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TITULO: DETERMINACION DEL PERFIL DE COMPUESTOS VOLATILES DE LA MIEL DE
MOZAMBIQUE

RESUMEN:

La miel puede constituir una fuente de ingresos para las zonas rurales de los paises en vias de desarrollo, como
es el caso de Mozambique. Por ello, resulta de especial interés caracterizar la miel procedente de las zonas de
mayor produccion del pais, con la finalidad de ampliar su conocimiento para facilitar su comercializacion y el
impulso de la economia de las zonas rurales de Mozambique. En este sentido, el objetivo del presente estudio
ha sido determinar la composicion de la fraccion volatil de mieles procedentes de 4 regiones de Mozambique
(Manica, Nampula, Sofala y Zambezia) aplicando la metodologia SPME-GC-MS. Se han identificado 97
compuestos volatiles, de los cuales 53 mostraron diferencias significativas entre regiones. El origen
geografico ha condicionado la presencia de determinados compuestos volatiles en las mieles, ya que algunos
de ellos se han asociado a una determinada regioén, como es el caso del cyclopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-, cis-
(Gnicamente detectado en Sofala), o el 1-octanol solo presente en las mieles de Nampula. En general, las
mieles de Zambezia mostraron una mayor diferencia con respecto a las de las demas regiones, posiblemente
debido a la presencia en esta region de una flora especifica que puede condicionar la composicion de estas
mieles. Por el contrario, las mieles de Nampula y Manica mostraron caracteristicas similares ya que ambas
regiones presentan vegetacion similar y por lo tanto, cierta similitud del néctar de procedencia.Las diferencias
entre distritos de una misma region (considerando el nimero de compuestos que mostraron diferencias
significativas entre ellos) fueron mas acusadas en Zambezia, seguida de Sofala, Nampula y Manica. Estos
resultados avalan la eficacia de la metodologia empleada en este estudio para la caracterizacion de las mieles
de Mozambique en base a su origen geografico
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TITLE: DETERMINATION OF THE VOLATILE COMPOUND PROFILE OF MOZAMBIQUE
HONEY

ABSTRACT:

Honey can be a source of income for rural areas of developing countries, such as Mozambique. For this
reason, it is of special interest to characterize the honey from the areas of greatest production in the country,
with the aim of expanding its knowledge to facilitate its commercialization and the promotion of the economy
of the rural areas of the country of Mozambique. This is why the objective of this study has been to determine
the composition of the volatile fraction of honeys from 4 regions of Mozambique (Manica, Nampula, Sofala
and Zambezia) applying the SPME-GC-MS methodology. 97 volatile compounds have been identified, of
which 53 showed significant differences between regions. Geographical origin has conditioned the presence of
certain volatile compounds in honey, since some of them have been associated with a certain region, as is the
case of cyclopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-, cis- (only detected in Sofala), or 1-octanol only present in honeys
from Nampula. In general, honeys from Zambezia showed a greater difference in comparison to those from
other regions, possibly due to the presence in this region of a specific flora that can condition the composition
of these honeys. On the contrary, the honeys from Nampula and Manica showed similar characteristics since
both regions have similar vegetation and, therefore, a certain similarity of the nectar of origin. The differences
between districts of the same region (considering the number of compounds that showed significant
differences among them) were most pronounced in Zambezia, followed by Sofala, Nampula and Manica.
These results support the effectiveness of the methodology used in this study for the characterization of
Mozambique honey based on its geographical origin.

KEYWORDS:
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TITOL: DETERMINACIO DEL PERFIL DE COMPOSTOS VOLATILS DE LA MEL DE
MOCAMBIC

RESUM

La mel pot constituir una Font d'ingressos per a les zones rurals dels paisos en vies de desenvolupament, com
¢és el cas de Mogambic. Per aix0, resulta d'especial interés caracteritzar la mel procedent de les zones de major
producci6 del pais, amb la finalitat d'ampliar el coneixement per facilitar la comercialitzacio i I'impuls de
l'economia de les zones rurals del pais de Mogambic. Es per aixo que 1’objectiu del present estudi ha sigut
determinar la composicio de la fraccido volatil de mels procedents de 4 regions de Mogambic (Manica,
Nampula, Sofala i Zambezia) aplicant la metodologia SPME-GC-MS. S'han identificat 97 compostos volatils,
53 dels quals van mostrar diferéncies significatives entre regions. L'origen geografic ha condicionat la
preseéncia de determinats compostos volatils a les mels, ja que alguns s'han associat a una determinada regio
com,és el cas del cyclopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-, cis- (Unicament detectat a Sofala ), o el 1-octanol només
present a les mels de Nampula. En general, les mels de Zambezia van mostrar una diferencia més gran
respecte a les de les altres regions, possiblement a causa de la preséncia en aquesta regio d'una flora especifica
que pot condicionar la composicio d'aquestes mels. Per contra, les mels de Nampula i Manica van mostrar
caracteristiques similars ja que ambdues regions presenten vegetacid similar i per tant, certa similitud del
nectar de procedeéncia. Les diferéncies entre districtes d'una mateixa regié (considerant el nombre de
compostos que van mostrar diferéncies significatives entre ells) van ser més acusades a Zambezia, seguida de
Sofala, Nampula i Manica. Aquests resultats avalen l'eficacia de la metodologia emprada en aquest estudi per
a la caracteritzacio de les mels de Mocambic basada en el seu origen geografic.

PARAULES CLAU:

Compostos volatils; Mogambic; mel; origen botanic; origen geografic; SPME; GC-MS; aromes.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido financiado por el programa ADSIDEO 2020 del Centro de Cooperacion al Desarrollo de
la Universitat Politécnica de Valencia a través de Proyecto titulado: “Analisis de Riesgos en productos
apicolas de Mozambique. Oportunidad Social y Econdmica de las poblaciones rurales”.

Quiero agradecer a mi tutora Isabel Escriche, y a Ana Peral, todo lo que me han ensefiado en este trabajo de
fin de grado, y por hacer de mi estancia en LABMIEL durante su realizacion, a la que han contribuido
enormemente, una etapa agradable y amena.

Les dedico el presente trabajo a mis padres por estar siempre para mi, y a mis amigos.



INDICE

L.

IL.

III.

Iv.

V.

VL

VIIL

INTRODUCCION
.1 LA MIEL
1.2 COMPOSICION DE LA MIEL
1.3 IMPORTANCIA DE LA APICULTURA EN MOZAMBIQUE
1.4 TECNICAS EMPLEADAS PARA LA CLASIFICACION DE LA MIEL
1.4.1 Métodos clasicos:
1.4.2 Otros métodos:
OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO
I1.1 OBJETIVO:
I1.2 PLAN DE TRABAJO:
MATERIALES Y METODOS
I11.1 MUESTRAS DE MIEL:
I11.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS DEL PERFIL VOLATIL
111.3 METODO, EQUIPO Y CONDICIONES DE TRABAJO
I11.4 ANALISIS ESTADISTICO
RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES

IV.2 EFECTO DE LA ZONA GEOGRAFICA EN LA COMPOSICION DE COMPUESTOS
VOLATILES DE ORIGEN FLORAL

IV.2.1 Efecto de la region en el perfil volatil

IV.2.2 Efecto del distrito en el perfil volatil

IV.3 EFECTO GLOBAL DE LA FRACCION VOLATIL EN LA DIFERENCIACION DE MIELES
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

17
17
19
26
30

31

36



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Mapa de las regiones de Mozambique (www.wikimedia.org)

Figura 2. Cromatografo de gases Intuvo 9000 GC acoplado a un detector de masas 7000D GC/TQ (Agilent)
(Imagen propia)

Figura 3. Imagen ilustrativa del funcionamiento de la fibra en SPME
Figura 4. Grafico Temperatura vs- Tiempo del cromatégrafo durante los 46 minutos de extraccion

Figura 5. Ejemplo de los “Alternate HITS” proporcionados por el programa
Figura 6. Ejemplo de picos no considerados compuestos

Figura 7. Ejemplo de picos si considerados compuestos, correspondientes al 3-Furanmethanol en 2 muestras
distintas.

Figura 8. Ejemplo de informaciéon proporcionada por MassHunter para una muestra, incluye;RT, nombre,
Match Factor, Nimero CAS y Area de cada compuesto detectado.

Figura 9. Ejemplo de espectro de masas si considerado compuesto
Figura 10. Ejemplo de espectro de masas no considerado compuesto

Figura 11. Ejemplo de intervalos LSD (Least significant difference) del ANOVA para un compuesto que
mostro diferencias significativas entre regiones; o = 0.05.

Figura 12. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que mostraron
diferencias significativas entre regiones.

Figura 13. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que no mostraron
diferencias significativas entre regiones.

Figura 14. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que mostraron
diferencias significativas entre distritos.

Figura 15. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que no mostraron
diferencias significativas entre distritos.

Figura 16. Grafico de puntuaciones de las muestras para PCA.
Figura 17. Ampliacion de la zona central del grafico del PCA.

Figura 18. Representacion de las variables (compuestos volatiles) para los factores principales



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Indices de Kovats, tiempo de retenciéon (TR), formulas moleculares y definicion de aroma de los
compuestos volatiles identificados en la fraccion volatil de las mieles de Mozambique.

Tabla 2. Compuestos volatiles identificados por SPME-GC-MS en las 4 regiones de Mozambique, agrupados
por familia quimica ordenada alfabéticamente, y ordenados por tiempo de retencion dentro de dicha familia.

Los resultados estan expresados en area (potencias de * *Valores maximos y minimos); nd=no detectado. Esta
incluido el resultado del ANOVA para el factor region y distrito (F-ratio y P-value); significacion: *p<0.01;
**p<0.01; ***p<0.001; ns= no significativo. Las letras (a,b,c) indican los grupos homogéneos del ANOVA.

Tabla 3. Correlaciones entre las variables y los factores para los componentes PC1 y PC2 del PCA.

Tabla 4. Glosario de fragancias.

Tabla 5. Codigo de las muestras analizadas segun referencia asignada por LABMIEL, region de procedencia,
distrito, apicultor y comentarios, Fecha de recepcion de las muestras.

INDICE DE ECUACIONES

Ecuacion 1. indice de Kovats



I. INTRODUCCION

[.1 LA MIEL

La miel es un producto natural muy popular que se consume en distintas partes del mundo. Es un
alimento muy calorico, semiliquido y dulce, producido por las abejas a partir del néctar de diferentes flores y
las secreciones de las plantas. Segtn las disposiciones finales del Real Decreto 1049/2003, la miel se define
como “la sustancia natural dulce producida por la abeja Apis mellifera a partir del néctar de plantas o de
secreciones de partes vivas de plantas o de excreciones de insectos chupadores presentes en las partes vivas de
plantas, que las abejas recolectan, transforman combindndolas con sustancias especificas propias, depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que madure”.

La explotacion de las colmenas para la obtencion de este alimento, se denomina apicultura. Ademas
del papel que la miel ha tenido como alimento y edulcorante desde tiempos antiguos, se le atribuyen diversas
propiedades medicinales y terapéuticas, entre las cuales destacan la de ser antiinflamatoria y antibacteriana
(debido a su baja actividad del agua), resultando especialmente util en el tratamiento de heridas
(Gallardo-Chacoén et al., 2008; Kassim et al., 2010; Mohamed et al., 2010, Nurul et al., 2013; Khan et al.,
2014). Ademas, presenta actividad antioxidante debido a su contenido en flavonoides y 4cidos fendlicos
(Karlidag et al., 2021).

1.2 COMPOSICION DE LA MIEL

La miel es una mezcla compleja de nutrientes, compuesta principalmente por azucares (fructosa y glucosa en
su mayoria) ademas de distintos tipos de lipidos, minerales, vitaminas, proteinas y compuestos fendlicos
(Pyrzynska and Biesaga 2009; Lachman et al., 2010; Belitz et al., 2014). Dicha composiciéon quimica depende
de factores humanos y naturales, entre los que destaca la especie botanica de la que procede el néctar, la
localizacion geografica y la especie de abeja, entre otras variables (Bentivenga et al., 2004; Ruiz, 2011).
También depende de las practicas de la apicultura y de la flora apicola que rodea las colmenas, que se ve
condicionada por el suelo y el clima.

Componentes mayoritarios:

e Azucares: Suponen el 80% de la composicion de la miel, y le confieren viscosidad y una baja
actividad del agua (Aw). Estos son; fructosa -el azucar dominante en la gran mayoria de las mieles-
(Gleiter et al., 2006), glucosa, sacarosa, maltosa, y otros polisacaridos y azlcares minoritarios que
definiran el valor energético de la miel, y su cristalizacion. La sacarosa puede ser un indicador de
calidad, ya que una concentracion mayor al 5% esta relacionada con la adulteracion de la miel o con
una alimentacion especial de las abejas (Kamal and Klein., 2011).

e Agua: Es el segundo componente principal de la miel. De ella dependera su conservacion, puesto que
la miel es un producto notablemente higroscopico, es decir, que absorbe la humedad del ambiente. La
humedad influird en su color y en la percepcion sensorial (Piana et al,. 1989). El porcentaje 6ptimo es
del 17%, pues una cantidad mayor puede favorecer la fermentacion.

Componentes minoritarios:

e Proteinas: El contenido en proteinas de la miel es muy bajo, y tiene origen en las abejas y en el polen.
El aminoacido mas abundante es la prolina, que procede de la abeja y supone mas de la mitad de la
fraccion de aminoacidos. La enzima diastasa es una enzima termolabil que sirve como indicador de la
frescura del producto (Fechner et al., 2016). Segin la ley, la actividad minima en la escala Schade es
de 8 (BOE num 186, 2003).



e Minerales: Existe una cantidad muy pequeia en la miel, y depende de la tierra y el polen. El mas
abundante es el potasio (Bogdanov et al., 2007)

e Grasas: La presencia de lipidos es casi nula, constituyendo el 0.04% de la miel (Sainz y Gémez,
1999).

e Acidos: Tienen un efecto notorio en el sabor de la miel y le da cierta acidez, ademas de una
determinada estabilidad frente a los microorganismos. El 4cido mayoritario es el gluconico.

e Compuestos volatiles: Representan una fraccion minoritaria, ya que estan presentes en
concentraciones muy bajas. Pertenecen a familias quimicas muy diversas y dan lugar a diferentes
aromas en la miel, que contribuyen a su unicidad. Los ésteres dotan a la miel de sabores dulces y
afrutados y los aldehidos dan un sabor fresco y herbaceo, mientras que los furanos aportan un gusto
amaderado. Las cetonas confieren olor a mantequilla y nuez, asi como los alcoholes se asocian a
sabores frescos (Markes International, 2021). Se ha demostrado en multiples ocasiones que son unos
marcadores quimicos del producto muy fiables, por lo que presentan un gran interés cientifico.

La relacion que existe entre la composicion y los factores extrinsecos resulta de utilidad a la hora de
caracterizar y diferenciar los distintos tipos de miel, lo que le aporta un valor afiadido. De los distintos
compuestos de la miel mencionados anteriormente, la fraccion volatil ha demostrado guardar una relacion
significativa con el origen tanto geografico como botanico en diversas investigaciones (Panseri et al., 2013;
Pattamayutanon et al., 2017; Srinivasan et al., 2021). Se han realizado numerosos estudios acerca de la
distincion de las mieles atendiendo a la percepcion organoléptica en base a este tipo de compuestos, ya que, al
ser la mayor parte de ellos compuestos aromaticos, dotan a las mieles de un olor determinado y distintivo que
depende del tipo de néctar (Nurul et al., 2013). La fraccion de compuestos volatiles esta relacionada con el
aroma y sabor de la miel, y se agrupa en las siguientes categorias: aldehidos, alcoholes, hidrocarburos,
cetonas, bencenos, ésteres de bajo peso molecular, terpenos, furanos y sus derivados (Tanleque-Alberto et al.,
2019).

Realizar un analisis que determine la fraccién volatil de la miel puede ser util para establecer 2 tipos de
origen:

Origen Botanico: El conjunto de compuestos que conforman la miel depende de la variedad botanica de la que
procede el néctar, ademas de la proporcion en la que el polen se encuentra. El néctar es el factor natural que
tiene mayor influencia en la composicion quimica final de la miel (Many-Loh et al., 2011). Para determinar el
origen floral, se deben considerar los compuestos derivados de la planta, y los metabolitos de estos, como
pueden ser los terpenos y derivados del benceno. Por este motivo, los volatiles constituyen un marcador floral,
y pueden ser especialmente utiles para discriminar las mieles monoflorales.

Origen Geografico: Al igual que la procedencia botanica, la region geografica de la que una miel procede, es
un factor que influye en su composicion volatil, ya que la planta depende del clima, las condiciones
edafoldgicas, la humedad, y la luz solar. El origen geografico puede estar vinculado al botanico, si la planta en
la que pecorea la abeja es caracteristica de una region determinada.

1.3 IMPORTANCIA DE LA APICULTURA EN MOZAMBIQUE

Mozambique es un pais con litoral situado al sudeste de Africa. Se trata de un pais en vias de desarrollo, en el
que la produccion y venta de mieles juega un papel importante a la hora de generar un sustento econémico en
las comunidades rurales. La apicultura en Mozambique ha tenido una gran importancia tradicional,
especialmente en las zonas rurales, pues se trata de un trabajo que puede ser econdmicamente rentable con un
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impacto positivo en el medio ambiente. Mozambique goza de unas condiciones climatologicas y una orografia
apropiadas para la apicultura, ademas de una vegetacién abundante. Presenta extensas dreas boscosas donde
proliferan las abejas de tipo Apis Mellifera, que posibilitan el desarrollo de la actividad. Por otro lado, las
explotaciones son pequefias, y el comercio estda mayormente dirigido al mercado interno. En Mozambique se
producen unas 600 toneladas de miel al afio, con un crecimiento anual constante, mientras que en el continente
africano, cerca de 170 mil toneladas (FAOSTAT, 2016).

Si bien existe una bibliografia muy amplia sobre las mieles de Europa (Pajuelo, 2004; Alissandrakis et al.,
2009; Revell et al., 2013; Juan-Borras et al., 2014; Karabagias et al., 2018), hay una gran falta de informacion
acerca de la miel de Africa, y muy especialmente de Mozambique. Estandarizar la miel de Mozambique puede
tener como consecuencia un aumento del valor de esta, lo que puede ser de gran interés para el pais. Esto le
daria la oportunidad de impulsar su economia y aumentar su competitividad, al encontrar un lugar estable en
el mercado de la miel.

1.4 TECNICAS EMPLEADAS PARA LA CLASIFICACION DE LA MIEL

La gran importancia que la miel tiene en el mercado hace que determinar su autenticidad y establecer su
origen resulte muy necesario, con el objetivo de proteger al consumidor del fraude y detectar adulteraciones,
asi como de prevenir el etiquetado incorrecto de la miel y normalizarla de manera fiable. Las técnicas llevadas
a cabo son las siguientes:

1.4.1 Métodos clasicos:

El analisis melisopalinologico se basa en la identificacion, mediante la observacion por microscopio, de los
granos de polen presentes en la miel, atendiendo a su morfologia y la cantidad en que se encuentran. El
objetivo es establecer el origen botanico de la miel, pero al no existir un método oficial para el reconocimiento
del polen, se suele realizar como analisis complementario a otras técnicas. Es un analisis complicado que
requiere mucho tiempo, y la experiencia de un profesional (Popek et al., 2017).

El analisis sensorial es de gran relevancia, ya que la calidad organoléptica de la miel determinara su éxito en
el mercado, pues es el pardmetro que con mayor facilidad puede valorar el consumidor. No existe un
procedimiento especifico para este tipo de analisis, pero debe ser realizado por expertos, con el fin de que la
informacién recabada acerca del origen botanico, sea fiable. La principal ventaja de este andlisis es que las
caracteristicas valoradas son aquellas que seran percibidas por el consumidor. Se trata de una técnica de
analisis complementaria al analisis fisico-quimico y al analisis del polen, al tiempo que indispensable.

Los analisis fisico-quimicos son utilizados de manera rutinaria para determinar la calidad de la miel, pero
resultan muy qtiles para establecer su procedencia floral, especialmente atendiendo a su contenido en azicares
y su conductividad. Los parametros fisicos y quimicos estudiados son los siguientes:

e Color: Puede tener desde tonos marrones hasta colores ambar o anaranjados. El analisis del color s6lo
es apropiado para miel fresca, pues puede cambiar durante el almacenamiento, dependiendo de las
condiciones de este (Escriche et al., 2017).

e pH: Los valores del pH de la miel varian desde 3,5 a 5,5.

e Actividad optica: depende de la concentracion de azlicares en la miel.

e Actividad enzimatica, solo util en mieles frescas.

e Humedad: El contenido en agua de la miel se ve influido por el clima, pero no es un parametro muy

fiable, ya que la miel puede haber sido adulterada.



e Conductividad eléctrica: Depende en gran medida del contenido en minerales de la miel, y toma
valores desde 0,06 a 2,17 mS/cm. Estos valores dependen también de su origen botanico (Fechner et
al., 2016).

e Azucares: La relacion entre la concentracion de fructosa y glucosa, al igual que la concentracion de
estos glucidos, es util para la clasificacion de mieles monoflorales (Persano Oddo et al., 1995).
Generalmente, la determinacion de azucares minoritarios unicamente permite distinguir la miel de

flores, de la miel de mielada.

1.4.2 Otros métodos:

La resonancia magnética nuclear es una técnica avanzada de caracterizacion de las estructuras moleculares
presentes en la miel, a nivel atomico. Es una herramienta que nos permite conocer el origen botanico de la
miel.

El analisis de la relacion de isotopos de carbono estable —Stable Carbon Isotope Ratio Analysis (SCIRA)-
permite detectar la presencia de azicar C4 como el azicar de cafia o el jarabe de maiz, afiadidos de forma no
declarada. Una miel no adulterada no deberia contener mas de un 7% de azucar C4.

El analisis de la actividad enzimatica: los distintos tipos de miel presentan diferencias importantes en cuanto
a la actividad enzimatica, y puede ayudarnos a determinar el origen botanico de la miel, ya que la presencia de
diastasas depende de ¢l. Este analisis debe efectuarse en mieles frescas, ya que la actividad de las enzimas
disminuye con el tiempo de almacenamiento y la temperatura.

La espectroscopia de Raman proporciona informacion detallada y significativa acerca de la estructura e
identidad de los compuestos quimicos presentes en la miel. Es til para la diferenciacion de la procedencia
botanica de la miel, y para la deteccion de adulteraciones por adicion de aziicares (Paradkar et al., 2002).

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica rapida y no destructiva.
Ha sido utilizada, al igual que la técnica mencionada anteriormente, para la deteccion de adulteraciones de la
miel. La medicion de la absorcion de las muestras de distintos tipos de miel, también es de utilidad para
determinar el origen de la miel, ya que se obtiene informacion a nivel molecular de los componentes de ésta
(Davies et al., 2002). Suele ir acompafiada de un analisis del componente principal (PCA) que facilite el
procesado de la informacidon obtenida por el espectro infrarrojo, y refuerce la fiabilidad de los resultados
obtenidos.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica termoanalitica no muy utilizada para la
diferenciacion de mieles, que consiste en la observacion de los cambios fisicos que experimentan las muestras
de miel cuando se les aporta calor de manera controlada. Se obtiene una curva de temperatura versus tiempo
de la muestra problema y la muestra de referencia, haciendo posible la comparacion entre ellas.
(Cardona-Rodriguez et al., 2015, Sobrino-Gregorio et al., 2017)

La PCR (reaccion en cadena polimerasa) es una técnica bioquimica basada en la obtencion de miles de
copias de un fragmento de ADN, pudiendo establecer el origen botanico de la miel, gracias a la identificacion
de la especie vegetal (Jain et al., 2013; Sobrino-Gregorio et al., 2019)

La lengua electrénica es un instrumento de analisis que posee sensores quimicos. Es una técnica fiable y
barata, que ha sido utilizada tanto para la caracterizacion de mieles en base a su origen botanico, como para la
deteccion de mieles adulteradas (Escriche et al., 2018).



La cromatografia de gases para el analisis de compuestos volatiles es una técnica basada en la volatilidad
de los compuestos y su polaridad, diferenciando los analitos que presentan un comportamiento distinto entre
ellos. Es la técnica cromatografica mas ampliamente utilizada, ya que posee una gran sensibilidad, si bien
depende de la estabilidad térmica de los compuestos de la muestra. Los factores fundamentales de esta
metodologia son: temperatura, flujo del gas inerte, y tiempo de analisis (Tanleque-Alberto et al., 2019).

Es una técnica separativa y cualitativa: proporciona informacion relacionada con la identidad molecular o de
los grupos funcionales que estan en la muestra. Es un proceso dindmico de retencion de las sustancias, en una
fase estacionaria, y su elucion por el paso de una fase movil gaseosa. El tipo de respuesta son picos asociados
a un compuesto quimico, representando el tiempo de retencidon en la columna en el Eje X, y la sefial del
detector en el Eje Y. El tiempo de retencion dependera de la naturaleza de la molécula y sus propiedades
fisico-quimicas. El cromatégrafo suele ir acoplado a un detector de masas.

e El espectrometro de masas (MS) parte de un compuesto puro que se fragmenta para generar iones.
Este tiene unos patrones de rotura conocidos e identificables, denominados espectros de masas, que el
MS explora a medida que los componentes abandonan la columna. E1 MS se basa en el uso de un
campo eléctrico y uno magnético sobre los iones para separarlos. Es una técnica de analisis cualitativo
de gran utilidad para conocer la naturaleza de los compuestos, y por ello es muy empleada para la
determinacion de estructuras organicas, como son los compuestos voldtiles organicos (VOC).

Para el analisis de VOC por cromatografia de gases, se encuentra el método de extraccion de purga y trampa,
que permite trabajar con muestras tanto solidas como liquidas, y lleva a cabo una concentracion de la muestra
antes de su inyeccion en la columna. Consta de una fase de extraccion de los analitos -purga- mediante el
burbujeo de un gas inerte en la muestra, y otra de retencion en la trampa, en funcioén de sus caracteristicas
fisicoquimicas. La desorcion se da por el uso de calor, y por el paso de gas en sentido contrario, conduciendo
los compuestos al cromatografo de gases.

También se puede distinguir entre las técnicas de espacio de cabeza dinamico (DHS) y estatico (Static HS) -
El segundo no requiere de enriquecimiento de la muestra, puesto que los compuestos se hallan en altas
concentraciones-.

La técnica de extraccion de volatiles, ITEX (In-Tube Extraction), corresponde al espacio de cabeza dindmico.
Se basa en el uso de una jeringa rellena de material adsorbente, cuya funcion es la de recolectar y concentrar
los compuestos volatiles presentes en el espacio de cabeza, por medio de aspiraciones repetidas. La desorcion
de los compuestos se da por aumento de temperatura.

Dentro del espacio de cabeza, el procedimiento mas utilizado es la microextraccion en fase soélida
(SPME-HS), que presenta una alta selectividad y sensibilidad, y no requiere el uso de solventes. Ademas,
permite la cuantificacion de una gran cantidad de compuestos y requiere poca manipulacion de la muestra, o
ninguna, lo que reduce considerablemente el tiempo de analisis (Many-Loh et al., 2011). El mecanismo de
extraccion consiste en la adsorcion de los compuestos volatiles por parte de la fibra, es decir, los analitos
permanecen en la superficie del recubrimiento de esta. Es un proceso competitivo, lo que significa que unas
moléculas pueden reemplazar a otras en funcién de su afinidad por el recubrimiento: esto hace que la matriz
de la muestra en la que se encuentran los compuestos, sea un factor importante. La extraccion finaliza cuando
la concentracion de analitos en el material polimérico y la de la muestra son iguales, alcanzando asi el
equilibrio.



II. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

I1.1 OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo ha sido analizar la fraccion volatil de miel de las zonas de mayor produccion
de Mozambique, centrando el estudio en los compuestos asociados a las plantas o fuentes de néctar.

I1.2 PLAN DE TRABAJO:

La realizacion del estudio se plante6 en tres etapas:

e Preparacion y acondicionamiento de las muestras de miel para su analisis cromatografico por SPME.

e Identificacion de compuestos quimicos presentes en las muestras en base a la comparacion de los
picos cromatograficos, espectros de masas(utilizando la libreria NIST 17.L.) y bibliografia.

e Tratamiento de datos para la evaluacion del efecto de la zona geografica en la composicion volatil de
la miel, considerando los distintos distritos dentro de cada una de las regiones. Para ello, se requiere
realizar un analisis estadistico de la informacion que se ha recopilado: realizacion de un analisis
ANOVA mediante Statgraphics Centurion XVIII, para determinar las diferencias significativas entre
la composicioén de las mieles, considerando la variable dependiente (Compuesto volatil) y la variable
independiente (Region o distrito), también denominado factor.

III. MATERIALES Y METODOS

II1.1 MUESTRAS DE MIEL:

En este estudio se realizo el analisis de 63 muestras de miel cruda procedente de cuatro regiones distintas de
Mozambique, siendo: 20 de Nampula, 12 de Sofala, 11 de Manica y 20 de Zambezia.

En cada region, las muestras se obtuvieron de diferentes distritos: Nampula; 9 de Angoche, 6 de Mogincual y
5 de Mecuburi. Sofala; 5 de Caia, 3 de Maringue y 4 de Gorongosa. Zambezia; 5 de Alto Molocue, 5 de Gile,
5 de Mocubela y 5 de Mulevala, y Manica; 3 de Tambara, 5 de Sussudenga, y 3 de Manica. La figura 1
muestra un mapa de las regiones de Mozambique.

Las mieles fueron recolectadas en 2021. En la Tabla 5, situada en anexos, consta el codigo de las muestras y
los apicultores.
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Figura 1. Mapa de las regiones de Mozambique (www.wikimedia.org)

I11.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS DEL PERFIL VOLATIL

Para cada muestra, se pesaron 8 gramos de miel en viales de vidrio de 20 ml con tapon de rosca. Después, se
adicionaron 1 ml de agua bidestilada y 2 ml de agua con Nacl. Se peso 1 g de perlas de vidrio en una zapata y
se afiadid a continuacion a cada vial. La funcion de estas perlas fue favorecer la homogeneizacion en el
Vortex. La agitacion en el Vortex fue de 2 minutos, asegurando la mezcla completa de la muestra.

111.3 METODO, EQUIPO Y CONDICIONES DE TRABAJO

Para la extraccion de la fraccion volatil de la miel, se aplico la técnica de microextraccion en fase solida
(SPME) acoplada a cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS). Esta técnica se basa en la
ionizacion y fragmentacion de los analitos y posterior separacion en funcion a su relacion m/z.
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Figura 2. Cromatdgrafo de gases Intuvo 9000 GC acoplado a un detector de masas 7000D GC/TQ (Agilent)

(Imagen propia)



Figura 3. Imagen ilustrativa del funcionamiento de la fibra en SPME-HS (Gil, S. M. 2017)

La fibra que se utilizé es de tipo DVB/CAR/PDMS (Se trata de:
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane) de 50/30 pm. La fibra se acondiciondé a 260°C durante 3
min. La temperatura de extraccion de los compuestos volatiles de las muestras, fue 50°C, con una agitacion de
250 rpm durante 30 minutos. El tiempo de desorcion de la muestra en el inyector a 250°C, fue de 3 min en
modo splitless: Esto significa que todo el gas portador es introducido en la columna -a diferencia del tipo de
inyeccion denominado “Split”, en el que parte del gas sale del sistema a través de una valvula-. La inyeccion
se realizd mediante un sistema automatizado PAL RSI 120, utilizando helio como gas portador con un flujo
constante de 1 ml/min. La separacion de los compuestos y el posterior analisis se realizoé con una columna DB
WAX (30m x 0,25mm x 0,25pm) en un cromatdgrafo de gases Intuvo 9000 GC acoplado a un detector de
masas 7000D GC/TQ (Agilent). Las condiciones cromatograficas fueron: temperatura de partida del horno:
35°C (constante durante 3 minutos), aumento de 5°C/min hasta 215°C (pendiente 1). A continuacion, se
incrementaba 30°C/min hasta 250°C (pendiente 2), manteniéndose durante 6 minutos, teniendo el
cromatograma una duracion total de 46 minutos (La figura 4 muestra la evolucion de la temperatura en
funcion del tiempo en el cromatégrafo). Las condiciones del detector de masas (MS) fueron las siguientes:
modo de impacto electrénico (EI) a 70 eV, teniendo un rango de masas de m/z 40-280.

Evolucién de la temperatura del cromatégrafo de gases
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Figura 4. Gréfico Temperatura vs Tiempo del cromatdgrafo durante los 46 minutos de extraccion



I11.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se llevo a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando Statgraphics Centurion XVIII para Windows
para evaluar la influencia de la region de origen de la miel, en los distintos compuestos de la fraccion volatil.
El método empleado para realizar multiples comparaciones fue el test LSD con un nivel de significancia de
0=0.05. Ademas, se realizd6 un analisis de componentes principales (PCA) mediante software estadistico
XLSTAT para evaluar el efecto de la zona geografica (regiones) en el perfil volatil de las mieles.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES

La primera etapa del presente trabajo se centro en el aprendizaje de utilizacion del equipo cromatografico
(GC-MS) y del programa MassHunter (Unknown), encargado de procesar la informacidon recogida tras el
analisis de cada una de las muestras objeto de estudio. La identificacion de los distintos compuestos de la
fraccion volatil se realizé en primer lugar comparando los picos cromatograficos de las muestras analizadas,
con las distintas alternativas proporcionadas por el programa (Alternate HITS) asi como los espectros de
masas de cada compuesto, con los espectros disponibles en la base de datos del propio equipo (libreria NIST
17.L, National Institute of Standards and Technology). Al mismo tiempo, se realiz6 una comparaciéon con
datos bibliograficos, puesto que un mismo compuesto quimico puede tener diversos nombres, como sucedid
con los isomeros del lilac aldehyde A, B, C y D. El mismo caso se dio con el
1,3-cyclohexadiene-1-carboxaldehyde, 2,6,6-trimethyl-, también llamado safranal, y el benzeneacetic acid,
que también tiene el nombre de phenylacetic acid. En este sentido, el numero CAS, tinico para cada
compuesto quimico, fue de gran ayuda para su distincion e identificacion.

Otra informacion proporcionada por el programa MassHunter que se tuvo en cuenta, fue el “Match Factor”,
que indica el porcentaje de coincidencia entre el compuesto detectado y el de la libreria NIST. Si bien un valor
mayor indica mayor coincidencia, no es el Unico dato a considerar, por lo que en ocasiones fue necesario
investigar las opciones proporcionadas por el programa, en el apartado de “ALTERNATE HITS” mencionado
anteriormente. En ciertos casos, estas alternativas resultaron tener mdas ldégica, por ser compuestos
ampliamente reconocidos y propios de la miel (Figura 5). La Figura 5 muestra que el programa sugiere como
alternativa el Trans-Linalool oxide, derivado del linalool, terpeno asociado a varias flores y compuesto
encontrado en diversas ocasiones en la miel. Se opt6 por esta alternativa, en lugar de la primera opcién (Ethyl
2-(5-methyl-5-vinyltetrahydrofuran-2-yl) propan-2-yl carbonate), considerando el porcentaje de coincidencia
de 97.54, y la bibliografia consultada.



Compound Name

(5-methyl-B-vinyltetrahydrof ..

Match Factor

w CASH

5 [1000373-80-3

trans-Linalool oxide furancid) 97 54 | 34595-77-2
2-Furanmethanal, S-ethenyltetrahy... 56.68 | 55989-33-3
.alpha -Methyl-.alpha.[4-methyl-3-... 95.71|1000132-130
cis-Linaloloxide 87.86 | 1000121574
2-Furanmethanal, 5-ethenyltetrahy... 73.87|104188-13-8
1-Lyclopentene-1-methancl, 2-met ... 7232 |80113-82-2
Spiro[2. djheptane-5-methanal, 5+... 71.56 | 109532-58-3
Cyclohexene, F-acetony-241+ydr... £9.98 | 1000196-01-7
1,3Cyclohexanediol, S-methyl-2ni... 69.73 | 114454-85-2
Verbenal 68.64 | 473676
Lilac aldehyde D 6757 | 53447475
Lilac aldehyde C 67.70 | 53447436
Linaloal 65.88 | 78-70-6

Lilac aldehyde B 64.76 | 53447453
Lilac aldehyde A £3.32 | 52447464
Decanal 5068 | 112-31-2
D-Limonene 4541 |5989-27-5
Dill ether 43.06 | 74410-109
Dill ether 43.06 | 74410-10:9

Figura 5. Ejemplo de los “Alternate HITS” proporcionados por el programa

En el proceso de identificacion de compuestos, se descartaban algunos picos ya que por su forma eran
considerados ruido del sistema y no se podian atribuir a ningiin compuesto. Es decir, los picos irregulares no

fueron clasificados como compuestos detectados (Figura 6.)
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Figura 6. Ejemplo de picos no considerados compuestos

Los picos que se asociaron a compuestos volatiles, fueron aquellos que tenian una forma definida, que
coincidiese entre los compuestos de todas las muestras en las que se identificaron (Figura 7). Podian presentar
forma gaussiana o no gaussiana. Fue necesario tener en cuenta que algunos de los compuestos identificados,
eran propios de la columna utilizada en la cromatografia, como el silanediol, y fueron descartados.
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Figura 7. Ejemplo de picos considerados compuestos, correspondientes al 3-furanmethanol en 2 muestras
distintas.

La Figura 8 muestra la informacién de una muestra proporcionada por el programa MassHunter, pudiendo
observarse el Match Factor del 3-furanmethanol -87,1-.

Components r L X
(F}{c_:hrmponent . (rigrr:zound :la::tg: cASH E?:F'eak
18.813% | Benzaldehyde 93.5|100-52-7 758254
18.8265 | (1H)Pyrrole-3-carbo... 73.9|26187-27-3 757434
18.2860 | 2, 5-Dihydroxybenzal... 95.2 | 56114-69-3 70344 1
18.6380 | 1.5-Dimethyl-1-vinyl-... 82.2|78-36-4 28186.9
20.0756 | 2-Furancarboxaldeh... 93.1|620-02-0 204185.0
20,5832 |lzophorone 84.1|78-69-1 343592
21.6148 | Benzeneacetaldehy... 96.1|122-781 250677.6
221061 | Silanediol, dimethyl- 98.4 | 1066-42-8 1100023.3
22,2232 | 3-Furanmethanol 87.1)4412-91-3 56193.9
228120 | Trisiloxane, octamet... 73.1|107-51-7 41493
228348 | 2.6,6-Trimethyl-2-cy... 838)|1125-218 10654.2
23,5895 | Ethanone, 1-{2-fura... 78.8|1192-62-7 10743.0
24 5284 | Methyl 3-butynoate 73.8|32804-66-3 3564.0
26.2453 | Furan, 3-phenyl- 814|13679-41-8 11582.0
26.4403 | Phenal, 2-methoxy- 93.8|50-05-1 27966.1
26.8395 | 1.2-Ethanediol, 1.2-... 81.5|52340-78-0 628928
275508 | 1.5-Hexadiene, 3.3.... 749 1763-21-8 5620.4
275583 | Phenylethyl Alcohol 97.8|60-12-8 1195834
27.9951 | Quinoline 823)81-22-5 11558.1
27.9954 | Benzonitrile, 4-sthe... 744 3435-51-68 11946.3
29.3423 | p-Crezol 77.9|106-44-5 110714
29.3433 | 1.2-Ethanediol, 1.2-... 82.2|52340-78-0 110521

Figura 8. Ejemplo de informacion proporcionada por MassHunter para una muestra, incluye; RT, nombre,
Match Factor, Nimero CAS y Area de cada compuesto detectado.

Para asignar un compuesto a un pico, en paralelo a la observacion de la relacién de opciones dadas por
MassHunter, se comparaban los espectros de masas de las distintas opciones con el del pico cromatografico
objeto. Para ello, se observaban las roturas que se producen a 70 eV. de la libreria NIST, y las roturas
identificadas por el propio espectrometro de masas del pico.
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En la Figura 9 se observa la similitud entre las roturas correspondientes a las masas 42, 53, 70, 81 y 98 para el
3-furanmethanol tanto en la muestra analizada como en la libreria NIST.
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Figura 9. Ejemplo de espectro de masas considerado compuesto

La Figura 10 muestra las diferencias entre las roturas del difluoromethane de la muestra y el de la NIST. Al no
coincidir, a este compuesto no se le asignd el nombre sugerido por el programa.
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Figura 10. Ejemplo de espectro de masas no considerado compuesto
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Con la finalidad de corroborar la asignacion dada a cada compuesto, en paralelo, se calculaban también los
indices de Kovats o Indices de retencion de todos ellos. Para ello, se pincharon patrones de alcanos que se
procesaron cromatograficamente en las mismas condiciones (Escriche et al., 2021). Estos indices permitieron
esclarecer algunas dudas presentadas en las asignaciones dadas por la NIST, ya que en ocasiones asignan un
mismo nombre a compuestos situados en tiempos de retencidon muy dispares. El d-limonene fue un ejemplo,
ya que aparecid6 a dos tiempos de retencion distintos; 10.02 y 20.2, con unos IK de 1196 y 1572,5
respectivamente. Gracias a la bibliografia consultada, se supo que el verdadero d-limonene era el primero, ya
que su indice de retencion estaba comprendido en el intervalo de 1995-1999 para una columna DB-Wax
(Stashenko & Martinez., 2010).

La ecuacion 1 muestra la formula para la determinacion del indice de Kovats, donde TX es el tiempo de

retenciéon del compuesto “x”, y Tn yTn+ son los tiempos de retencién de n-alcanos (C8-C20) que eluyen

1
anterior y posteriormente al compuesto “x”.

_ T, Ecuacién 1. indice de Kovats
KI = 100 Xﬁ

n—1 n

La Tabla 1 muestra los Indices de Kovats, calculados para una columna DB WAX, de los 97 compuestos
volatiles, ordenados por tiempo de retencion (TR), y sus formulas moleculares. En los casos en los que se ha
podido encontrar la equivalencia aromatica de estos compuestos, también se ha incluido esta informacién en la
tabla.

Tabla 1. indices de Kovats, tiempo de retencion (TR), formulas moleculares y definicion de aroma de los
compuestos volatiles identificados en la fraccion volatil de las mieles de Mozambique.

COMPUESTOS (DBI:V<AX) TR Ml;%léhggtiR AROMA
1-Propanol, 2-methyl- 1178 8,21 C4H100 Aromatico, herbaceo, a alcanfor (e)
Pentane 1179 8,25 C5HI12 -
3,4-Dimethyldihydrofuran-2,5-dione 1189 9,32 C6H803 -

D-Limonene 1196 10,02 C10H16 Citrico, fresco, herbaceo (¢)
Propanedinitrile,

. . 1198 10,07 Cl4H8N2S2 -
2-(5-phenylthio-2-thienylmethylene)-

Furan 1199 10,32 C4H40 -

1-Butanol, 2-methyl- 1215 10,89 C5H120 Avinado, picante (a)
2-Propen-1-amine 1216 10,91 C3H7N -

.alpha.-Phellandrene 1220 11,54 CI0H16 Citrico, a lima, herbaceo (e)
Benzeneacetic acid 1221 11,61 C8H802 A miel, floral, dulce (e)
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Acetoin 1246 12,81 C4H802 A comida, a mantequilla, a leche (¢)
2-Hexanol, 5-methyl- 1267 13,96 C7H160 -
Propanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester, (L)- 1273 14,46 C5H1003 -
Fruta, platano, suave (a) Verde, balsamico (d),
1-Hexanol 1280 14,81 C6H140 a resina, a flor, verde (f) a resina, floral, verde
(g) balsamico, hierba aromatica (h)
Acetone 1280 14,83 C3H60 -
Alpha-pyrone-6-carboxylic acid 1282 14,94 C6H404 -
Graso, cera, picante (a) floral, citrico, a aceite,
Nonanal 1295 15,65 C9H180 fresco (d,f,g) a aldehido, dulce, naranja (e)
verde (g) a aldehido, a citrico, floral, verde (h)
Octanoic acid, ethyl ester 1434 16,78 C10H2002 Frutal, fresco, a pifia (¢)
Cis-Linalool Oxide 1449 17,05 CI0H1802 Dulce, floral (d) herbaceo, a tierra (e) floral (g)
Acetic acid 1457 17,21 C2H402 Avinado, vinagre (a) agrio (f)
A comida, a pan, a café, galletas (b) A madera,
Furfural 1464 17,43 C5H402 dulce, a pan (c) dulce, frutal, a cereza (h) a
almendra, dulce, a pan (i)
4-Octanone, 5-hydroxy-2,7-dimethyl- 1476 17,69 C10H2002 -
trans-linalool oxide 1477 17,75 CI10H1802 Floral (c)
1-Hexanol, 2-ethyl- 1497 18,27 C8H180 A aldehido, alcanfor, dulce (e)
1-Hydroxy-2-butanone 1498 18,28 C4H80O2 -
Decanal 1500 18.32 CI0H200 Frutal, citrico,, dulce, a aceite (d) naranja,
verde, a aldehido (e)
Benzofuran 1497 18,39 C8H60 -
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 1505 18,47 C6H602 Goloso, dulce, a leche (e)
111;7,7—Trimethylbicyclo [2.2.1]hept-5-en-2-0 1510 18,58 C10H140 Herbaceo, a alcanfor, verde (e)
Floral, a rosa, dulce, a jacinto (d) frutal, a
o cn S e ) v i
a almendra, dulce, frutal (i)
2-Nonanol 1523 19,00 C9H200 -
Graso, rancio (a) limpio, floral, citrico, a
1-Nonanol 1527 19,01 COH200 aceite ’(c), a aceiie,)verdg (g’) Verde: dulce (l;)
Lilac aldehyde A 1549 19,36 C10H1602 -
2,3-Butanediol (I) 1549 19,52 C4H1002 Frutal, cremoso, a mantequilla (e)
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Floral, citrico, naranja, limén (c y ¢) dulce , a

Linalool 1555 19,64 CIOHISO lavanda, fresco(e) dulce, citrico, geranio (h)

Lilac aldehyde B 1556 19,68 C10H1602 -

Lilac aldehyde C 1559 19,89 C10H1602 -

Cyclobutane, 1,2-diethyl- 1560 19,92 C8H16 -

1-Octanol 1561 19.93 C8HIZO Citrico, verde, a aceite (¢) a metal, a quemado
(&

Benzaldehyde, 2-hydroxy-5-methoxy- 1565 20,01 C8H803 -

2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 1567 20,08 C6H602 -

1-Propanone, 1-(2-furanyl)- 1571 20,16 C7H802 -

3,5-Dihydroxybenzaldehyde 1577 20,19 C7H603 -

2,3-Butanediol 11 1581 20,41 C4H1002 Frutal, cremoso, a mantequilla (e)

Lilac aldehyde D 1583 20,45 C10H1602 -

Benzofuran, 2-methyl- 1585,4 20,51 C9H80 -

Isophorone 1594 20,58 C9H140 Picante (h) a menta (i)

Benzonitrile 1595,7 20,76 C7H5N Goloso, a almendra, a nuez (e)

(R)-3,5,5-Trimethylcyclohex-3-en-1-o0l 1601 20,89 C9H160 -

2(3H)-Furanone, dihydro-5-methyl- 1603 20,92 C5H802 -

Hotrienol 1610 21,09 C10H160 Floral, a fruta (¢) floral, fresco, frutal (i)

2-Imidazolidinone 1621 21,33 C3H6N20 -

Benzeneacetaldehyde 1633 21,61 C8HSO VD;LC:(gf:;e::rizrgem;e;g 2;’ ral, a jazmin,

Decanoic acid, ethyl ester 1637 21,71 C12H2402 -

Safranal 1640 21,77 C10H140 -

Acetophenone 1642 21,83 C8H80 Floral, dulce (e) dulce, acre, a jazmin (i)

Ethanone,2-(formyloxy)-1-phenyl- 1640 21,85 C8H802 -

2-Hydroxy-3,5,5-trimethyl-cyclohex-2-enon 1659 201 CYH1402 )

e

3-Furanmethanol 1660 22,22 C5H602 -

Benzoic acid, ethyl ester 1661 22,24 C9H1002 -

Cyclopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-, cis- 1663 22,29 CI9H18 -

Butanedioic acid, diethyl ester 1680 22,58 C8H1404 Frutal, a manzana, a pera (e)
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2,6,6-Trimethyl-2-cyclohexene-1,4-dione 1693 22,83 CI9H1202 Floral, citrico, verde (¢)

.alpha.-Terpineol 1696 23,05 C10H180 Herbaceo, floral, a pino (e) verde, floral (i)
Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl)- 1697 23,06 C8H802 -

3-Furancarboxylic acid 1722 23,61 C5H403 -

4-Methyleneisophorone 1725 23,68 C10H140 -

Benzaldehyde, 2,5-dimethyl- 1730 23,79 CY9H100 -

1, 1, 5-Trimethyl-1, 2-dihydronaphthalene 1736 23,92 CI3H16 -

;?{Il_f}iijjigiTrimethyl-6-Vinyltetrahydr0- 1764 24,53 C10H1802 i

Methyl salicylate 1767 24,59 C8H803 ngfznali‘e‘;“’ aromético  (c)  herbdceo,
Oxime-, methoxy-phenyl- 1768 24,63 C8HINO2 -

1,4-Cyclohexanedione, 2,2,6-trimethyl- 1778 24,75 CI9H1402 -

Benzeneacetic acid, ethyl ester 1781 24,90 C10H1202 Frutal, a miel, a baya (e)

4,5-Octanediol, 2,7-dimethyl- 1784 24,98 C10H2202 -

Lilac alcohol B 1788 25,05 C10H1802 -

Benzoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 1810 25,35 C9H1003 Floral, frutal, dulce (e)

Acetic acid, 2-phenylethyl ester 1811 25,53 CI10H1202 Floral, a rosa, a miel (e)

Propane, 1-isocyanato- 1827 25,88 C4H7NO -

Dodecanoic acid, ethyl ester 1841 26,17 C14H2802 Floral, a aldehido, dulce (e)

Furan, 3-phenyl- 1853 26,25 CI10H8O -

Phenol, 2-methoxy- 1862 26,44 C7H802 zzilctfna? (lil)“mo’ a animal (¢) a humo, dulce,
Benzene, 1,4-dimethoxy- 1867 26,70 C8H1002 Balsamico, a anis (¢)

Benzyl Alcohol 1881 26,84 C7H80 balsamico, frutal, floral (e) dulce, floral (g)
Phenylethyl Alcohol 1916 27,56 C8H100 ‘rt SZO(S; g(‘)’:;l ahf;::c:‘;n(ljf (i)miel’ picante, a
Benzene, 1-isocyano-3-methyl- 1918 27,74 C8H7NO -

1H-Indene-4-carboxaldehyde, 2,3-dihydro- 1923 27,84 C10H100 -

Quinoline 1931 28,00 C9HTN -

2-Methoxy-5-methylphenol 1950 28,39 C8H1002 -

2,5-Furandicarboxaldehyde 1976 28,78 C6H403 -
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p-Cresol 1 >2000 29,34 C7H80 floral, a jazmin (e) medicinal, a humo (i)

Phenol >2000 29,38 C6H60 A animal, fenolico, seco (e)

p-Cresol 11 >2000 30,84 C7H8O floral, a jazmin (e) medicinal, a humo (i)
p-Cresol 111 >2000 30,98 C7H80O floral, a jazmin (e¢) medicinal, a humo (i)
2-Propenoic acid, 3-phenyl-, ethyl ester >2000 31,72 C11H1202 Picante, a canela, balsaimico (e)

Ethyl linalool >2000 32,05 C11H220 Floral, fresco, a lavanda (e)

Phenol, 2,3,5-trimethyl- >2000 35,93 C9H120 -

(a) Reboredo, P (2015), (b) Osorio Monsalve et al., (2016), (c) Markes International (2021), (d) Min Zhu et al., (2022),
(e) IFRA (2020), (f) Dong, L et al., (2015), (g) Zhu, J et al., (2016), (h) Manyi-Loh et al., (2011), (i) Castro-Vazquez et
al., (2006).

En ANEXOS se adjunta un glosario de palabras clave para un mejor entendimiento del vocabulario utilizado
para describir los aromas (Tabla 4) (IFRA, 2020).

V.2 EFECTO DE LA ZONA GEOGRAFICA EN LA COMPOSICION DE COMPUESTOS VOLATILES DE
ORIGEN FLORAL

Se han identificado un total de 97 compuestos en la fraccion volatil de las 63 muestras de miel de las 4
regiones muestreadas. Las areas de los picos correspondientes a cada compuesto se dispusieron de forma
adecuada, agrupadas por region para poder realizar el tratamiento estadistico, con el objetivo de comprobar el
efecto de la region en su composicion volatil. La Tabla 2 indica los resultados del ANOVA: los F-ratio y las
diferencias significativas para el factor region y para el factor distrito, dentro de esa misma region, asi como
los valores maximos y minimos del area del pico de cada compuesto.

1V.2.1 Efecto de la regidn en el perfil volatil

De los 97 compuestos identificados, 53 mostraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
factor “Region”, siendo los compuestos: 2,3-butanediol, phenol, p-cresol, benzeneacetaldehyde, cis-linalool
oxide, acetoin y benzonitrile, algunos de los que presentaron un mayor F-ratio, y por tanto, mayor diferencia
entre regiones. Todos ellos presentaron un p-valor <0,0001, equivalente a diferencia significativa del 99,9%.

El acetoin, por ejemplo, fue significativamente mas abundante en la region de Manica (99,9%). Lo mismo
sucede con el 2,3-butanediol II, en la regién de Zambezia. Esto nos hace pensar que las mieles de Manica
pueden presentar tonos aromaticos lacteos, ya que el acetoin se relaciona con el aroma a mantequilla y leche, y
que las de Zambezia pueden tener tonos afrutados, ya que el 2,3-Butanediol esta asociado con aroma frutal,
atendiendo a la Tabla 1.

El compuesto cyclopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-, cis-, fue Gnicamente detectado en la region de Sofala, asi
como el 1-octanol solo estuvo presente en las mieles de Nampula. Estas tltimas podrian presentar un gusto a
citrico (Tabla 1).

Por otro lado, el benzyl alcohol no mostrd diferencias significativas entre regiones.
La figura 11 muestra los intervalos LSD del ANOVA del benzoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester, ejemplo de

compuesto que mostrd diferencias significativas entre regiones. La figura 12 es un ejemplo de los diagramas
Box-Whiskers del ANOVA para el acetic acid, 2-phenylethyl ester y el 2,5-furandicarboxaldehyde, que

17




mostraron diferencias significativas entre regiones. En contraposicion, la figura 13 muestra los diagramas
Box-Whiskers del (3R,6S5)-2,2,6-trimethyl-6-vinyltetrahydro-2H-pyran-3-ol, y el 1-butanol, 2-methyl-, que no
mostraron diferencias significativas entre regiones.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

(X 10000,0)
4

Benzoic acid, 2-hydroxy-, ethyl

1

MANICA

NAMPULA SOFALA
Origen (Region)

ZAMBEZIA

Figura 11. Ejemplo de intervalos LSD (Least significant difference) del ANOVA para un compuesto que

mostro diferencias significativas entre regiones; o = 0.05.
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Figura 12. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que mostraron

diferencias significativas entre regiones.
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Figura 13. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que no mostraron

diferencias significativas entre regiones.
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1V.2.2 Efecto del distrito en el perfil volatil

Ademas de evaluar el efecto de la regidn, se considerd interesante ver en cada region el efecto de los distritos,
ya que estos correspondian a ubicaciones geograficas distintas. La tabla 2 muestra los resultados del ANOVA
para el factor distrito. La region que mostré6 mayores diferencias entre distritos fue Zambezia, seguida de
Sofala, Nampula y Manica, considerando el niimero de compuestos que mostraron diferencias significativas
entre ellos: 40, 17, 11 y 10, respectivamente.

En la region de Zambezia, de los 40 compuestos significativos, 25 lo fueron al 99,9%, 11 al 99% y 4 al 90%.
Las muestras del distrito de Gile fueron abundantes en terpenos como el linalool, cis-linalool oxide y
trans-linalool oxide (99,9% de diferencia significativa). Estos 3 compuestos podrian aportar a esta miel tonos
florales y dulces, ya que se relacionan con aroma a flor (Tabla 1). El safranal solo fue identificado en la miel
de Mulevala, al igual que el (R)-3,5,5-trimethylcyclohex-3-en-1-ol, este tltimo con una diferencia del 99%.

En Sofala, de los 17 compuestos significativos: 13 lo fueron al 90%, 4 al 99%, y ninguna al 99,9%. El
1H-indene-4-carboxaldehyde, 2,3-dihydro- solo estuvo presente en la miel de Maringue (90%).

En Nampula, fueron 11 los compuestos que presentaron diferencias significativas: 6 al 90%, 5 al 99%, y al
igual que sucede en Sofala, 0 al 99,9%. EI compuesto 1, 1, 5-trimethyl-1, 2-dihydronaphthalene, se asocié al
distrito de Mecubiri (90%).

Para la region de Manica, unicamente 10 compuestos fueron significativos entre distritos, lo que demuestra
cierta homogeneidad entre las mieles de las diferentes zonas de esta region: 6 al 90% (3-furancarboxylic acid;
phenol, 2-methoxy-; 2-furancarboxaldehyde, 5-methyl-; furan, 3-phenyl-; 1-butanol, 2-methyl- y el linalool), 1
al 99% (3-furancarboxylic acid, solo presente en el distrito de Tambara) y 3 al 99,9%
(2-methoxy-5-methylphenol, isophorone y quinoline, que no fueron detectados en ninguna muestra de
Sussundenga.

Cabe destacar que algunos compuestos como el linalool, presentes en muchas flores y plantas, fue identificado
en las mieles de todos los distritos de todas las regiones, si bien en diferentes concentraciones. De la misma
manera, el benzaldehyde y el 1-hexanol también fueron identificados en todos los distritos. Algunos autores
proponen al 1-hexanol como marcador de la miel de lavanda (Escriche et al., 2017).

La figura 14 muestra como ejemplo los diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos que mostraron
diferencias significativas entre los distritos de Sofala. Por otro lado, en la figura 15 se observan 2 diagramas
Box-Whiskers de compuestos que no mostraron diferencias significativas entre distritos para la misma region.
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L z d < 8 10 X 1%000 0
(X 100000,) Ethanone, 1-(2-furanyl)- ( 0

1 1 1 Il 1
0 2 4
.alpha.-Phellandrene Il

Figura 14. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que mostraron
diferencias significativas entre distritos.
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Figura 15. Ejemplo de diagramas Box-Whiskers del ANOVA de compuestos volatiles que no mostraron
diferencias significativas entre distritos.
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Tabla 2. Compuestos volatiles identificados por SPME-GC-MS en las 4 regiones de Mozambique, agrupados por familia quimica ordenada alfabéticamente, y

ordenados por tiempo de retencion dentro de dicha familia. Los resultados estan expresados en area (potencias de *104) (valores maximos y minimos); nd=no
detectado. Esta incluido el resultado del ANOVA para el factor region y distrito (F-ratio y P-value); significacion: *p<0.01; **p<0.01; ***p<0.001; ns= no

significativo. Las letras (a,b,c) indican los grupos homogéneos del ANOVA.

MANICA ZAMBEZIA SOFALA NAMPULA
Manica |Susundenga| Tambara F-Ratio Alto Gile Mocubela Mulavala F-Ratic | Gorongonza | Maringue Caia F-Ratio Angoche Mogincual | Mecuburi | F-Ratio F-Ratio
(distrito) | Molocue (distrito) (distrito) (distrito) | (regiones)
n=3 n=5 n=3 n=5 n=5 n=5 n=5 n=4 n=3 n=5 n=9 n=6 n=5

COMPUESTOS Max-Min [ Max-Min Max-Min Max-Min | Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min
ACIDOS
Benzeneacetic acid nd nd nd ns nd (nd-11.9)a nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Propaneic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester,
(L)- nd nd nd ns (nd-34.1)a (nd-22.3)a (151-252)b  (nd-13.7)a  118.2%** nd (nd-29.5)a  (nd-25.2)a ns nd nd nd ns 4.7+
Alpha-pyrone-6-carboxylic acid nd nd nd ns nd (nd-5.3)a (13.3-21.3)b nd 53.6%** nd (nd-0.7)a nd ns (nd-5.8)a (nd-1.6)a nd ns 6.1%*
Acetic acid (nd-1.7)ab nd (nd-3.8)b ns (nd-3)a nd (nd-5.3)a (nd-5.1)a ns (nd-2.7)a nd (nd-3.9)a ns (nd-3.8)a (nd-6.5)a  (nd-6.7)b 10%* ns
3-Furancarboxylic acid nd nd (nd-1.4)b 5.8% nd nd nd nd ns nd nd nd ns (nd-1)a (nd-1)a nd ns ns
ALCOHOLES
1-Propanol, 2-methyl- (nd-18)a (nd-3.1)a  (nd-13.6)a ns (nd-68)a  (38-146)b  (72-209)b (13-127)ab 5* (nd-2)a (nd-93)a (nd-39)a ns (nd-219)b (17.2-62.5)ab (nd-20.3)a ns 6.2%*
2-Hexanol, 5-methyl- (nd-4.7)a (nd-33.5)a nd ns (10-18.7)b nd nd (nd-3.1)a 64,5%=* (nd-10.7)a nd (nd-15.5)a ns (nd-8.6)a (nd-7.9)a  (nd-10.4)a ns ns
1-Hexanol (nd-3.8)a (nd-21.3)a (4.2-4.9)a ns (nd-4)a (nd-9.3)a (nd-6.5)a (nd-5.2)a ns (nd-2)a (9.4-11.8)b  (nd-13)ab 4.7*% (nd-7)b (5.6-6.6)b (nd-5)a 3.7* ns
1-Hexanol, 2-ethyl- nd (nd-4.3)a nd ns nd nd (nd-15)a (nd-2)a ns (nd-2.4)a (nd-3)a (nd-4.5)a ns (nd-14)a (nd-1.9)a nd ns ns
2-MNonanol nd (nd-3.2)a nd ns (nd-3.1)a nd nd nd ns nd nd nd ns (nd-2.6)a (nd-2.3)a (nd-4.7)a ns ns
1-Monanol nd nd nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns (nd-0.7)a (nd-0.7)a nd ns ns
2,3-Butanediol (1) (nd-14.7)a (nd-141)a nd ns (nd-16.2)a (nd-18.4)a (nd-37.8)a (4.5-79)b 5.7%% nd nd nd ns (nd-8)a (nd-2.6)a nd ns 4*
1-Octanol nd nd nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns (nd-2)a (nd-1.2)a nd ns ns
2,3-Butanediol Il (nd-44)a  (nd-158)a nd ns (7.7-42.3)a (26-39.5)a (56-106)a  (10.8-248)b 6** (nd-2.6)a (7-9.2}b (nd-10}ab 5% (5.1-34)a (nd-6.7)a (nd-S)a ns g.3%=*
(R)-3,5,5-Trimethylcyclohex-3-en-1-ol nd nd nd ns nd nd nd (nd-8.4)b 5.9%= nd nd nd ns nd nd nd ns ns
(3R,65)-2,2,6-Trimethyl-6-vinyltetrahydro
-2H-pyran-3-ol nd (nd-154)a nd ns (nd-1.3)a  (28-34)c (4.4-6.6)b (1.6-6.9)b 278%** (8.4-10)a (12.5-14)b (12-20)b g** (nd-4.6)a nd (nd-10.6)b ns ns
4,5-Octanediol, 2,7-dimethyl- nd (nd-3)a nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns 3.6%
Lilac alcohol B nd (nd-14.9)a nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Phenal, 2-methoxy- (2.6-2.8)ab (nd-3.2)a (3.4-3.8)b 5.3% (1-3.6)ab  (2.7-4)b (3-7.3)c (nd-2.8)a 21%*= (1.4-2.2)3 (6.4-7.83)b  (1.7-7.9)ab 6% (1.5-3.4)a (2.9-3.1)a (1.7-22.6)a ns ns
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Continuacién Tabla 2.

MARNICA ZAMBEZIA SOFRALA MAMPULA
Manica |Susundemga| Tambara F-Ratio Al Gile Mocubela Wulzvala F-Ratic | Gorongonza | Maringus Caia F-Raztio Anzochs Mogincual | Mecuburi | F-Ratio F-Ratio
[distrito) | Molocue |distrita) [distrita) |distrita) | (regionss)
n=3 n=5 n=3 n=5 n=5 n=5 n=5 n=4 n=3 n=5 n=3 n=>6 n=>5

ALCOHOLES (Continuacian) Mzz-Min | Max-Min Mizz-Min Mex-Min | Max=-Min Max-Min Me-Min Max-Min Wax-Min Max-Min IWax-Min Max-Min Max-Min
Benzyl Alcohal (md-D.EJa [15-475)a (05-0.8)a ns (14-22)a |nd-3.1)z  [2.3-36)z |nd-2.4)a ns 124-27)=  |1418)= [1.7-46)= ns 0725} [1518]= 11.3-3)a ns ns
Phenylethyl Alcohal (4.2-12)ab (85476 [(4-43)a ne [15-54]= (136-193)c (79-115)6  (3-20.6)a 72***  [251-297)=b (91.6-106)= [113-269)b ns (205-220)z (33.4-37.8)2 (14.8-302]2 ns 16.4%++
2-Wethoxy-5-methylphenal (nd-0.5)a nd (0.5-1)b £2.5***  (nd-2.1jab nd [nd-3.2)b [nd-2.2)ab s [nd-1ja 12.34)e [nd-4jzk £.8% (nd-1.55)a (nd-131)a (nd-4.%)a s 3.6*
p-Crasal | (1.1-23)a (nd-2.8]z (1-1.2)a ns (nd-1.6)a (rd-1)a  (2.01-288)k (nd-176}a 11.a%e* |1.8-2E5]=z [nd-Z)a [nd-3.2}= ns [rd-2.3)a (md-2.2}= (LB-3.1)a s 47
Phenal [77-11)z  [55-13)a  (B.3-11= ns {45.55)a (6582)= ([I1L7-16)c (7.2-116}b 135*** (55-58)= ([9-106)b  (7-135)=b ns [(23-4)b (36417 (5.8-38)a 9.5%*  53Ete*
p-Crasal 1 (1-2.2)a [0.7-2)2 [1.1-1.2)a ns [0.5-2}b nd [nd-3.2)b [nd-1.4)ab ns [1.3-2)z [nd-2.2)a [1.3-2.7)= ns [nd-1.5)a (rd-14la  (L2-2.1)2 s 47"
p-Craszal 1l [0.%-15)a (nd-1.B)a (1-1.1)a ns nd nd [nd-1.6)z {nd-1ja s 11.3-17)2  (1.53-23)b [1.8-Z4)b 13.56** [nd-1)z [nd-0.83)2  (0.7-18)b 74** 5.8
Pheral, 2,3, 5-trimathyl- (nd-1.2})a (nd-19]z nd s nd nd (md-11.5)a [nd-34]b 75 nd nd nd ns nd nd nd s 3.4
ALDEHIDOS
MNananal (rd-4.2ja [nd-11.1)2 (23542 ns (nd-2.7)a nd [nd-23.4)b (nd-4.1)a s (43533 nd [nd-7.2}= ns [rd-2.1)2 nd (nd-4.E)a s s
Furfural (11.7-24)2 (10.8-414)= (1952182  ns (nd-7.2)a {nd-57)z {46-30.5)c  (15.3-37)b  31.2%**  (150-173b (20.2-231)a (22.2-233)b ns  (18.1-24.5)a (17.4-224)a (17-171)b  48* 5.6%*
Decanzl nd (nd-8.4)z nd ns nd nd nd nd 4] nd nd nd ns nd nd nd 4] 4]
Benzaldehyds {7.6-125)z [6.7-199)a [5.8-6.3)a ns 44-14)=  [nd-5.3)z  (1634)s  [nd-257)a £.2%*  [17.1-195)a [nd-10.4)a  (nd-25.5)z ns  (11.2-29.9)a {13.6185)z (12.1-22.1)z ns 3.5+
Lilac ald=hydz & nd (nd-2.2)z nd ns (nd-2)a nd nd nd s nd nd nd ns nd nd nd s s
Lilac ald=hyde B nd (md-98)a nd ns {md-3}b nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Lilac aldshyds C nd [nd-95.5)2 nd ns [md-1.8)6 nd nd nd nE nd nd md ns ned md nd nE ns
Benzaldahyde, 2-hydrosy-5-methosy- nd nd nd ns nd nd (nd-35.5)z [rd-125)b 53 nd nd nd ns nd nd nd s 2.9*
3 5-Dihydroxybenzaldehyds nd nd nd ns nd Ind-1.8]= nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Lilac aldehyde D nd [nd-82.2)2 nd ns (nd-2.6)a nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Benzenzacetaldehyds (25-107)a (10.1-59.8)a (26.8-33.1)a  n= [14-100)k  [nd-B7)z (14.3-294)a  (nd-2.8)z 7.5 (95.8-101)b (32.7-50.2)a (50.1-131)b ns (57.7-138)z (97.7-136)a (77.2-107)2  ns 350+
Benzaldahyde, 2, 5-dimethyl- nd [nd-0.5)a nd ns {nd-0.5)a nd nd {nd-0.7]a s nd nd nd ns (md-0.84)a (nd-0E}a  (nd-0.5)2 s s
1H-Indene-4-carboxzldehyde,
2, 3-ditydro- nd nd nd ns [nd-0.5)a nd [nd-0.5)= nd ns nd {nd-0.5)b nd &7 [rd-0.5)a (rd-0.4)= nd ns ns
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Continuacién Tabla 2.

MANICA ZAMBEZIA SOFALA NAMPULA
Manica |Susundenga| Tambara F-Ratio Alto Gile Mocubela Mulavala F-Ratic | Gorongonza | Maringue Caia F-Ratio Angoche Mogincual | Mecuburi | F-Ratio F-Ratio
(distrito) | Molocue (distrito) (distrito) (distrito) | (regiones)
n=3 n=5 n=3 n=5 n=3 n=3 n=5 n=4 n=3 n=3 n=9 n=6 n=53

CETONAS Max-Min [ Max-Min Max-Min Max-Min | Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min Max-Min
Acetoin (nd-17.5)ab (nd-155)b nd ns (nd-20)b nd nd nd ns (nd-2.7)a nd nd ns nd nd nd ns 7.9%=*
Acetone nd (nd-13.9)a nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
4-Octanone, 5-hydroxy-2,7-dimethyl- nd (nd-8.1)a nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns 5.9%*
1-Hydroxy-2-butanone nd (nd-1.8)a nd ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Ethanone, 1-(2-furanyl)- (nd-2.2)a  (nd-17)a (nd-1.6)a ns (nd-1.7)a (nd-4.4)ab (8.2-3.9)c (nd-7)b 17.1%=* (7.6-7.5)ab  (nd-7.7)a (7.8-11)b 4.5% (4.3-25.6)a (6.9-7.8)a (3.8-8.6)a ns 5.6%*
L,7,7-Trimethylbicyclo[2.2.1]hept-5-en-2 nd nd nd ns nd (nd-4.2)b nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
1-Propanone, 1-(2-furanyl}- nd nd nd ns nd nd (nd-6.4)b (nd-1.6) 5% nd nd nd ns (nd-0.8)ab  (nd-0.9)b nd ns 2.8%
Isophorone (3.4-6)c nd (3.5-3.8)b  45.9%** (7-14.4)a nd (nd-126)a (4.7-380)b 8.8%* nd nd nd ns (nd-3.8)a (nd-3.5)a (nd-2.9)a ns 3.9%
2-Imidazolidinone nd nd nd ns (nd-0.6)a nd (nd-1.8)b (nd-1.3)ab ns (nd-0.9)a nd (nd-1.6)a ns (nd-0.7)a  (nd-0.7)ab (nd-1)b ns ns
Acetophenone nd nd nd ns (nd-1.2)a nd nd (nd-0.6)a ns nd nd nd ns nd nd nd ns ns
Ethanone,2-{formyloxy)-1-phenyl- (nd-1.2)a nd-1 (nd-0.6)a ns nd nd nd nd ns nd nd nd ns nd nd nd ns 5.6%%
2-Hydroxy-3,5,5-trimethyl-cyclohex-2-en
one nd nd nd ns nd nd nd (nd-25.6)b 6** nd nd nd ns nd nd nd ns ns
2,6,6-Trimethyl-2-cyclohexene-1,4-dione  (1.07-3.2)a (nd-6.8)a (nd-1.4)a ns (nd-1)a nd (nd-71)a (nd-186)b ns nd (nd-0.8)a (nd-1.2)a ns (nd-1)a (nd-1)a (nd-87.4)a ns 3.7*
Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl)- nd (nd-0.7)a (nd-0.3)a ns nd nd nd nd ns (nd-0.53)a nd (nd-0.81)a ns nd nd (nd-0.6)a ns ns
4-Methyleneisophorone nd (nd-0.3)a nd ns (nd-0.6)a nd (nd-13.3)a (0.8-53)b g*== nd nd nd ns (nd-0.7)a (nd-0.6)a (nd-0.5)a ns 3.4%
1,4-Cyclohexanedione, 2,2,6-trimethyl- nd (nd-0.5)a nd ns nd nd (nd-3.3)a (1.5-9.3)b 13%%= nd nd nd ns nd nd nd ns 4*
COMPUESTOS NITROGENADOS
Propanedinitrile,
2-(5-phenylthio-2-thienylmethylene)- nd nd nd ns nd (nd-16.1)a nd nd ns (nd-1.11)a nd nd ns (nd-6.2)a (nd-2.7)a  (nd-3.2)a ns ns
2-Propen-1-amine (nd-112)a (nd-43.5)a nd ns nd (nd-178)ab (nd-208)b (nd-215)ab ns nd (nd-181)b  (nd-21.4)a 6.4* nd (nd-82.5)b {nd-73.4)ab ns ns
Benzonitrile (nd-1)a (nd-1.7)a nd ns nd (nd-0.6)a nd (nd-0.7)a ns nd nd nd ns (nd-2.5)a (1.5-2.1)a (nd-2)a ns 23.9%**
Oxime-, methoxy-phenyl-_ nd (nd-75.8)a (0.7-1.4)b 8.8%= (nd-1)a (nd-1.5)a  (nd-1.4)a (nd-0.9)a ns (0.6-0.7)a (0.7-0.8)a (nd-1)a ns (nd-0.8)a (nd-0.8)a  (nd-0.8)a ns 2.8%
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Continuacion Tabla 2.

MANICA ZAMBEZIA SOFALA MNAMPULA
Manica |Susundenga| Tembarz F-Ratio Alto Gile Mocubelz Mulsvala F-Ratic | Gorongonza | Maringus Caia F-Rztio Angochs Mogimcual | Mecuburi | F-Ratio F-Ratio
{distrito) | Molocus |distrita) [distrito) |distrita) | (regiones)
n=3 n=5 n=3 n=5 n=5 n=5 n=5 n=4 n=3 n=5 n=3 n=>6 n=>5

COMPUESTOS NMITROGENADOS
(Continuacion) Max-Min | Max=-Min Mae-Min Max-Min | Maz-Min Max-Min Max-Min Max-Min MWlax-Min Max-Min IWax-Min Max-Min Max-Min
Propane, l-izocyanato- nd nd nd ns nd nd nd nd nE nd nd nd ns [rd-1.5)2  (nd-1.53)= nd nis 3*
Benzene, 1-isocyano-3-methyl- [nd-2.8)a  ([nd-Z.5)z nd ns (0.9-2.8)b nd nd nd 2g9*** [nd-0.4]a nd [nd-0.8)a ns [0.4-1) [0.7-08)b  (nd-0.7)a 5.1* s
Quinaline [nd-1.2}a nd [1.6-2}b 27.5%" nd nd nd nd s nd [nd-0.8)a [nd-1)z ns nd nd nd nis £.9%"
ESTERES
Octanoic acid, ethyl ester nd nd nd ns nd [nd-0.3)zb  (rd-22.7)b nd s nd nd nd ns nd nd nd ] 4E**
Decanoic acid, ethyl ester nd nd nd ns nd {nd-2.5)6  [md-03)z nd 7.4 nd nd nd ns [nd-2.4)a nd nd nis ns
Benzoic acid, sthyl ester nd Ind-1.8)z nd ns (nd-5.9)a (55.7-133)b (12.4-20.3)a {nd-3)a 3254 nd [5.2-56)  (nd-7.3)eb .2+ (md-10)2 (rd-2.6l2  (nd-2.5)2 nis 5.7
Butanedioic acid, disthyl ester [Disthyl
succinate) nd nd nd ns nd [7.6-13.9)2 (nd-B0.Z)b (nd-1.5)a 10.5%** nd nd nd ns nd nd nd nis 5.2%*
Mathyl salicylate {nd-0.5)a nd nd ns [nd-0.7)a  [nd-1.2)2 (3.3-75)b nd T4 [nd-0.5]a nd nd ns nd nd (nd-4.2)a ris 4.1*
Benzznazcatic acid, ethyl ester nd nd nd ns (nd-5.3)a [12.5-29.4)t (33.6633)c (nd-2)a L23mer nd |6.5-53)b (md-Blzt E* [5-114)a (10-11.7)a  (nd-%.8)a ] 3.3
Benzoic acid, 2-hydrosy-, ethyl ester nd nd nd ns nd (rd-10ja  (4.99-106)b nd 10.5%+* nd nd nd ns nd nd nd nis 5.3**
Acetic zoid, 2-phenylethyl ester nd nd nd ns (nd-4.3)a (91.7-262)b  [nd-2.3)= {nd-15.6}a 13.4%%* Ind-1)a (6-12.8)6  (nd-12.3)zb ns (md-14.2)a  (nd-3.4}=  (nd-2.5)z nis 3.4
Dodecancic acid, ethyl 2star nd nd nd ns nd (nd-2.7)6  [nd-0.3]z nd 10.4%** nd nd nd ns nd rd nd nis 3.6*
2-Propenoic acid, 3-phenyl-, athyl ester nd nd nd ns nd nd [nd-4.Ela (nd-2)b 4.2* nd nd nd ns nd nd nd nis .4
ETERES
Benzznz, 1 4-dimethosy- nd nd nd ns nd nd nd nd s nd nd [nd-0.8]z ns nd nd (nd-1.4)a ris s
FURAMODS
3,4-Dimethyldihydrofuran-2,5-dions {nd-1.5)a nd (nd-7.2)a ns [nd-19. 4)ab [nd-20.5)a ([nd-285)e  |nd-206)a nE nd [nd-15.8)a  [nd-7.1l}= ns [rd-4.1)z nd (nd-2.3)a nis £.3%*"
Furan nd nd nd ns nd nd nd {nd-21.6}a nE nd nd nd ns {nd-101)a rd nd nis ns
Benzofuran [nd-1.8)a ([nd-1.5)z nd ns nd nd nd nd s nd nd [nd-1.8]2 ns (nd-1.8}eb  [nd-1.6]b nd ns 3.7*
2-Furancarboraldehyde, S-methyl- (nd-20.4}a  (nd-B.3)z [19.4-20.3)b 74" nd nd nd [nd-31.4}a s 17-8) nd {nd-115)ab ns 3781} [5.7-84)= (L6832 ris s
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Continuacion Tabla 2.

MARNICA ZAMBEZIA SOFALA NAMPULA
Manica |Susundenga| Tambarz F-Ratio Alto Gile Mocubelz Mulevzla F-Ratic |Gorongonza | Maringus Caia F-Ratio Angoche | Mogincual | Mecuburi | F-Ratic F-Ratio
|distrita) | Molocue |distrita) |distrita) |distrita) | regiones)

n=3 n=5 n=3 n=5 n=5 n=E n=5 n=d n=3 n=5 n=02 n=5 n=5
FURAMOS (Continuacion) Max-Min | Max-Min MNax-Min Mae-Min | Maz-Min Max-Min Mae-Min Ilax-Min Mlax-Min Max-Min Max-hin Max-Min lae-Mim
Benzofuran, Z-methyl- nd [nd-0.8)a nd ns nd nd nd nd ns [nd-0.8)a nd [nd-1]a ns {nd-0.51)a rd nd ns 4.3%=
2{3H}-Furamone, dibydro-5-methyl- nd nd nd ns (nd-1.2}a nd [nd-3.8}a |nd-0.5)a ns nd nd nd ns nd rd nd ns 29
3-Furanmethznal nd-58ja  [nd7.8)z  (5.564)a ne nd nd [nd-05)s  {nd-25.6)8 5.2t (39472 (991176 (64-125k  99* [59107)6 (8396 (1678 95 ns
Furzn, 3-phenyl- (nd-1.2Ja (nd-0.6)a (1-1.4}b 7.3* {nd-1ja nd nd |nd-0.9)a ns [nd-0.5)a (nd-0.6)a (nd-0.6}a ns {1-1.6)b (1.3-16)b  (nd-14)a 9.2** 18.5%**
2, 5-Furzndicarboxzldehyde nd nd nd ns nd nd nd nd ns [3.7-5.2)b nd (nd-6.5)ab ns nd rd {nd-6.3]a ns gree
HIDROCARBUROS
Pantans nd nd (nd-0.7)a ns (nd-11}a nd nd nd ns nd [nd-50.7)a  (md-95.8)a ns {nd-1%.5)a rd nd ns s
1-8utanal, 2-methyl- (nd-127)a (10.2-94.7)a [124-145)b 5* (nd-72.4)z [nd-228]b  (nd-274)6  [65.4-288)b 4* (22.1-29.7)a (220-227}b (24.2-226)ab  67*  (nd-451)a  (108-116)z  [nd-114)z  ns ns
Cyclobutane, 1,2-diethyl- nd [nd-0.4)z nd ns nd nd [nd-1.4)z nd ns nd [0.5-0.5) (nd-0.7}a 6.3* [nd-1.4)z [nd-1.7}z  (nd-1.1)a ns 126%**
Cyclopentane, 1,13 4-tetramethyl-, cis- nd nd nd ns nd nd nd nd ns [nd-1.1]a nd [nd-1.7}= ns nd rd nd ns 10.5***
TERPENOS
D-Limensns nd nd nd ns (nd-29)2  (nd-205)z  |nd-142)a nd ns nd nd nd ns nd (nd-40.5)2  (nd-1l.1)a ns s
alpha-Phellandrans nd nd nd ns [nd-20.1}2 (nd-43.8)a |nd-151)a nd ns nd (nd-79.3) nd L.g* nd rd nd ns s
Cis-Linalool Oxida (33-5)a  [11-1030)a (3.2-37)a ne  [5.84-635)z (233-278)c [175-226)b  [11.3-67.8)z 138.7*** [961-1040)b [171-189)a (177-1350)k  ns (26-228)a  (2.7-34)z [25-1070) 2.7 13***
trans-linalocl oxide [nd-18)a (nd-472)]a (14-15)a ns [nd-14.5}= [130-155)c (37.5-46.8)b (3.7-206)a 382.7*** (328-354)b (30-568)a  [53-497)b ns [nd-52.5)a rd [nd-363)b  3.3° 10%**
Linalool (nd-2.8)a (nd-16)a | (3.1-3.1)b £.9* (nd-2.4)a (nd-11.3)a [37.1-565)c (E.7-d0)b 3450 (nd-17)a  {4.8-54)b  (nd-7.2)ab ns [nd-30.8)a  [nd-2.5}2 [nd-2}a ns g.4***
Hotriznal (nd-2.3)a  (nd-170)2 nd ns (nd-12)z [184-271)b (8.5-14.8)z nd 224.4*** (476l  [7L784b (27886}b  55° {nd-5.2)2 rd [nd-5.8)2  ns 3.3
Safranal nd nd nd ns nd nd nd {nd-1.28]b 5.8** nd nd nd ns nd rd nd ns s
alpha-Terpineal nd nd nd ns [nd-1.2Ja nd [2.47-2.91)c  (nd-2.48]b 23.2%** [nd-05ja  [nd-D.EZ)a nd ns nd rd nd ns 137
1,1, 5-Trimethyl-1,
2-dihydronaphthalzne nd [nd-1)a nd ns nd [1.7-4)c [0.6-1.3)b nd 28.2%%* (0.6-0.7)0  End-0.4)a [0.5-0.9)b B.g** nd rd {nd-0.6)b 3.9* 4.7%*
Ethvyl linalool nd [nd-1.9)a nd ns (nd-1.%)a nd nd nd ns nd nd nd ns nd rd nd ns s
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IV.3 EFECTO GLOBAL DE LA FRACCION VOLATIL EN LA DIFERENCIACION DE MIELES

Se realizé un analisis de componentes principales (PCA) con el objetivo de observar el efecto global de la
region de la miel sobre su fraccion volatil, considerando de manera conjunta los compuestos que la
conforman. Este analisis proporciona informacion adicional, y complementa los resultados que se obtuvieron
con el programa Statgraphics Centurion X VIII.

La figura 16 muestra la proyeccion de las variables sobre 2 componentes principales (F1 y F2
respectivamente). En ella se representan las muestras mediante un codigo que engloba la region, el distrito, y
el nimero de muestra dentro de este. Por ejemplo, el cddigo ZA-Mo-10, pertenece a la muestra nimero 10, de
la region de Zambezia, distrito de Mocubela. Todas las muestras se hallan distribuidas en los 4 cuadrantes, la
cercania entre los puntos indica que guardan similitud. Se puede observar que hay una gran diferencia entre
las muestras de Zambezia y Sofala; la miel de Zambezia, situada en el cuadrante derecho, se asocia con el
factor 1 positivo (también denominado componente 1), mientras que la miel de Sofala, en el cuadrante
izquierdo, estd asociada con el primer componente negativo. El hecho de que las mieles de Zambezia se sitiien
alejadas del resto de muestras, indica que estas mieles son las mas diferentes del resto. Esto puede deberse a la
flora de la region, ya que el tipo de planta condiciona la composicion final de la miel. En Zambezia existe
vegetacion exclusiva de la zona con presencia de especies botanicas como: Zamiaceae Encephalartos gratus
Prain, Annonnaceae Huberantha mossambicensis, Asphodelaceae Aloe torrei, y Commelinaceae Cyanotis
namuliensis, entre otras (Darbyshire et al., 2019).

La figura 17 muestra, en detalle, la zona central de la figura 16, en donde se observa que las mieles de
Nampula y Manica se encuentran muy proximas entre si, practicamente sin distincion entre ellas. Se puede
observar alguna muestra de Manica con un comportamiento distinto de las demas de su grupo. Por ejemplo, la
muestra MA-Sun-2 (distrito de Sussundenga, ntimero 1174) se encuentra muy alejada del resto de muestras de
esta region. Esto se puede explicar por la menor cantidad de compuestos volatiles identificados en la misma
con respecto a las otras muestras de Manica.

La cercania las mieles de Nampula y Manica se puede atribuir a que ambas regiones presentan vegetacion
similar y por lo tanto, cierta similitud del néctar de procedencia, al compartir hasta 9 plantas de distintas
familias: Pteridaceae Adiantum mendoncae, Orchidaceae Bulbophyllum balli, y Acanthaceae Sclerochiton
coeruleus, por ejemplo (Darbyshire et al., 2019).
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Figura 16. Grafico de puntuaciones de las muestras para PCA.
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La tabla 3 indica los valores correspondientes a las correlaciones entre los compuestos volatiles y los factores,
tras la rotacion Varimax, para los dos factores principales. Cuanto mas cercano a 1 es dicho valor, mayor
influencia tiene el compuesto en el componente principal. Se observa que el 4-methyleneisophorone, el
isophorone, el phenol, 2,3,5-trimethyl- y el benzaldehyde, 2-hydroxy-5-methoxy- son los compuestos mas
estrechamente relacionados con la miel de Zambezia, PC1 positivo. Esto queda respaldado por los resultados
del ANOVA, ya que, efectivamente, todos ellos muestran diferencias significativas entre regiones. Los tres
primeros son notoriamente mas abundantes en Zambezia, y el benzaldehyde, 2-hydroxy-5-methoxy-, solo fue
detectado en esta region (tabla 2).

La zona negativa del primer componente, Sofala, se asocia con el benzeneacetaldehyde, el phenol, 2-methoxy-
(también llamado guaiacol) y los p-cresoles (tabla 3). Gracias a los resultados del analisis de la varianza, se
conoce que el benzeneacetaldehyde es abundante en la miel de Sofala, y que presenta diferencias
significativas entre regiones del 99,9%. Del mismo modo, el p-cresol esta presente en las mieles de todos los
distritos de Sofala, y tanto el p-cresol I, I y III presentan diferencias significativas entre regiones.

La figura 18 relaciona los compuestos volatiles con los componentes principales, representando lo expuesto en
la tabla 3.

Tabla 3. Correlaciones entre las variables y los factores para los componentes PC1 y PC2 del PCA, tras
rotacion Varimax

PC 1 POSITIVO PC 1 NEGATIVO
4-Methyleneisophorone 0,989 [Benzeneacetaldehyde -0,392
Isophorone 0,988 |Phenol, 2-methoxy- -0,301
Phenol, 2,3,5-trimethyl- 0,985 |p-Cresol 1 -0,288
Benzaldehyde, 2-hydroxy-5-methoxy- 0,978 |p-Cresol 11 -0,282
1,4-Cyclohexanedione, 2,2,6-trimethyl- 0,971 |p-Cresol 111 -0,281
2,6,6-Trimethyl-2-cyclohexene-1,4-dione 0,970 |2-Methoxy-5-methylphenol -0,266
(R)-3,5,5-Trimethylcyclohex-3-en-1-ol 0,966 |Furan, 3-phenyl- -0,250
Safranal 0,965 |Cyclobutane, 1,2-diethyl- -0,243
2-Hydroxy-3,5,5-trimethyl-cyclohex-2-enone 0,965 |Benzonitrile -0,190
2-Propenoic acid, 3-phenyl-, ethyl ester 0,961 [2-Hexanol, 5-methyl- -0,167
2,3-Butanediol 11 0,843 |Phenylethyl Alcohol -0,160
2,3-Butanediol (I) 0,551 |Benzene, 1-isocyano-3-methyl- -0,158
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Tabla 3. Continuacion

PC 2 POSITIVO PC 2 NEGATIVO
Phenol 0,943 | Acetophenone -0,379
Benzeneacetic acid, ethyl ester 0,932 |Benzaldehyde, 2,5-dimethyl- -0,343
.alpha.-Phellandrene 11 0,921 |Butanedioic acid, diethyl ester -0,320
2-Propen-1-amine 0,858|Benzene, 1-isocyano-3-methyl- -0,317
Lilac aldehyde C 0,847]2,3-Butanediol (I) -0,291
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Figura 18. Representacion de las variables (compuestos volatiles) para los factores principales.
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V. CONCLUSIONES

Se han identificado 97 compuestos volatiles en las mieles de 4 regiones muestreadas de Mozambique (Manica,
Nampula, Sofala y Zambezia), de los cuales 53 mostraron diferencias significativas entre ellas.

El origen geografico ha condicionado la presencia de determinados compuestos volatiles en las mieles ya que
algunos de ellos se han asociado a una region concreta como es el caso del cyclopentane, 1,1,3,4-tetramethyl-,
cis-, que tinicamente se detectd en la region de Sofala, o el 1-octanol solo presente en las mieles de Nampula.

Las mieles de Zambezia mostraron una mayor diferencia con respecto a las de las demas regiones
posiblemente debido a la presencia en esta region de una flora especifica que puede condicionar la
composicion de estas mieles. Por el contrario, las mieles de Nampula y Manica mostraron caracteristicas
similares ya que ambas regiones presentan vegetacion similar y por lo tanto, cierta similitud del néctar de
procedencia.

Las diferencias entre distritos de una misma region (considerando el nimero de compuestos que mostraron
diferencias significativas entre ellos) fueron mas acusadas en Zambezia, seguida de Sofala, Nampula y
Manica.

Estos resultados avalan la eficacia de la técnica de extraccion SPME-HS, y demuestran que resulta de gran
utilidad para la determinacion del perfil volatil de la miel, y su diferenciacion en base a su origen geografico.
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VII. ANEXOS

Tabla 4. Glosario de fragancias

-A animal: a almizcle, olor fuerte

-A comida: olor sabroso, de vegetales asados

-Alcanfor: tonos propios del romero, alcanfor o mejorana

-Aldehido: olor que recuerda a la planta de lino

-Aromatico: propios de especias y hierbas

-Avinado: gusto agrio que recuerda al vino y al vinagre

-Balsamico: olor delicado ligeramente dulce y propio de la madera
-Citrico: aroma propio de las frutas de la familia Citrus

-Floral: aromas asociados con el jazmin, la rosa, el narciso, y otros
-Frutal: frutas como la banana, la manzana y el mango.

-Goloso: sabor a postre dulce, de caramelo o chocolate

-Herbaceo: fragancia de especias que imparten notas verdes y frescas
-Menta: notas frescas propias de la menta y el mentol

-Picante: Aroma punzante que recuerda a la pimienta y al clavo entre otros

-Verde: parecido al césped cortado

Tabla 5. Codigo de las muestras analizadas segun referencia asignada por LABMIEL, region de procedencia,

distrito, apicultor y comentarios. Fecha de recepcion de las muestras; 09/09/2021.

CODIGO REGION DISTRITO APICULTOR COMENTARIOS
1-21170 Manica Manica Pedro 11 MMO01
[-21171 Manica Manica Tequimo MMO02
1-21172 Manica Manica Alek MMO03
1-21173 Manica Sussundenga MHC-Macadamia MS01
[-21174 Manica Sussundenga MHC-Litch MS02
1-21175 Manica Sussundenga MCH MS03
1-21176 Manica Sussundenga Rosa MS04
1-21177 Manica Sussundenga Faral MSO05
1-21178 Manica Tambara Paulo 1 MTO1
1-21179 Manica Tambara Paulo 2 MTO02
[-21180 Manica Tambara Pedro 1 MTO3
[-21181 Zambezia Alto Molocue Misse Oliveira Rofino ZAMO1
[-21182 Zambezia Alto Molocue Manuel Duarte Maleleca ZAMO02
1-21183 Zambezia Alto Molocue Gongalves Morais Mucanco ZAMO3
1-21184 Zambezia Alto Molocue Fernando Joao Maricoa ZAMO4
[-21185 Zambezia Alto Molocue Inacio Fernando ZAMO5
1-21186 Zambezia Gile Nelson Benjamim ZG01
[-21187 Zambezia Gile José Lourengo 2G02
1-21188 Zambezia Gile Eudacio Miguel ZG03
1-21189 Zambezia Gile Baptista Pedro 2G04
1-21190 Zambezia Gile Castiano Iohalequina ZG05
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1-21191 Zambezia Mocubela Assama Domingos ZMO001
[-21192 Zambezia Mocubela Jodo Mebeue ZMO002
1-21193 Zambezia Mocubela José A. Manuel ZMO03
1-21194 Zambezia Mocubela Laurindo Calisto ZMO04
1-21195 Zambezia Mocubela Vasco Pascoal ZMO05
1-21196 Zambezia Mulevala Secinio Abrao ZMU01
1-21197 Zambezia Mulevala Mauricio Francisco ZMU02
[-21198 Zambezia Mulevala Felizardo Joao ZMUO03
1-21199 Zambezia Mulevala Afonso Pedro ZMU04
1-21200 Zambezia Mulevala Isac Antonio ZMUO5
1-21201 Sofala Gorongoza PNG SGO1
1-21202 Sofala Gorongoza PNG SG02
1-21203 Sofala Gorongoza PNG SG03
1-21204 Sofala Gorongoza PNG SG04
1-21205 Sofala Maringue Apicultor 1 Jorge SMo1
1-21206 Sofala Maringue Apicultor 2 Amarildo SM02
1-21207 Sofala Maringue Apicultor 3 Joseph SMO03
1-21208 Sofala Caia Molevaleha SCo1
1-21209 Sofala Caia Antonio SC02
1-21210 Sofala Caia Marcos Jose SCo3
1-21211 Sofala Caia Caiardo SCo4
1-21212 Sofala Caia Mussequese SC05
1-21213 Nampula Angoche Momade Papu NAO1
1-21214 Nampula Angoche Marques NAO2
1-21215 Nampula Angoche Momade Muleque NAO3
1-21216 Nampula Angoche Assumane Abudo NAO4
1-21217 Nampula Angoche Mussa Momade NAO5
1-21218 Nampula Angoche Dinis NAO6
1-21219 Nampula Angoche Alves Pedro NAO7
1-21220 Nampula Angoche Cassimo NAO8
1-21221 Nampula Angoche Juma Abacar NAO9
1-21222 Nampula Mogincual Ossufo Musafir NMO1
1-21223 Nampula Mogincual Assane NMO02
1-21224 Nampula Mogincual Momade Omar NMO03
1-21225 Nampula Mogincual Abel Celestino NMO04
1-21226 Nampula Mogincual Momade Mupana NMO5
1-21227 Nampula Mogincual Associacao Ophentana NMO06
1-21228 Nampula Mecuburi Mario Quatieque NMEO1
1-21229 Nampula Mecuburi Patricio Paqueleque NMEO2
1-21230 Nampula Mecuburi Luisa Acacio NMEO3
1-21231 Nampula Mecuburi Silva Muasamisa NMEO4
1-21232 Nampula Mecuburi Isac Estevao NMEO5
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