenas experimentales
presentaron los niveles mas altos de estos compuestos y las comerciales los
mas bajos. Al parecer, los tratamientos industriales a los que se someten éstas
ultimas, podrian ser la principal causa de la menor presencia de estos
compuestos en ellas. en ellas de estos compuestos.

En lineas generales, la concentracién media de los acidos fendlicos ha sido
superior a la de los flavonoides en los tres grupos de mieles analizadas,
especialmente en las procedentes de colmenas experimentales, siendo el
vanillic acid, el compuesto con un nivel mas alto en todos los casos. Su
abundancia fue 2 veces superior en las mieles artesanales y 4 veces en las
experimentales con relacion a las comerciales.

Unicamente 5 compuestos mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres tipos de mieles: 3 flavonoides (chrysin, galangin y
quercetin) y 2 acidos fendlicos (vanillic acid y caffeic acid). El analisis
discriminante realizado demostré que son estos dos acidos fendlicos los que
mas contribuyen en la diferenciacion entre los 3 grupos de mieles. Se observa
una importante separacion para las mieles procedentes de las colmenas
experimentales, probablemente influenciada por caracteristicas especificas
de las plantas que crecen en las zonas cercanas a estas colmenas. Esto
demuestra la relacion directa de la flora con la composicion de antioxidantes
especificos en las mieles, y, por lo tanto, el valor de la determinacién analitica
desarrollada en este trabajo para la diferenciacién de tipos de miel segun
origen botanico y geografico.
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ANEXOS

ANEXO 1

Codificacion de las muestras de miel,

Universitat Auténoma de
Barcelona (UAB), Laboratorio de la miel (LABMIEL), teniendo en cuenta

su origen.

Cédigo UAB Cédigo LABMIEL Origen muestra
CAA/001 -22104 Comercial
CAA/002 -22105 Comercial
CAA/003 [-22106 Comercial
CAA/004 -22107 Comercial
CAA/005 [-22108 Comercial
CAA/006 -22109 Comercial
CAA/007 -22110 Artesanal
CAA/008 -22111 Comercial
CAA/009 [-22112 Artesanal
CAA/010 [-22113 Artesanal
CAA/011 -22114 Artesanal
CAA/012 1-22115 Experimental
CAA/013 -22116 Comercial
CAA/014 -22117 Experimental
CAA/015 -22118 Artesanal
CAA/016 -22119 Artesanal
CAA/017 [-22120 Artesanal
CAA/018 [-22121 Artesanal
CAA/019 [-22122 Artesanal
CAA/020 -22123 Comercial
CAA/021 [-22124 Artesanal
CAA/022 1-22125 Experimental
CAA/023 1-22126 Artesanal
CAA/024 [-22127 Artesanal
CAA/025 1-22128 Artesanal

ANEXO 2

Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de

la Agenda 2030

Grado de relacién del Trabajo Fin de Master con los Objetivos de

Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.

OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLES
(ODS)

ALTO

MEDIO

BAJO

NO
PROCEDE

ODS 1. Fin de la pobreza.

X
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ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar.
ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Traba’jo _decente y crecimiento X
econdémico.
ODS 9. Industria, innovacion e
infraestructuras.
ODS 10. Reduccién de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccidén y consumo responsables. X
ODS 13. Acciodn por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones soélidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado
de relacién mas alto:

3- SALUD Y BIENESTAR: En un estudio publicado en la Revista de la
Ciencia de la Alimentacion y la Agricultura, la miel habria evitado el
crecimiento de tumores en ratones. Los antioxidantes presentes en ella
también ayudaron a su sistema inmunolégico a combatir mejor los resfriados
y la gripe (Manzano, 2022). Es por esto que hoy en dia se siguen realizando
numerosos estudios cientificos que permitan comprender mejor los
mecanismos Y los efectos beneficiosos que proporciona el consumo de miel,
ayudando a prevenir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo,
como el cancer y fortaleciendo el sistema inmune en los humanos.

9- INDUSTRIA, INNOVACION E INFRAESTRUCTURAS: Los avances
tecnoldgicos también son esenciales para encontrar soluciones permanentes
a los desafios econdmicos y ambientales. De esta forma, la comision al
parlamento europeo y el consejo sobre la implementacion de programas
apicolas, buscan inversién en investigacion e innovacion cientifica que
permita rescatar la industria apicola, la cual realiza una contribucion
inestimable a muchos sectores, como el agricola con la polinizacién de los
cultivos, ademas de proporcionar miel y otros productos apicolas con valor
afiadido, como lo es la miel rica en antioxidantes.
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