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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivos la georreferenciacion de las tres zonas de
muestreo de los distritos de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa, determinar las
caracteristicas fisicoquimicas (pH, acidez total, aw, humedad, solidos solubles, densidad,
conductividad eléctrica, cenizas, azucares reductores) y finalmente determinar el perfil
polifendlico en miel de abeja procedente de las zonas en estudio. Se aplicé un Disefio de
Bloques Completo al Azar — DBCA con tres repeticiones. Las muestras de mieles de
abeja provienen de tres zonas: distrito de Nueva Cajamarca (localidades de
Shambuyaco, Tumbaro, Vista Alegre), distrito de Chazuta (localidades de Aguano
Muyuna, Shilcayo, Chazuta), distrito de Saposoa (localidades de San Andrés,
Montevideo, Shima) apiarios del ecosistema de la cuenca del Alto Mayo, Bajo Mayo y
Huallaga Central, con un nivel de significancia de 0=0,05, la confiabilidad de los datos
fue evaluada mediante el coeficiente de variacién (CV) y el coeficiente de determinacién
(R?). Asi mismo se realizo pruebas comparativas de Tukey. Los andlisis fisico quimicos
presentaron diferencias significada (P<0,05) todos los compuestos a excepcion de la
actividad de agua (P>0,05). La composicion fisico quimica se manifesto en el pH en el
rango de 3,53 a 3.72; la acidez total en 29,52 — 30,82%; densidad en 1,41 — 1,45 glcm®y
la humedad de 19,40 — 22,23%, fructuosa se encuentra en el rango de 30,31 — 32,24% y la
glucosa de 32,07 — 33,35% y 64% como azlcar invertido, conductividad eléctrica de 0,41
— 0,72 pS/cm, solidos solubles de 70,88 — 74,91%, cenizas de 0,16 — 0,32%. Finalmente,
los Analisis de Compuestos Principales de las variables fisico-quimica, manifiesta que al
menos ocho componentes principales (humedad, glucosa y solidos solubles asociados a
un segundo componente pH, Cenizas, conductividad eléctrica, fructuosa y actividad de
agua) contribuyeron a la clasificacién correlacionando con la zona geografica. Los
compuestos fenolicos de catequina (1,22+0,39), &cido clorogénico (1,17+0,65) son los
mas sobresalientes. Estadisticamente no presentan diferencia significativa (P>0,05) los
componentes fendlicos de acido siringico, rutina y quercetina con los demas. Mientras
que en las muestras del distrito de Nueva Cajamarca (0,59+0,63) y el distrito de Chazuta
(0,58+0,44) se encuentran por encima en la concentracion de compuestos fenolicos a
comparacién de las muestras del distrito de Saposoa (0,57+0,51). El &cido coumarico no
se detectd por presentarse por debajo del limite de deteccidn del equipo cromatografico.

Palabras clave: Compuestos fenolicos, miel de abeja, georeferenciacion.



Abstract

The objectives of the present study were to georeference three sampling zones in the
districts of Nueva Cajamarca, Chazuta and Saposoa, to determine the physicochemical
characteristics (pH, total acidity, wa, humidity, soluble solids, density, electrical
conductivity, ash, reducing sugars) and finally to determine the polyphenolic profile of
bee honey from the study zones. A Randomized Complete Block Design - RCBD with
three replicates was applied. The samples of bee honeys came from three zones: Nueva
Cajamarca district (localities of Shambuyaco, Tumbaro, Vista Alegre), Chazuta district
(localities of Aguano Muyuna, Shilcayo, Chazuta), Saposoa district (localities of San
Andres, Montevideo, Shima) apiaries of the ecosystem of the Alto Mayo, Bajo Mayo and
Central Huallaga basin, with a significance level of a=0.05, the reliability of the data was
evaluated by the coefficient of variation (CV) and the coefficient of determination (R?).
Comparative Tukey tests were also carried out. The physical-chemical analyses showed
significant differences (P<0.05) for all compounds except for water activity (P>0.05). The
physical-chemical composition was expressed in pH in the range of 3.53 - 3. 72; total
acidity 29.52 - 30.82%; density 1.41 - 1.45 g/cm3 and moisture 19.40 - 22.23%, fructose
in the range of 30.31 - 32.24% and glucose 32.07 - 33.35% and 64% as invert sugar,
electrical conductivity 0.41 - 0.72 pS/cm, soluble solids 70.88 - 74.91%, ash 0.16 -
0.32%. Finally, the Principal Compound Analysis of the physicochemical variables
showed that at least eight principal components (moisture, glucose and soluble solids
associated with a second component pH, ash, electrical conductivity, fructose and water
activity) contributed to the classification correlating with the geographical area. The
phenolic compounds catechin (1.22+0.39), chlorogenic acid (1.17+£0.65) are the most
relevant. Statistically, the phenolic components of syringic acid, rutin and quercetin do
not present significant differences (P>0.05) with the others. Samples from the district of
Nueva Cajamarca (0.59+0.63) and the district of Chazuta (0.58+0.44) were found to have
higher concentrations of phenolic compounds than samples from the district of Saposoa
(0.57£0.51). Coumaric acid was not detected because it was below the detection limit of

the chromatographic equipment.

Key words: Phenolic compounds, bee honey, georeferencing.




Introduccion

La miel es un producto de la colmena preparado por las abejas a partir de
sustancias azucaradas, el néctar y otros derivados de muchas plantas (Perez, et al. 2006).
La miel se compone principalmente de los azlcares glucosa y fructosa, y su tercer
componente mas grande es agua. También contiene muchos otros tipos de azucares, asi

como acidos, proteinas y minerales (National Honey Board, 2009).

Este alimento no es completamente uniforme en cuanto a su composicion, ya que
varia segun las abejas que se utilice, la forma de alimentarlas y el procedimiento de
produccion que se lleve a cabo (Norma Oficial para Miel de Abejas, 1982; Barker y
Lehner 1978).

Los polifenoles representan un grupo de metabolitos secundarios que se producen
ampliamente en frutas, verduras, vino, té, aceites de oliva extra virgen, chocolate y otros
productos a base de cacao. En su mayoria son derivados o isomeros de flavonas,

isoflavonas, flavonoles, catequinas y acidos fenolicos (Pozo, 2016).

Los polifenoles y &cidos fendlicos encontrados en la miel varian de acuerdo a las
condiciones geograficas y climéticas. Algunos de ellos fueron reportados como un
marcador especifico del origen botanico de la miel. Se ha encontrado diferencias
considerables, tanto en la composicion como en el contenido de compuestos fendlicos de

las diferentes mieles florales (Amiot et al., 1989)

En la actualidad la miel viene siendo investigada en forma cualitativa la presencia
de polifenoles en algunas especies, sin embargo, no existe registros sobre el contenido de
polifenoles en diferentes condiciones ecoldgicas. Por esta razén se planted “Determinar
las caracteristicas fisico quimicas y perfil polifendlico en miel de abeja (Apis mellifera

L.), de los distritos de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa”.

Para ello se formuld el siguiente problema de investigacion ¢La concentracion de
los &cidos fenodlicos en mieles tienen efectos benéficos para los productores y

consumidores?



Este trabajo tuvo por objetivo general:
e Determinar las caracteristicas fisico quimicas y perfil polifendlico en miel de abeja
(Apis mellifera L.), de los distritos de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa.

Para lograrlo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

o Georeferenciar las zonas de muestreo de la miel de abeja en estudio.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la miel de abeja en estudio (pH,
acidez total, aw, humedad, solidos solubles, densidad, conductividad eléctrica,
cenizas, azucares reductores).

e Determinar el perfil polifendlico en miel de abeja procedente de las zonas en

estudio por el método UHPLC.



CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Origen de la miel

La miel es generada por la abeja conocida como Apis mellifera a partir del néctar floral,
de la secrecion de partes vivas de plantas o de excreciones de insectos chupadores de
partes vivas de plantas, los cuales las abejas colectan, transforman, combinan con
sustancias especificas propias, almacenan y permiten que en el panal maduren. Este
alimento no es completamente uniforme en cuanto a su composicién, ya que varia segun
las abejas que se utilice, la forma de alimentarlas y el procedimiento de produccion que se
Ileve a cabo (Norma Oficial para Miel de Abejas, 1982; Barker y Lehner 1978).

Segln la Norma técnica sanitaria del Perd, (NTP) la miel es la Sustancia dulce natural
producida por las abejas obreras a partir del néctar o exudaciones de otras partes vivas de
las flores o presentes en ella, que dichas abejas recogen, transforman y combinan con
sustancias especificas propias, almacenan y dejan en lo panales para que sazone. La miel
se compone esencialmente de diferentes azlcares, predominantemente glucosa y fructosa;
su color varia de casi incoloro a pardo oscuro y su consistencia puede ser fluida, viscosa o
cristalizada, total o parcialmente. Su sabor y aroma reproducen generalmente los de la
planta de la cual proceden (NTP, 1999).

El proceso de conversion del néctar en miel implica dos procesos diferentes. Uno
quimico, en el cual la sacarosa es desdoblada en glucosa y fructosa (azucares simples) por
accion de la enzima invertasa, presente en la saliva de las abejas pecoreadoras. Estas, al
llegar a la colmena, transfieren el néctar a otras abejas, quienes lo regurgitan junto a su
saliva (agregandole mas invertasa) en las celdas de los panales destinados a su
almacenamiento. El segundo proceso consiste en crear corrientes de aire caliente que
deshidratan el néctar, reduciendo el contenido de agua a menos de 20%, produciéndose
finalmente la miel. Este proceso, de orden fisico, se logra a través de la ventilacion y
evaporacion, producto del calor generado por el movimiento de los masculos toracicos y

las alas de las abejas (Manrique, Parraga, 1995).

1.1.1. Descripcion de la miel
La miel se compone esencialmente de diferentes azucares, predominantemente glucosa y

fructosa. Ademas de estos azlcares la miel contiene proteinas, aminoacidos, enzimas,
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acidos organicos, sustancias minerales, polen y otras sustancias en menor cantidad; y
puede contener sacarosa, maltosa, melicitasa y otros oligosacaridos (incluidas las
dextrinas), asi como vestigios de hongos, algas, levaduras y otras particulas solidas
resultantes del proceso de obtencion de la miel (Ruiz, 2004).

El color varia de casi incoloro a pardo obscuro. Su consistencia puede ser fluida, viscosa
y cristalizada total o parcialmente. EIl sabor y el aroma varian, pero generalmente posee

los de la planta de la cual procede (Coronel, 2017).

1.1.2. Factores que determinan la calidad de la miel

A medida gue se han aplicado nuevas técnicas a los productos alimenticios, se han
desarrollado diversos métodos de analisis con el fin de preservar la calidad del producto
manufacturado ya que las propiedades de algunos productos azucarados como el caso de
la miel de abeja, son muy sensibles al calor y pueden deteriorarse durante el
almacenamiento, viéndose afectadas sus caracteristicas organolépticas, propiedades

terapéuticas, antisépticas, y contenido de enzimas y vitaminas (Manresa, 2005)

1.1.3. Caracteristicas fisiologicas

El andlisis fisicoquimico de la miel es muy importante ya que con el resultado se
puede dictaminar si una miel cumple satisfactoriamente con la calidad requerida, para
esto, existen factores principales descritos en la Norma Técnica Peruana, la cual tiene

concordancia con lo que sefialan las normas internacionales (Follegati, 2014).

1.1.4. Caracteristicas sensoriales y propiedades fisicas

Los tipos de calidades de miel dependen de sus varias caracteristicas y
propiedades, cada tipo tiene las propiedades que le confiere el ambiente del territorio en el
que el colmenar esta instalado, en especial la flora apicola y el clima, por lo que no existe
practicamente miel que provenga de una sola flor; sin embargo, cuando hay especies
dominantes suele hablarse de tipo de mieles especificas, por ejemplo, miel de alfalfa, de
girasol, miel de los bosques de coniferas y, hasta miel de frutos como el datil. Estas
diferencias entre las distintas mieles ayudan a los comerciantes a distinguir el sabor mas

apreciable para la venta (Salamanca, 2001).



1.1.5. Composicion fisica y quimica de la miel

En forma similar, cantidades muy pequefias de aminoacidos y compuestos nitrogenados
afines de la miel, aumenta su tendencia a obscurecerse durante el almacenamiento o
cuando es sometida a la accion del calor. La presencia de muy pequefias cantidades de
proteinas coloidales, es suficiente para acentuar en forma pronunciada, la tendencia de la

miel a formar espumas o retener burbujas de aire finamente dividido (Persano, 2002).

Tabla 1
Determinacion de la calidad proporcionada por Codex Alimentarius
Caracteristicas Codex Alimentarius

Humedad méxima (%) 20
Azucares reductores (%) 65
Sacarosa (g/100g maximo) 5
Glucosa (g/100g méaximo) 38
Sélidos Insolubles (g/100g maximo) 0,1
Acidez (meg. de acido/k, maximo) 40
Hidroximetilfurfural (HMF) (mg/k) No especificada
En miel envasada hasta 6 meses (maximo) 60
indice de diastasa (*escala Gothe) minimo 8
Prolina (mg/k) minimo 180
Conductividad eléctrica (mS/cm) 0,8

Fuente: Codex Alimentarius (2001)

1.1.6. Norma Oficial Mexicana (NMX-F-036-NORMEX, 2006).

Esta norma mexicana define al producto denominado Miel y establece las
especificaciones que este debe cumplir, asi como los métodos de prueba para verificar
dichos parametros, la norma es de caracter voluntario y es aplicable al producto en
cualquiera de sus presentaciones comerciales. La miel de abeja no debe tener sabor o
aroma desagradables, absorbidos de materias extrafias durante su extraccion,
sedimentacion, filtracion y/o almacenamiento, ni sintomas de fermentacion. La miel
madura en forma natural, estd constituida en un 99% de azucares y agua. En 1% restante
lo conforman sustancias en cantidades minimas como son minerales, acidos, proteinas,
enzimas, vitaminas, constituyentes del aroma, pigmentos, cera y granos de polen (NMX-
F-036-NORMEX, 2008).



Tabla 2

Determinacion de la calidad proporcionada por la Norma Técnica Peruana

Caracteristicas Limites
Humedad (%) 23
Azucares reductores (%) 65

pH 34-6,1
Actividad de agua (aw) 0,56 — 0,62
Solidos solubles (°Brix) 76
Acidez (meq. de acido/k, maximo) 40
Hidroximetilfurfural (HMF) (mg/kg) envasa 6 meses max. 80
indice de diastasa (*escala Gothe) minimo 8
Cenizas (%) 1
Densidad (g/ml) 1,400y 1,600

Fuente: NTP-209.168, 1999.

Tabla 3

Composicidn fisicoquimica y bioactividad de mieles de Melipona

Parametro analizado

Especies de abeja

M. beecheii (mediatDS) M. solani (media£DS)

Humedad (g agua/100g)
Fructuosa (g/100g miel)

Glucosa (g/100g miel)

Sacarosa (g/100g miel)

pH

Acidez libre (meqg/kg miel)
Conductividad eléctrica (mS/cm)
Flavonoides (mg EQ/100 g miel)
Polifenoles (mg EAG/100 g miel)

27,20+3,14
31,75+4,02
37,35+9,76
3,18+4,55
5,13+0,10
29,742 42
0,15+0,03
3,60+0,61
107,35+17,79

23,75%0,50
30,21+3,55
31,89+5,94
6,76+8,97
5,01+0,03
29,2048,57
0,14+0,00
1,88+1,64
68,66+15,11

Fuente: Gutiérrez et al., 2008

En la tabla 4, se presentan resultados obtenidos de analisis de miel para determinar las

caracteristicas fisicoquimicas y potencial antioxidante de la especie Melipona beecheii.



Tabla 4
Composicion de la miel de Melipona beecheii (%)
Muestra Humedad pH ﬁg(‘ﬂﬁ;) Minerales Proteina R’Z‘étg‘:‘gizs i?)(;arglstz
cl 24,50 3,44 38,00 0,06 0,50 64,05 0,14
c2 24,10 3,86 23,00 0,01 0,14 67,88 0,13
c3 26,00 3,36 18,00 0,00 0,11 60,08 0,49
c4 27,00 2,84 39,00 0,00 0,08 61,53 0,15
c5 25,70 3,31 24,00 0,00 0,09 64,04 0,60
c6 25,30 3,38 22,00 0,00 0,12 63,85 0,18
X 25,43 3,37 27,33 0,01 0,17 63,57 0,28
DE 1,05 0,33 8,89 0,02 0,16 2,66 0,21
Cv? 4,13 9,67 32,53 205,83 93,15 4,19 73,70

Fuente: Mendieta, 2002

1.2. Polifenoles

Los polifenoles son un grupo heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica

de poseer en su estructura varios grupos fenolicos. Se pueden clasificar en grupos como

los acidos fenolicos (benzbicos y cindmicos), flavonoides (antocianinas, flavonoides,

flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas), estilbenos y lignanos. El

interés en los

compuestos fenolicos de los alimentos ha aumentado de forma importante debido a su alta

capacidad antioxidante y su positivo efecto en la salud humana. De hecho, algunos

estudios han demostrado que muchos flavonoles y acidos fendlicos son antioxidantes

considerablemente més potentes que la vitamina C y la vitamina E (Vinson

et al ,2001).

POLYPHENOLS
Chalcones Stilbenes Flavon Phenolic acids  Lignans
ks i > n‘TCN (“ NI
‘: i '.J i ) A ]‘./lw,.
. ~ ~ oM ]
| Y | ¥ 13
MO l
Om
Flavanonols Flavones Flavanones
Isoflavonoids Flavonols Anthocyanidins

Figura 1. Estructura quimica de los polifenoles (Pescarmona, 2008).



1.2.1. Clasificacion de polifenoles
En la tabla 5, se presenta la clasificacion de los compuestos fendlicos y sus

propiedades bioldgicas asignadas.

Tabla 5
Composicion fisicoquimica y bioactividad de mieles de Melipona
Grupo Subgrupo Propiedades
o ) ) Antioxidante frente a desordenes
Fenoles y &cidos Fenoles sencillos, estilbenos, ) N )
. o . cardiovasculares, antiinflamatorias
fendlicos acidos fenolicos

y anticancerigenas.

Antiinflamatorios,
] Sencillas, C-prednilada, ) o
Cumarinas ) ) antiespasmodicos, y
dicumarinas )
anticoagulantes.

] Flavonoles, flavanololes,
Flavonoides y
flavonas, flavanonas, chalconas, o o
compuestos ] ) o Actividad antioxidante
) isoflavonoides, antocianidinas,
relacionados ) .
catequinas, leucoantocianidinas

) Taninos hidrolizables, taninos
Taninos Agentes quelantes.
condensados

Benzoquinonas, naftoquinonas,
Quinonas y antraguinonas, antraciclinona, Antitusigeno, antisépticas,
antracenosidos oxantronas, antronas, laxantes, antibioticas
dihidroantranoles
Fuente: (Murcia et al, 2003)

1.2.2.  Perfil de los polifenoles

Los polifenoles son producto del metabolismo secundario de las plantas.

Quimicamente son compuestos que tienen al menos un anillo aromatico al que
estan unidos uno o0 mas grupos hidroxilo. Los compuestos fenélicos se encuentran en una
gran variedad de plantas comestibles, frutos, hortalizas, bebidas como te, café, cerveza y
vino tinto, en el aceite de oliva, en cereales y en algunas semillas como las de
leguminosas. Los frutos contienen concentraciones relativamente altas de derivados de
quercetina, kaempferol, hesperetina, etc. y acidos fendlicos entre ellos los derivados
cinamicos. Hortalizas como el tomate, cebolla, ajos, pimientos, etc. contienen sobre todo

altas concentraciones de derivados de quercetina y de miricetina. El aporte de polifenoles
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en la dieta puede estar entre 50 y 800 mg/dia, dependiendo del consumo de productos que
lo contienen. Un nivel importante de antioxidantes, se alcanza cuando el consumo es de
unos 800 mg/dia, que puede lograrse con una dieta rica en frutas y hortalizas. Existe una
gran variedad de compuestos fendlicos, que se pueden clasificar en diferentes grupos

atendiendo al nimero de anillos fenolicos que contienen (Collado, 2011).

Estudios de investigacion realizados en contenidos de fenoles totales en alubias,
garbanzos y lentejas, se detecta que el procesado de las legumbres afecta a su contenido
polifendlico disminuyéndose en una proporcion cercana al 50% del contenido inicial,
destacandose a las lentejas por el mayor contenido en estas sustancias, con contenido de

fenoles totales: lentejas > garbanzos > Alubias (Quinteros, 2000).

Compostos fendlicos

Fenois simples Acidos fendlicos Flavonoides Estilbenos " Taninos Lignanas Cumarinas

Hidroxibenzéico Flavanonas \'l Resveratr | Hidrolisado

Hidroxicinamico Flavonois
Flavonas

Isoflavonas

Antocianidinasl

Flavanéis

Figura 2. Clases y subclases de compuestos fendlicos (Araujo, 2015).

1.2.3.  Acidos fendlicos.
a. Acidos hidroxibenzdicos

Los &cidos hidroxibenzdicos tienen una estructura basica C6-C1, se encuentran
libres y ligados como los ésteres de acido benzoico en muchas especies vegetales y
animales. Los principales son los acidos galicos, p-hidroxibenzoico, protocateculico,
vanillico y siringico. Su contenido en plantas comestibles por lo general es bajo salvo en
ciertas frutas rojas, las cebollas o el rabano negro (Manach et al., 2004). Quimicamente se
trata de derivados del acido hidroxibenzdico cuya estructura estd formada por un anillo
aromatico unido a un carbono a partir de fenilpropanoides a los que se les seleccionan dos

carbonos de la cadena propanica (Liu et al., 2002)
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b. Acidos hidroxicinamicos
Los acidos hidroxicinamicos son un grupo de compuestos presentes en la pared
celular vegetal, cuyos principales representantes son el clorogénico, acido ferulico, p-
cumarico, cafeico y sinépico, de los cuales el &cido ferdlico y p-cumarico son los de

mayor abundancia en la naturaleza (Tejeda et al., 2014).

1.2.4. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de moléculas que son producidas por el
metabolismo secundario que, al igual que otros principios activos vegetales, se originan
mediante una ruta biosintética mixta (Martinez, 2005). Son los antioxidantes mas potentes
presentes en los alimentos vegetales. En la tabla 1.3 se exponen las estructuras generales

de los flavonoides.

a. Flavanoles
Los flavanoles predominantes son la catequina y su isomera epicatequina, la
galocatequina y su isomero epigalocatequina. Los flavanoles glicosilados son poco
frecuentes (Chirinos et al., 2009).

b. Flavonoles
Los flavonoles se caracterizan por la presencia de un doble enlace en C2 y de un
grupo hidroxilo en C3 en el heterociclo. Se conocen 450 tipos de agliconas y 900 tipos de

glucosidos aproximadamente (Iwashina, 2000).

c. Antocianinas
Quimicamente las antocianinas son glicésidos de las antocianidinas, es decir,
estan constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une
un azucar por medio de un enlace glucosidico. La estructura quimica basica de estas
agliconas es el ion flavilio, también Ilamado 2-fenil-benzopirilio que consta de dos grupos
aromaticos: un benzopirilio y un anillo fendlico; el flavilio normalmente funciona como

un cation.

d. Flavonas
Las flavonas son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la primula,
déandoles un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de las uvas, son las

responsables del color amarillento de los vinos blancos (Li et al., 2007).
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e. Isoflavonas
Las isoflavonas son sustancias diferentes a los esteroides enddgenos humanos
con capacidad de unirse a los receptores estrogénicos. Las mas importantes son la
genisteina y la daidzeina (Babaoglu et al., 2004).

f. Flavanonas
Se diferencian de las flavonas en que la insaturacién del heterociclo no esta
presente. Se encuentran en los citricos y son las responsables en muchos casos de su sabor
amargo. Las mas importantes son: La hesperitina, la naringenina y sus glicosilados

correspondientes. Otra flavonona muy frecuente es la taxifolina (Pefarrieta et al., 2008).

1.2.4.1. Estilbenos

Los estilbenos poseen una estructura basica formada por 14 carbonos (C6-C2-
C6) y su distribucién en los alimentos vegetales no es muy amplia (Garcia, 2005). Los
estilbenos con mayor interés nutricional son el resveratrol (3, 5, 4’- trihidroxiestilbeno) y

el piceido (resveratrol-3-O-B-D-glucésido), presentes en uvas y vinos.

1.2.4.2. Lignanos

Son metabolitos secundarios de las plantas encontrados en una gran variedad de
plantas que incluyen las semillas de lino (contiene més de 100 veces la cantidad
encontrada en otros alimentos), semillas de calabaza, semillas de ajonjoli, centeno, y en
algunas bayas. Aunque estan ampliamente distribuidos sus cantidades son muy reducidas,

del orden de ug por cada gramo de producto seco (Vermerris y Nicholson, 2008).

1.2.4.3. Chalconas

Las chalconas e dihidrochalconas son unos tipos de compuestos que se pueden
encontrar ademas de en flores, también en otros tejidos diferentes de las plantas. Son
estructuralmente uno de los grupos de flavonoides mas diversos, ya que existen una
amplia gama de dimeros, oligdbmeros y conjugados de diversos tipos. Al mismo tiempo,
tienen una gran importancia en la biosintesis al ser precursores inmediatos de los demas

tipos de flavonoides (Davie et al., 1998).
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1.2.5. Método de analisis de polifenoles por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography).

La cromatografia liquida es una de las técnicas muy utilizada en los campos de la
industria farmacéutica, de alimentos y bebidas, de la investigacion y desarrollo clinico, de
la neurociencia y de la quimica como propoésito general; esta técnica involucra una fase
estacionaria sélida empacada en una columna cromatografica de tamafio de particula
hasta por debajo de las 2,0 um y con longitudes desde 30 mm hasta 300 mm. La fase
movil relacionada a esta técnica es un liquido (solvente organico, disolucion de tampén o
mezclas de pH definidas). (Thermo Scientific, 2015).

Para mejorar la separacion de los componentes (aumento de la resolucion)
actualmente se utiliza columnas con tamafios de particulas mucho menores por debajo de
3 um, lo cual genera una contrapresion enorme por el aumento del area superficial de los
sitios activos de esta fase estacionaria para ello se trabaja con tecnologias que utilizan

presiones por encima de los 600 bares (tecnologia UHPLC). (Thermo Scientific, 2015).

1.2.5.1. Condiciones del analisis por UHPLC con detector de fotodiodos
(DAD o PDA).

Las condiciones del método de trabajo consisten en:

- Fase moévil A: Agua/éacido trifluoroacético (99,5/0,5) (v/v)

- Fase movil B: Agua/acetonitrilo/acido trifluoroacético (49,5/50/0,5) (v/viv)

- Flujo: 1 mL/min

- Volumen de inyeccion: 10 pl de cada muestra de frutos rojos.

- Cuidados de la columna: limpieza con acetonitrilo, pues no se debe
conservar la columna en medio &cido.

- Deteccidn: Se utilizan el detector de fotodiodos.

1.2.5.2. Andlisis por UV-Visible de los patrones
Los espectros de absorbancia UV-Visible obtenidos de todos los patrones individuales se

muestran en las figuras (Collado, 2011).
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acidos hidroxibenzdicos.
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Figura 5. Espectros individuales de absorbancia UV-Visible de los patrones del grupo de los
acidos hidroxicinamicos. (Fuente: Collado J., (2011)).
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1.2.6. Analisis de Componentes Principales
El objetivo del analisis de componentes principales o andlisis de factores es que,
dadas unas observaciones con p variables, se analiza si es posible representar
adecuadamente esta informacion con un ndmero menor de variables construidas como
combinaciones lineales de las originales. La técnica de componentes principales es debida
a Hotelling (1933), aunque sus origenes se encuentran en los ajustes ortogonales por
minimos cuadrados introducidos por Pearson (1901). Su utilidad es doble:

- Permite representar Optimamente en un espacio de dimensién pequefia,
observaciones de un espacio general p-dimensional. En este sentido, los
componentes principales es el primer paso para identificar las posibles variables
latentes (no observadas que generan los datos.

- Permite trasformar las variables originales, en general correlacionadas, en nuevas
variables no correlacionadas, facilitando la interpretacion de los datos (Zandamela,
2008)

1.2.6.1. Fases del Anélisis de Componentes Principales

Para el modelo de analisis factorial, debido a la carga de datos e
informacion histérica que se tiene de cada una de las variables a definir y posteriormente
sus respectivos indicadores, se precisa el uso de un software estadistico Minitab 19 que
nos permitira calcular y obtener los principales inputs de las ecuaciones de nuestro
modelo, el software usado tiene un complemento dentro de las hojas de célculo de
Microsoft Excel, el cual se denomina “Real Statistics”, el cual proviene y tiene la misma
funcionalidad que el software “R” (Zarzoza, 2017).
Estructuramos estas fases en 5 principales, de acuerdo a los resultados obtenidos por el

software estadistico R, de los cuales deducimos los siguientes:

- Matriz Normal de Indicadores
- Matriz de Correlacion
- Matriz de Valores y Vectores Propios

- Matriz de Cargas Factoriales (Factores no rotados y Factores rotados con método
Varimax)

- Matriz de Puntuaciones Factoriales (Método de Regresion Lineal, Método de
Bartlett y Método de Anderson-Rubin)
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1.2.6.2. Matriz de Valores y Vectores Propios

A partir de la matriz de correlaciones se podra obtener la matriz de valores y vectores
propios, estos nos indican en qué otro espacio se pueden ubicar los indicadores de modo
que los mismos indicadores se pueden expresar mediante una combinacion lineal de las
componentes principales y viceversa, lo esencial es encontrar el grupo de combinaciones
lineales que explican de forma mas reducida la mayor cantidad de variabilidad en los

indicadores del estudio, se define lo importante a continuacion:

- Los vectores propios de las transformaciones lineales son vectores que son
afectados por la transformacion o sélo resultan multiplicados por un escalar y

por tanto, no varian su direccidn; también son llamados eVector o eigenVectors.

- El valor propio de un vector propio es el factor de escala por el que ha sido
multiplicado, también se le denomina Componente Principal (PC1), eValue o

eigenValue.

Una componente principal (PC1) se expresa de la siguiente forma (a través de un vector
propio):

k
yi= z Bijx;
=

Donde:

- yi: Componente principal i (PCi)

- xi: Valor del Indicador j.

- PBij: Coeficiente del indicador j para la componente principal i (el conjunto de
coeficientes de i conforma la ecuacion lineal de la combinacion de la componente
principal i).

De este modo obtenemos un valor propio a través de la combinacidn lineal de los demas

indicadores. La matriz de componentes principales (PC) se representa de la siguiente

manera:
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Tabla 6

Modelo de la Matriz de eValues y eVectors

eValuel eValue2 eValue3 eValue n
Indicador 1 B 1,1 B 2,1 B 3,1 Bnl
Indicador 2 B1,2 B22 B3,2 Bn,2
Indicador 3 B1,3 B2,3 B33 Bn,3
Indicador n B 1,n B2,n B3.n Bn,n

Fuente: (Zarzoza, 2017)

Donde:

Kk
yi= Z Bijx;
j=1

La suma de las componentes principales (PC) nos da lugar al nimero de indicadores por
lo que las componentes principales nos indica que tanta variabilidad retnen, es por ello
que con esta matriz se puede generar una tabla de frecuencias con el porcentaje de

variabilidad que representan las componentes principales, obtenemos lo siguiente:

Tabla 7

Modelo de Nivel de variabilidad de componentes principales (PC) con acumulados

eValue % % Acumulado
E:1 P1 P1
E, P2 P1+P2
Es P3 P1+P2+P3
En ~0% 100 %

Fuente: (Zarzoza, 2017)

Por lo general se busca que un grupo reducido de componentes principales expliquen la

mayor variabilidad de los indicadores, alrededor del 70 — 80%.



CAPITULO II
MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de Ejecucion

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la UNSM, ubicado en el distrito de Morales,

provincia y departamento de San Martin.

2.2. Materia Prima

Las muestras de miel en estudio procedieron del distrito de Nueva Cajamarca
(localidades de Shambuyaco, Tumbaro, Vista Alegre), distrito de Chazuta (localidades de
Aguano Muyuna, Shilcayo, Chazuta), distrito de Saposoa (localidades de San Andres,
Montevideo, Shima), como se observa en la Tabla 8. Todos ellos pertenecientes a los
ecosistemas de la cuenca del Alto Mayo, Bajo Mayo y Huallaga Central. La muestra fue

tomada un (01) litro por productor para luego ser evaluado por las variables dependientes.

Tabla 8
Ubicacion de la recoleccién de muestras
N° Distritos Provincia Localidad Ecosistema
Caserio Shambuyacu
Nueva .. -
1 . Rioja Caserio Tumbaro Alto Mayo
Cajamarca

Caserio Vista Alegre

C.P. Aguano Muyuna

2 Chazuta San Martin C.P. Shilcayo Bajo Mayo
C.P. Chazuta
Caserio San Andres
3 Saposoa Huallaga Caserio Montevideo  Huallaga Central

Caserio Shima

2.3. Disefio Experimental

El disefio estadistico que se utilizd durante la investigacion fue un DBCA (Disefio
Blogues Completo al Azar) con tres repeticiones. Las muestras de mieles de abeja

provienen de tres zonas: distrito de Nueva Cajamarca (localidades de Shambuyaco,
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Tumbaro, Vista Alegre), distrito de Chazuta (localidades de Aguano Muyuna, Shilcayo,
Chazuta), distrito de Saposoa (localidades de San Andrés, Montevideo, Shima) apiarios
del ecosistema de la cuenca del Alto Mayo, Bajo Mayo y Huallaga Central, con un nivel
de significancia de o=0,05, la confiabilidad de los datos fue evaluada mediante el
coeficiente de variacion (CV) y el coeficiente de determinacion (R?). Asi mismo se
realiz6 pruebas comparativas de Tukey. Las variables respuestas que genero la presenta
investigacion fueron pH, aw, sélidos solubles, acidez total, azucares reductores, anlisis
proximal y concentracion de polifenoles por Cromatografia Liquida Ultra de Alta
Eficiencia (UHPLC). Para esto se utilizo el paquete estadistico MINITAB V19. Se
evaluaron los analisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron comparadas utilizando
la prueba de Tukey al 5% de significancia. Los datos fueron sometidos a un analisis
exploratorio de los datos, usando analisis de componentes principales (PCA) con la
finalidad de disminuir el nimero de variables y obtener una mejor informacion técnica de
clasificacion y para observar una correlacion de los tratamientos con su origen inicial de
los datos (Latorre et al., 2013).

Donde:

Factor A= Zona
Factor B= Apiarios
R= Repeticion

Los tratamientos son:

T1=A1B1; T2=A1B2; T3=AiBs; Ti=A:B1; Ts=A:B2; Te=A:Bs3; T7=A3B1; Ts=AsBy;
T9=AsBs3;

Con el siguiente modelo lineal:
Yij=pu+ ti+ fj+ €ij

Donde:

u: es la media global
ri: es el efecto del tratamiento i-esimo
Bj: es el efecto del bloque j-esimo

€ij: es el término del error
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Las variables respuestas que genero la presenta investigacion son pH, acidez total, aw,

Humedad, Sélidos solubles, densidad, conductividad eléctrica, azucares reductores,

cenizas y perfil polifendlico (metodologia UHPLC).

Tabla 9
Descripcion de los bloques y tratamientos en estudio.
. _— Apiarios
Tratamientos Zona Apiarios 1 > 3
Caserio
T1 Nueva Shambuyacu Z1A1R: Z1A2R1  Zi1AsR:
T2 Cajamarca Caserio Tumbaro Z1A1R, Z1AR,  Z1AsR2
Z , N
T3 ' Casgrlgog;g'“a ZAR:  ZiARs  ZiARs
C.P. Aguano
T4 Chazuta Muyuna Z2A1R:1 Z2AR1 Z2A3R1
T5 Z> C.P. Shilcayo Z>oA1R» Z-oAoR» ZoA3R>
T6 C.P. Chazuta Z2A1R3 Z2A2R3 Z>2A3R3
T7 S Caserio San Andrés  Z3A1R: Z3AR1 Z3AsR:
T8 apzo:oa Caserio Montevideo  Z3AiR: Z3AR2  Z3AsR2
T9 Caserio Shima Z3A1R3 Z3A2Rs  Z3A3R3

Se plantean las siguientes hipotesis:
Ho: T1=T2=T3=T4=T5=T6=T7=T8=T9

Hi: al menos un tratamiento Ti # Tj; para algun 1 #j

2.4. Materiales y Métodos

2.4.1. Materiales.

a) De campo

Las muestras fueron recolectadas y etiquetadas teniendo en cuenta la procedencia,

datos de georreferenciacién y transportadas al laboratorio de investigacion para su

posterior evaluacion.

b) Equipos

- Balanza analitica (AND GH-200, capacidad 220 g, minimo 0,001 g.).

- Estufa (MEMMERT, Modelo EDO8O0 - 1,20 KW).
- Refrigeradora-Congeladora SAMSUNG, temperatura Refrigera: -3 y Congela: -

25°C.

- TermoOmetro digital (BOECO, temperatura -50 a +70°C).
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Potenciometro, marca HANNA, modelo HI-2215 pH 0-14, T° 0-100°C, USA.
Centrifuga Cap. 6000 rpm, marca BOECO, modelo C-28, Germany.
Ultrasonido, marca Branco. USA.

Balanza analitica, marca AND, modelo GH-200, Japan.

Estufa, marca MEMMERT UN 55, USA.

Agitador magnético, marca CAT, modelo R5, Germany.

Sistema de  Cromatografia  Liquida de Ultra Alta Resolucion
(THERMOSCIENTIFIC - modelo Ultimate 3000), detector IR

Columna cromatografica C:18 de D:150x4,6; tamafio particula 5.

Sistema de agua ultra pura (THERMO SCIENTIFIC- modelo Gen Pure).
Bomba de vacio (VALUE- modelo VE125N).

¢) Materiales de laboratorio

Botellas de vidrio

Embudos de vidrio

Espatula cuchara de laboratorio

Filtros de 0,22 um,

Filtros de membranas

Fiolas de 10, 25, 100 y 250 ml.

Guantes de goma

Jeringas de 10 ml,

Micropipetas (10 — 100 pl y 100 — 1000 pl)
Papel aluminio, papel filtro, papel kraft,
Pastillas magnéticas, pipetas de 1, 2, 5y 10 ml.
Tubos de ensayo de 10 ml, vasos de precipitacion de 80 y 100 ml.
Viales 9mm de 1,5 ml THD

d) Reactivos

Agua destilada desionizada (H20dd)
Metanol grado CLAE.
Acetonitrilo grado CLAE

Acido férmico
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2.4.2. Metodologia experimental.

Analisis fisicoquimicos a la miel

En la figura 6, se muestra el acondicionamiento de la miel, previa evaluacion se realizo la
cosecha de miel cuando el contenido en las celdas de los panales indicaba estado optimo
de madurez y frescura, luego fueron trasladados al laboratorio para el procesamiento,

conservacion y analisis respectivo.

Cosecha de miel madura

v Remocidn de
[ Desoperculado ] opérculos de las
celdas del panal.

l

Centrifugado

[ Filtrado
e \ )

Decantad Separa los restos de cera,
\ ecantado ) polen e impurezas
7 # \ . .

Frascos de vidrio

Envasado 1 Esterilizados de 500

S J L ml

( Preparado de muestras
< > para analisis
L cromatografico -

Preparado de w
muestras para J

analisis

Figura 6. Diagrama de flujo propuesto para la colecta y procesado de miel de abeja

24.21. pH

El valor de pH se determind de acuerdo a la Norma Técnica Peruana (NTP-209.174,
1999) y Métodos Oficiales de Analisis de Alimentos (A.0.A.C., 2003), mediante lectura
directa utilizando un pH-metro marca HANNA INSTRUMENTS Modelo HI2215
Rumania. Para ello se diluyo primero en un matraz 18g de miel con 30 ml de agua

destilada y luego se afiadio agua para enrasar hasta 75 ml.



22
2.4.1.2. Acidez Total

Se determino teniendo en cuenta la Norma Técnica Peruana (NTP-209.174,1999) y
Métodos Oficiales de Analisis de Alimentos (A.O.A.C., 2003), se titulo disolviendo la
miel con agua destilada e hidréxido de sodio (NaOH) 0,05 N y se midi6 con el
potencidémetro hasta obtener un pH 8,5; inmediatamente se agregan 10 ml de NaOH 0,05
N vy se tituld por retroceso con HCI 0,05 N a un pH de 8,3. Se realiz6 un testigo con 75 ml
de agua destilada libre de dioxido de carbono siguiendo los pasos anteriores.

Para calcular la acidez se empled las siguientes formulas:

(V,, — V,)xN,x1000
P

Acidez Libre (—=2y
claez Liore =
kg

meq._ (10N, —V,N;)x1000
kg )= P

Acidez Lactonica (

Acidez Total = Acidez Libre + Acidez lacténica
Siendo:

Vb: Volumen en ml de base consumidos hasta alcanzar pH de 8,50.

Vo: Volumen en ml de base consumidos por 75 ml de agua destilada hasta alcanzar pH de
8,50.

Va: Volumen en ml de acido gastados en la valoracion por retroceso hasta alcanzar pH
8,30.

Nb: Normalidad de la base

Na: Normalidad del &cido

P: Peso, en gramos, de la muestra.

Los resultados son expresados en miliequivalentes de acidez meqg/kg de miel

2.4.1.3. Actividad de agua (aw)

La medicion de los valores de actividad de agua se realizd siguiendo las
condiciones de la Norma Técnica Peruana (NTP-209.171, 1999) y Métodos Oficiales de
Andlisis de Alimentos (A.O.A.C., 2003), a temperatura constante de 25°C, mediante un
analizador automatico higrometro en equipo Rotronic, marca Hygrolab, mediante una
termocupla que indica el valor de aw y la temperatura a la cual se estuvo midiendo. Se
introdujo una muestra de aproximadamente 5 g en una capsula y se realizé medidas a lo
largo del tiempo, hasta llegar a un valor constante. El valor constante que marco el equipo

es el valor de la actividad de agua.
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2.4.1.4. Humedad

Este método se realizd siguiendo las condiciones de la Norma Técnica Peruana (NTP-
209.171, 1999), donde se determind el indice de refraccion de la muestra, utilizando el
refractdbmetro de mano marca ABBE. A una temperatura de 20 °C y obtener el porcentaje
correspondiente de la humedad. De acuerdo a los sélidos solubles en (°Brix) obtenidos se
hace una transformacién empleando una tabla de conversion a indice de refraccion,
obtenido en indice de refraccion se determind en una tabla el porcentaje de humedad
correspondiente que la nos proporciona (Anexo 03 y Anexo 04).
Si la temperatura es diferente de 20 °C se haran las siguientes correcciones:
- Para temperaturas superiores de 20 °C sumar 0,00023 por cada (°C) (NTP
209.168, 1999).
- Para temperaturas inferiores de 20 °C restar 0,0023 por cada (°C) (NTP 209.168,
1999).

2.4.1.5. Solidos solubles

Este método se realiz6 siguiendo las condiciones de la Norma Técnica Peruana (NTP-
209.178, 1999). Los solidos solubles fueron medidos usando un refractdmetro marca

ABBE, expresando el resultado en °Brix.

2.4.1.6. Densidad

El valor de densidad se determind teniendo en cuenta las condiciones que indica la Norma
Técnica Peruana (NTP-209.168, 1999) donde establece el método de ensayo para
determinar la densidad a 27 °C mediante el método de picnometria.

Para calcular la densidad se emplea la siguiente formula:

m, —m
D=
m—m
Siendo:
D : Densidad relativa 27°C/ 27°C
m : Masa del picndmetro vacio, en gramos
my : Masa del picnémetro con agua destilada, en gramos

m2 : Masa del picnémetro con las muestras de miel de abeja, en gramos
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2.4.1.7. Conductividad eléctrica

El valor de conductividad eléctrica se determind teniendo en cuenta las condiciones que
indica la Norma Tecnica Peruana (NTP-209.175, 1999) y Métodos Oficiales de Analisis
de Alimentos (A.O0.A.C., 2003), para ello se utilizé un conductivimetro de marca Ohaus,
modelo Starter3100c, para la determinacion de los valores de acuerdo con el método para
la conductividad eléctrica en miel de abeja (Apis mellifera). Para ello se diluyeron
primero en un matraz 18 ml de miel en 30 ml de agua destilada. A esta solucion se afiadio
agua hasta enrasarla a 75 ml. Y seguidamente se colocd los electrodos del
conductivimetro en la disolucion y se dio lectura de los valores, los resultados fueron

expresados 10 Sxcm™.

2.4.1.8. Cenizas

La medicion de los valores del contenido de cenizas se realizo acorde a las condiciones de
la Norma Técnica Peruana (NTP-209.175, 1999) y Métodos Oficiales de Analisis de
Alimentos (A.O.A.C., 2003), la cual se realiz6 mediante mineralizacion por via seca, 0
calcinacion, la cual consiste en la incineracion de la miel para obtener un residuo no
combustible que corresponde a la ceniza, para la cual se emple6 una mufla a una
temperatura de 600 °C para incinerar la muestra de miel de abeja (Apis mellifera).

Para calcular las cenizas totales se emple6 la ecuacion.

peso de cenizas
) 100

%Solidos de Cenizas = (
peso de muestra

2.4.1.9. Azucares reductores

El valor de azucares reductores se determind teniendo en cuenta las condiciones que
indica el método descrito por la Norma Técnica Peruana (NTP-209.172, 1999) y Métodos
Oficiales de Analisis de Alimentos (A.O.A.C., 2003), Se obtuvo mediante el método de

Fehling, que precipita el 6xido cuproso (Cu20) en presencia de una sustancia reductora.

2.4.2. Analisis Cromatografico

El modo operatorio propuesto para la determinacion del perfil polifenolico en miel
de abeja se indica, mediante el diagrama de flujo en la figura 7.



Acido formico +
H20 Ultra Pura,
hasta llegar a pH=2

Miel

Adicion de
solventes

14,25 mL de
acetonitrilo +
0,75 mL hexano.

25

(15 mL solucion).

5 min en vortex

Agitacion
\
45 min x 60°C
Sonicacion
A
Adicion 7g [ ) 10 min x 7000
de sultafo de Centrifugacion rpma temperatura
magnesio \ # y ambiente
( N\
Extraccion de 25 mL de sobrenadante
sobrenadante (Acetonitrilo-ACN +
\ y acidos fenodlicos)
( N\
. Filtro de
Filtrar membrana PTFE
\, J
Fase movil: 0,1% y

acido formico en agua
ultra pura, ACN

acidificada al 1% con
acido formico.

Inyectar a

Colocar en viales de 1,5
UHPLC

mL de extracto

Figura 7. Diagrama de flujo para determinacidn del perfil polifenolico en miel de abeja

a. Preparacion de la muestra

Los compuestos fendlicos se extrajeron de acuerdo a la metodologia descrita por
Xu & Chang (2009) con modificaciones. Se pesaron 50 mg de miel, se adicion6 20 ml de
una mezcla agua: metanol: &cido acético (54: 45: 1 v/ v/ v). Luego se agitaron durante 30
minutos. Los sobrenadantes se colocaron en tubos Falcon de 25 mL y se centrifugaron
durante 20 min a 3500 RPM. Los sobrenadantes se colocaron en matraces ambar, y se

almacenaron a -25 ° C para su posterior analisis. Los extractos se utilizaron para la
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determinacién de compuestos de acidos fendlicos. Todas las determinaciones se llevaron

por triplicado.

b. Determinacion de acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta resolucion
(UHPLC)

La extraccion de acidos fenolicos se realiz6 de acuerdo a lo mencionado en el item
a. Los extractos concentrados se filtraron utilizando un filtro de 0,2 um luego fueron

analizados por UHPLC (Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiencia).

Analisis de los acidos fenolicos

Los estandares de compuestos fenolicos presentes en las muestras de miel fueron
evaluados por HPLC, se realizd una solucion madre individual de 0,5 mg/mL de los
estandares de compuestos. Las soluciones diluidas, asi como los extractos concentrados se
inyectaron (20 pL) por separado y por triplicado. Para la comparacion y cuantificacion de
los compuestos fenolicos presentes en las muestras de miel, se realizd una comparacion
de los picos formados por las areas de los estandares, asi como sus respectivos tiempos de
retencion. Ademas, para confirmar las identidades de los picos, se realiz6 una mezcla de

todos los patrones junto con la muestra para la eliminacién de posibles interferencias.

El analisis de acidos fenolicos se realizo segin Xu & Chang (2009) con algunas
modificaciones. Se utiliz6 un sistema cromatografico en un UHPLC Dionex Ultimate
3000, Thermo Fisher Scientific, San José, CA, EE. UU., Utilizando una columna Hypersil
GOLD 1,9 um C18 (2), tamafio 100 x 2,1 mm, cromatografia Chromeleon ™ 6,8
Software Data System —CDS, equipado con muestreador automatico XRS y detector de
matriz de diodos / ultravioleta. Se inyectaron 20 ul para cada muestra. El caudal fue de
0,2 ml / min con el siguiente gradiente de disolventes A = H20 + HCOOH 0,1% v/v y
disolventes B = Acetonitrilo — ACN + HCOOH 0,1% : 0 minutos A / B (95/5),
(manteniendo durante 5 minutos), 10 minutos A / B (90/10), 20 minutos A / B (85/15), 25
minutos A / B (70/30), 30 minutos A / B (50/50), 35 minutos A/ B (30/70), 40 minutos A
/ B (30/70), 50 minutos A / B (80/20), 55 minutos A / B (95/5), manteniendo hasta 60
minutos. Los espectros UV / DAD se registraron entre las longitudes de onda utilizadas

fueron 280 nm y 360 nm.



CAPITULO I11

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Georreferenciacion de las zonas de muestreo de la miel de abeja.

En la figura 8, podemos observar la ubicacion georreferenciada de las muestras
recolectadas en la presente investigacion. En la tabla 8, se detalla los valores del sistema
de coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator), nombre de los propietarios,

ubicacion del muestreo.
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Figura 8. Georreferenciacion de la recoleccion de muestras en los apiarios
ubicados en las diferentes localidades.
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Tabla 10
Resumen de la ubicacion georreferenciado del muestreo de mieles de la investigacion.
Ecosistema Apiarios Distrito Provincia Nombre del propietario Altitud UTM
(Caserio) msnm X y
Alto Mayo  Shambuyacu Nva. Rioja Juan Pablo Valdivia Zurita 892 9359593 2347785
Cajamarca
Tumbaro Nva. Rioja Juan Pablo Valdivia Zurita 899 229560,82 9362036,7
Cajamarca
Vista Alegre Nva. Rioja Juan Pablo Valdivia Zurita 917 234199,99 9353876,9
Cajamarca
Bajo Mayo Aguano Chazuta San Luciano Amasifuén Insapillo 199 37325559 9268778
Muyuna Martin
Shilcayo Chazuta San Luciano Amasifuén Insapillo 183 382995,22 9274849,6
Martin
Chazuta Chazuta San Luciano Amasifuén Insapillo 203 374003,27 9272819,2
Martin
Huallaga San Andrés Saposoa Huallaga Walder Ruiz Ollaguez 370 307570 9236861
Central Montevideo Saposoa Huallaga Walder Ruiz Ollaguez 333 304030,2 9237395,8
Shima Saposoa Huallaga Walder Ruiz Ollaguez 321 300032,01 9237599,5

La region San Martin cuenta con una geografia fisica con cadenas montafiosas,
albergando una gran diversidad de ecosistemas, volviéndolo especial para el desarrollo de
la flora y fauna (Lapeyre et al., 2004; Codato, 2015). La figura 8, se observa que la
evaluacion se dio en muestras de mieles de abeja que provienen principalmente de tres
zonas: distrito de Nueva Cajamarca (localidades de Shambuyaco, Tumbaro, Vista
Alegre), distrito de Chazuta (localidades de Aguano Muyuna, Shilcayo, Chazuta), distrito
de Saposoa (localidades de San Andrés, Montevideo, Shima) apiarios del ecosistema de
la cuenca del Alto Mayo, Bajo Mayo y Huallaga Central. Los datos georreferenciales en
esta investigacion comprenden de tres ecosistemas muy inestables con respecto a la zona
climatica en los periodos de recoleccion, esto obedece al principio de origen botanico del
néctar, concentracion de azucares y la actividad microbioldgica generada a partir de la

carga de microorganismos osmotolerantes, bajo condiciones tropicales.

3.2.  Caracteristicas fisicoquimicas de la miel de abeja de diferentes procedencias.

En la tabla 11, se presenta las medias de los compuestos fisico quimico de la miel en
diferentes ecosistemas. Presentan diferencias significada (P<0,05) todos los compuestos a
excepcion de la actividad de agua (P>0,05), esos resultados se deben especialmente a los
ecosistemas donde se recolectaron las muestras presentando condiciones abidticas y
bioticas, ademas depende de otros factores como la raza de abejas, estado fisioldgico,

(Zegarra, 2006), métodos de recoleccién y posibles adulteraciones (Correa, 2015).
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El pH, presenta una excelente estabilidad es decir que se encuentra dentro del rango de
3,53 a 3,72 respondiendo a la presencia de acidos organicos (Ulloa et al., 2010).

La acidez total presenta un rango 29,52 — 30,82%, es un rango aceptable para que los
efectos combinados de su acidez y peroxido ayudan a la conservacion de la miel (Cavia,
2002).

Tabla 11

Composicidn fisico quimico (g/100g) de muestras de miel en diferentes ecosistemas.

Sol.
Ecosistema pH DS Acidez DS Aw DS Hum. DS Solub DS Dens. DS

Alto Mayo 3,53c pop4 3082a 0,85 0,60a 0,03 1940b 0,72 70,88c 1,19 145a 0,03
Bajo Mayo 3,72a 03 2952ab 0,60 0,59a 0,03 20,17b 0,20 74,9la 1,44 142ab 0,02

Huallaga
Cemra? 361b 003 3011b 026 06la 002 2223 099 7335b 0,74 141b 0,02
. Cond. Eléct. .
Ecosistema usiem DS Cenizas DS Fructuosa DS Glucosa DS Sacarosa DS
Alto Mayo 041b 015 016b 004 306lab 1,13 3207b 024 16la 141
Bajo Mayo 0722 011 032a 007 3224a 1,9 3343 041 160a 0,60
Huallaga
Central 0,61a 0,06 0,28a 005 3031b 125 3335a 0,73 0,45b 0,54

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

La densidad se encuentra entre 1,41 — 1,45 g/cm® y la humedad de 19,40 — 22,23%,
estableciendo la dependencia directa, es decir que a mayor densidad menor humedad
(Osorio et al 2017); la cosecha demasiado pronta es un indicar de un incremento de
humedad en la miel (Prost, 1985) también se aprecia que el ecosistema del Huallaga

Central, la miel es mas fluida a comparacion que las demas.

Con respecto a los azucares forma parte mayoritaria de la composicién quimica de la miel
(65,23%), la sacarosa se encuentra por debajo a lo que menciona Piana et al., (1988) que
generalmente es del 3%, mientras tanto fructuosa se encuentra en el rango de 30,31 —
32,24% y la glucosa de 32,07 — 33,35% Yy 64% como azucar invertido, siendo esta menor
(65%) como lo indica la Norma Técnica Peruana (NTP-209.168, 1999).
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Andlisis de Componentes Principales (PCA) de la composicion fisico quimica de las

mieles.

Sobre cada muestra de miel de abeja recolectada se han determinado un conjunto de
variables fisico quimica y como parte de esta investigacion analizaremos la
representacion con un numero menor de variables construidas como combinaciones
lineales que se muestran en la matriz de correlacion del Anexo E, las mismas que fueron

analizadas en software de estadistica Minitab 19.

En la figura 9, representa la grafica de puntuaciones del segundo componente principal
(PC2) versus las puntuaciones del primer componente principal (PC1) de la matriz de
correlacion del Anexo E, indicando una distribucién normal entre las variables por
muestras tomadas de miel de abeja de los apiarios establecidos en cada zona,
agrupandolas por el acceso mas proximo entre las localidades del distrito de Nueva
Cajamarca (Tumbaro, Vista Alegre y Shambuyaco), distrito Chazuta (Shilcayo, Chazuta y
Aguano Muyuna) y distrito de Saposoa (Shima, Montevideo y San Andrés) con

distribucion de los tres ecosistemas bien definidos.
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Figura 9. Gréfica de puntuaciones de las muestras de miel de abeja de las
zonas de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa
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En la Figura 10, es una grafica de influencias que representa los coeficientes de cada
variable fisicoquimico en estudio para el primer componente PC1 versus los coeficientes
para el segundo componente PC2, se observan para los variables fisicoquimicos y en
particular la humedad, glucosa y solidos solubles asociados a un segundo componente
pH, Cenizas, conductividad eléctrica, fructuosa y actividad de agua, mostrando
influencias positivas de miel de abeja en las zonas de muestreo de los distritos de
Chazuta (Shilcayo, Chazuta y Aguano Muyuna) y distrito de Saposoa (Shima,
Montevideo y San Andrés), representando el mayor aporte a la clasificacion en el espacio
factorial PC1 (42,50%) y PC2 (21,40%) de la matriz de correlacion del Anexo E.
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Figura 10. Grafica de las variables activas estudiadas en las muestras de miel de abeja
de las zonas de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa.

3.3.  Perfil polifendlico en miel de abeja procedente de las zonas en estudio por el
método UHPLC

3.3.1. Cuantificacion de componentes fenolicos
Para la cuantificacion de los componentes fendlicos de muestras de la miel de abeja, se
efectud por medio de la comparacion de los picos formados por las areas de los estandares
analiticos y tiempos de retencién (figura 11). Se ratificd las identificaciones de los picos
mediante una mezcla de todos los estandares para evitar las interferencias en el sistema.
En la tabla 12, se presentan los tiempos de retencién y la longitud de onda de los

estandares analiticos expresados en esta investigacion.
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Figura 11. Estandares analiticos de componentes fenélicos con tiempos de retencion

Tabla 12

Longitudes de onda (1), tiempos de retencion de los estandares analiticos de compuestos
fenolicos analizados por HPLC.

o Tiempo de
N° pico Estandares A (nm) retencion (min)
1 Acido galico 280 2,56
2 Catequina 280 11,44
3 Acido clorogénico 280 12,31
4 Acido sinirgico 280 13,97
5 Epicatequina 280 15,97
6 Acido p-coumarico 280 18,20
7 Rutina 280 24,30
8 Coumarina 280 24,82
9 Naringina 280 26,33
10 Quercetina 280 28,95

Los resultados para la determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos en muestras de
miel de abeja de diferentes ecosistemas es dificil hacer la comparacién con los valores de
la literatura ya que estudios previos (Yao et al., 2004 y Dimitrova et al., 2007) han

empleado diferentes condiciones.

3.3.2. Compuestos fenolicos en las mieles.

En latabla 13, se presenta el contenido de compuestos fendlicos encontrados en

diferentes mieles de abeja de diferentes ecosistemas expresado como mg/100 g de


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S1810-634X2014000400008&script=sci_arttext&tlng=en#tab08
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muestra. Se observan que los compuestos fenolicos de catequina (1,22+0,39), acido
clorogénico (1,17+0,65) son los méas sobresalientes. Estadisticamente no presentan
diferencia significativa (P>0,05) los componentes fendlicos de &cido siringico, rutina y
quercetina. Mientras que en las muestras del distrito de Nueva Cajamarca (0,59+0,63) y
el distrito de Chazuta (0,58+0,44) se encuentran por encima en la concentracion de

compuestos fendlicos a comparacion de las muestras del distrito de Saposoa (0,57+0,51).

Asi mismo se aprecia el coeficiente de variacion muestral CV, para cada compuesto
fenolico encontrado en la miel de abeja de las muestras en estudio, de acuerdo a los
intervalos de variabilidad promedio se expresa que las muestras de los distritos de Nueva
Cajamarca (alto mayo), Chazuta (bajo mayo) y Saposoa (Huallaga Central), presentan una
alta variabilidad en concentracion de acido clorogénico y muy baja variabilidad en

concentraciones de &cido galico y la rutina.

Tabla 13

Compuestos fendlicos (mg/100g) de muestras de miel por UHPLC, en diferentes
ecosistemas.

Compuestos fenélicos mg/100g

Ecosistema Af:l_dO cV Catequin Ac@o_ _A_C|d_o cvV Epicatequin cV
galico a Clorogénico Siringico a

Alto Mayo 0,51a Oél 1,59a 0,40 1,75a 0i4 0,49a Oél 0,98a 0(’)2

Bajo Mayo 0,17b Oéo 1,27a 0,11 1,11b 0é4 0,45a 063 0,53b Oéo
Huallaga 0,0 0,4 0,3 0,3
Central 0,10b 5 0,88b 0,31 0,61b 7 0,21a 0 0,41b 7

Compuestos fenélicos mg/100g
Acido p- Naringin
Ecosistema coumaric CV  Rutina CV Coumarina CV 3 g CV  Quercetina CV
0

Alto Mayo ND ND 0,10a 0,12 0,54a OA’rO 0,88a Oéo 0,28a Ol’ll

BijoMayo ND  ND 0082 005 04sa 0 0250 O 0288 OF
Huallaga 0,2 0,1 0,1
Central ND ND 0,03a 0,01 0,07b 6 0,06b A 0,18a 0

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
0< CV<0,1 variabilidad muy baja; 0,1<CV<0,25 baja variabilidad; 0,25<CV<0,4 variabilidad
moderada; 0,4<CV<0,5 alta variabilidad; CV>0,5 variabilidad muy alta; ND: No Detectada.

En mieles peruanas en diferentes fuentes florales, el contenido de acido clorogénico tuvo

estadisticamente el mayor contenido (0,866 mg/kg), seguida del &cido siringico (0,722
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mg/kg) el contenido de coumarico (0,722 mg/kg) y finalmente la rutina (0,121 mg/kg)
(Munoz et al 2014). El perfil de los compuestos fenolicos investigados en mieles crudas y
poliflorales en Letonia mediante un método UHPLCHRMS de multiples clases dirigido
cuantifico simultaneamente 11 &cidos fendlicos, 18 flavonoides, 2 hormonas vegetales y 3
vitaminas hidrosolubles (Rusko et al., 2021), mientras que en la presente investigacion se
priorizo trabajar con 10 componentes fenolicos. El acido p-coumarico presenta valores no
detectadas, esto lo corrobora Biesaga y Pyrzynska (2009), que menciona que era
imposible detectar usando LC-DAD incluso después del paso de limpieza con una
columna SPE empaquetada con sorbente Oasis HLB; ademas menciona que los
compuestos fendlicos mayoritarios son la quercetina (1,20+0,06), &cido siringico
(0,7£0,06) y acido clorogénico (0,5+0,04).
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Figura 12. Diagramas de caja de las concentraciones de compuestos fenolicos.

El contenido de analitos individuales se presenta visualmente en la Figura 12, como
diagramas de caja. Las pruebas ANVA indicaron diferencias estadisticamente
significativas (p de <0,05, p <0,01 y p <0,001) para las concentraciones medias de la
mayoria de los compuestos en las muestras de miel de los distritos de Nueva Cajamarca
(Alto Mayo), Chazuta (Bajo Mayo) y Saposoa (Huallaga Central),. El contenido total de
todos los compuestos fenolicos determinados oscil6 entre 0,07+0,08 mg/100g y
1,22+0,39 mg/100g en muestras de miel respectivamente.
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Andlisis de Componentes Principales (PCA) de compuestos fendlicos

Sobre cada muestra de miel de abeja recolectada se han determinado un conjunto de
variables de compuestos fendlicos y como parte de esta investigacion analizaremos la
representacion con un numero menor de variables construidas como combinaciones
lineales que se muestran en la matriz de correlacion del Anexo F, las mismas que fueron

analizadas en software de estadistica Minitab 19.

En la figura 13, representa la grafica de puntuaciones del segundo componente principal
(PC2) versus las puntuaciones del primer componente principal (PC1) de la matriz de
correlacion del Anexo F, indicando una distribucién normal entre las variables por
muestras tomadas de miel de abeja de los apiarios establecidos en cada zona,
agrupandolas por el acceso mas proximo entre las localidades del distrito de Nueva
Cajamarca (Tumbaro, Vista Alegre y Shambuyaco), distrito Chazuta (Shilcayo, Chazuta 'y
Aguano Muyuna) y distrito de Saposoa (Shima, Montevideo y San Andrés), muestran
poca variacion en la proyeccion, lo que indica que los datos son de buena calidad. Segun
Rusko et al., (2021) indica que la técnica multivariante no supervisada de analisis de
componentes principales (PCA) es una de las mejores herramientas para evaluar la

solidez y estabilidad de las mediciones.

L==""5hilcayo
Ecosistemas 1 ] "
27 ® Alto Mayo ( )
B Bajo Mayo A 1‘"""1\?_;1;-'4'14 /

# Huallaga Central —

1 Shima

- .
Cﬂa:u/ ™ N
e \-‘o"t%-ide-:u
L ]

PCI (30,10%)

-2 \ /
SWa"ﬁa'-..'/{cu San -’-;dnes

-3 ] -1 0 1 2 3
PC1 (42,80%%)

Figura 13. Grafica de puntuaciones de las muestras de miel de abeja
de las zonas de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa.
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En la Figura 14, es una grafica de influencias que representa los coeficientes de cada
variable de compuestos fendlicos en estudio para el primer componente PC1 (42,80)
versus los coeficientes para el segundo componente PC2(30,10), se observan para los
variables de compuestos fendlicos de epicatequina, acido siringico, coumarina, naringina
y catequina, mostrando influencias positivas de miel de abeja en las zonas de muestreo
de los distritos de Chazuta (Shilcayo, Chazuta y Aguano Muyuna) y distrito de Saposoa
(Shima, Montevideo y San Andrés), representando el mayor aporte a la clasificacion en el
espacio factorial PC1 (42,80%) y PC2 (30,10%) de la matriz de correlacion del Anexo F.
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Figura 14. Grafica de las variables activas estudiadas en las muestras de miel de abeja de las
zonas de Nueva Cajamarca, Chazuta y Saposoa

En mieles poliflorales Rusko et al., (2021) encontr6 PC2 (12,14%) y PC1 (16,12%)
representd graficamente la relacion con el valor medio global para cada analisis
individual en todas las muestras de miel; al diferenciar con nuestros resultados el grado de
correlacion fue superior, indicando la calidad de los datos procesados.

Cabe sefialar que ambos graficos muestran la contribucién de los individuos y las
variables en los dos primeros componentes principales, mostrando asi la importancia de
cada individuo y variable (Abid et al 2015). Mientras tanto Vela (2017), en evaluaciones

de componentes fenolicos en frijoles presento PC1 (34,2%) y PC2 (28,8%).
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Comparacion de contenido de polifenoles en miel de abeja con otros productos
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6 Guayaba
. ) 2Uva 3Uva Agria
1
CompUestos ( :\A Iieslrgglzlii?‘gjrz (Borgofia (Borgoiia 4 Arandanos  ° Arandanos  (Psidium
pu P Blanca) Blanca) pulpa frescos araca)
fenolicos L)
ma/100 mg/g de mg/g de mg/100 g mg/100 g mg/100 g
9/1o%9 pulpa cascara de fruta
fresca
Acido galico 0,26 0,20 33,30 379 358,7 385,39
Catequina 1,24 ND ND ND ND 133,73
Acido 1,15 ND ND ND ND 8,42
Clorogénico
Acido Siringico 0,38 ND ND ND ND ND
Epicatequina 0,64 ND ND ND ND ND
Acido p-
coumarico ND ND ND ND ND 27,43
Rutina 0,07 ND ND ND ND ND
Coumarina 0,35 ND ND ND ND ND
Naringina 0,39 ND ND ND ND ND
Quercetina 0,24 ND ND ND ND ND
Acido Elagico ND ND ND ND ND 52,86

ND: no detectado por el metodo

En la tabla 14 se puede apreciar los resultados de la cuantificacién del contenido de

polifenoles de la miel de aveja Apis mellifera L en comparacion con otros productos

como la uva (Borgofia Blanca) tanto para la pulpa y cascara estudiado mediante el ensayo

de Folin-Ciocalteu, para el calculo de la cantidad de fenoles totales fue 0,22 mg Equiv.

Ac. Galico/g de pulpa y 33,3 mg Equiv. Ac. Galico/g de cascara (Vicente, 2019).

De igual forma el producto pulpa de arandanos, V. Corymbosum L., (73% fruta) tiene una

concentracion de 379 mg Equiv. Ac. Gélico/100g y Los arandanos frescos, V.

Corymbosum L., analizados en éste estudio se cultivan en Huelva (Espafia) y presentan

una concentracion de 358.7 mg Equiv. Ac. Galico/100g. La pulpa de arandanos es un

producto de facil consumo y se le puede considerar como una opcién para incluir ésta

fruta en la alimentacion de los nifios (Anticona et al., 2016).

El contenido de fenoles determinados por HPLC para la guayaba agria fue mayor a los

reportados para la guayaba comun y superior al contenido reportado para frutas de alta

ingesta como la granadilla, la papaya y la manzana (Fu et al., 2011: Contreras — Calderon
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et al., 2010). Los taninos condensados, proantocianidinas y procianidinas son polimeros
formados por unidades de flavan-3-ol (catequina, epicatequina, antocianinas) y se
caracterizan por conferirle astringencia a los frutos; los taninos condensados de la
guayaba agria constituyen el 42,6% de los polifenoles totales de este estudio; y puede ser

la raz6n del gran sabor astringente del fruto (Zapata, 2013).

Los acidos fendlicos que tienen interés terapéutico son todos aquellos derivados del acido
benzoico o del acido cindmico como el cafeico, feralico, p-cumarico, elagico; los cuales
poseen gran habilidad para neutralizar especies reactivas de oxigeno. Los acidos fenélicos
encontrados en la guayaba agria son presentados en la Tabla 14, se destaca el alto
contenido de &acido eldgico. Resultados similares se han encontrado en otras especies del
género Psidium (Gutierrez et al., 2008). Algunos autores afirman que el &cido elagico
tiene como funcidn detectar y restaurar células carentes del gen P53, gen encargado de la
apoptosis y del control de la proliferacion celular responsable del cancer; en general los

acidos fendlicos poseen actividad anticancerigena (Wiseman, 2008)
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CONCLUSIONES

Se logré georreferenciar las muestras de miel de abeja de las tres zonas en estudio:
distrito de Nueva Cajamarca (localidades de Shambuyaco, Tumbaro, Vista Alegre),
distrito de Chazuta (localidades de Aguano Muyuna, Shilcayo, Chazuta), distrito de
Saposoa (localidades de San Andrés, Montevideo, Shima) apiarios del ecosistema
de la cuenca del Alto Mayo, Bajo Mayo y Huallaga Central comprendidos en la

Region San Martin.

Sobre las valorizaciones fisico-quimicas de la miel de abeja se presentan diferencias
significativas (P<0,05) para todos los compuestos a excepcion de la actividad de
agua (P>0,05). La composicion fisico quimica se determin6 en el pH en el rango de
3,53 a 3,72; la acidez total en 29,52 — 30,82%; densidad en 1,41 — 1,45 glcm®y la
humedad de 19,40 — 22,23%, fructuosa se encuentra en el rango de 30,31 — 32,24%
y la glucosa de 32,07 — 33,35% y 64% como azucar invertido, conductividad
eléctrica de 0,41 — 0,72 puS/cm, solidos solubles de 70,88 — 74,91%, cenizas de 0,16
— 0,32%. Finalmente, los Analisis de Compuestos Principales de las variables
fisico-quimica, manifiesta que al menos ocho componentes principales (humedad,
glucosa y solidos solubles asociados a un segundo componente pH, Cenizas,
conductividad electrica, fructuosa y actividad de agua) contribuyeron a la
clasificacion correlacionando con la zona geogréfica; se evidencia que propiedades
de mieles de los distritos de Chazuta y Saposoa muestran valores muy comunes

para efectos de clasificacion.

Los compuestos fenolicos de catequina (1,22+0,39), acido clorogénico (1,17+0,65)
son los méas sobresalientes. Estadisticamente no presentan diferencia significativa
(P>0,05) los componentes fendlicos de acido siringico, rutina y quercetina con los
demas. Mientras que en las muestras del distrito de Nueva Cajamarca (0,59+0,63) y
el distrito de Chazuta (0,58+0,44) se encuentran por encima en la concentracion de
compuestos fendlicos a comparacion de las muestras del distrito de Saposoa
(0,57+0,51). El 4cido coumarico no se detectd por presentarse por debajo del limite
de deteccién del equipo cromatogréfico; Finalmente, los Analisis de Compuestos
Principales de las variables de compuestos fendlicos se observan para los

compuestos fendlicos de epicatequina, acido siringico, coumarina, naringina y
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catequina, mostrando influencias positivas de miel de abeja en las zonas de
muestreo de los distritos de Chazuta (Shilcayo, Chazuta y Aguano Muyuna) y
distrito de Saposoa (Shima, Montevideo y San Andrés), representando el mayor
aporte a la clasificacion en el espacio factorial PC1 (42,80%) y PC2 (30,10%) de la

matriz de correlacion del Anexo F.
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RECOMENDACIONES

El rendimiento del método podria mejorarse significativamente incorporando el uso

de estandares internos.

Realizar estudios méas profundos, mediante el uso de LC-Ms/Ms para determinar y
cuantificar los componentes fendlicos existentes en las mieles de los tres (03) 0 mas

ecosistemas.

Utilizar técnicas de extraccion de compuestos fendlicos por extraccion de fluidos
super critico o cromatografia preparativa.
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Anexo A.

Agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% del

analisis fisico quimico de las muestras de mieles analizadas.

Ecosistema N Media  Agrupacioén (pH)
Bajo Mayo 9 3,72333 A
Huallaga Central 9 3,60778 B
Alto Mayo 9 3,52667 C
Ecosistema N Media Agrupacion (Acidez)
Alto Mayo 9 30,8200 A
Huallaga Central 9 30,1056 A B
Bajo Mayo 9 29,5178 B
Ecosistema N Media Agrupacion (Aw)
Huallaga Central 9 0,611111 A
Alto Mayo 9 0,597778 A
Bajo Mayo 9 0,586667 A
Agrupacion
Ecosistema N Media (Humedad %)
Huallaga Central 9 22,2300 A
Bajo Mayo 9 20,1733 B
Alto Mayo 9 19,4022 B
Agrupacion (Sélidos
Ecosistema N Media solubles%)
Bajo Mayo 9 74,9067 A
Huallaga Central 9 73,3533 B
Alto Mayo 9 70,8772 C
Agrupacion
Ecosistema N Media (Densidad%)
Alto Mayo 9 1,45000 A
Bajo Mayo 9 1,42444 A B
Huallaga Central 9 1,41889 B ..
Agrupacion
(Conductividad
Ecosistema N Media eléctrica US/cm)
Bajo Mayo 9 0,718767 A
Huallaga Central 9 0,614711 A
Alto Mayo 9 0,409544 B



Agrupacion
Ecosistema N Media (Cenizas%)
Bajo Mayo 9 0,321111 A
Huallaga Central 9 0,284444 A
Alto Mayo 9 0,162222 B
Agrupacién
Ecosistema N Media (Fructuosa%o)
Bajo Mayo 9 32,2356 A
Alto Mayo 9 30,6144 A B
Huallaga Central 9 30,3100 B
Agrupacion
Ecosistema N Media (Glucosa%o)
Bajo Mayo 9 33,4267 A
Huallaga Central 9 33,3478 A
Alto Mayo 9 32,0689 B
Agrupacion
Ecosistema N Media (Sacarosa%o)
Alto Mayo 9 1,61444 A
Bajo Mayo 9 1,60222 A
Huallaga Central 9 0,45556 B
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Analisis de Varianza del analisis fisico quimico de las mieles

Anexo B.

pH
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 0,17583 0,087915 74,94 0,000
Error 24 0,02816 0,001173
Total 26 0,20399
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0342513  86,20% 85,05% 82,53%

Acidez total
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 7,655 3,8275 10,00 0,001
Error 24 9,190 0,3829
Total 26 16,845
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,618815 45,44% 40,90% 30,95%
Aw
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Ecosistema 2 0,002696 0,001348 1,97 0,162
Error 24 0,016444 0,000685
Total 26 0,019141
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0261760 14,09%

6,93% 0,00%

MC Ajust.  Valor F Valor p

Humedad
Fuente GL SC Ajust.
Ecosistema 2 38,46
Error 24 12,36
Total 26 50,82

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,717529 75,69% 73,66% 69,23%

19,2312 37,35 0,000
0,5148
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Solidos s6lidos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Ecosistema 2 74,34 37,171 27,50 0,000
Error 24 32,44 1,352
Total 26 106,78
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1,16256 69,62% 67,09% 61,55%
Densidad
Fuente GL  SCAjust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 0,004956 0,002478 4,68 0,019
Error 24 0,012711 0,000530
Total 26 0,017667

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0230137 28,05% 22,05% 8,94%

Conductividad eléctrica

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Ecosistema 2 0,4456 0,22281 17,30 0,000

Error 24 0,3091 0,01288

Total 26 0,7547

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,113483 59,05% 55,63% 48,17%
Cenizas
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valor p
Ecosistema 2 0,12459 0,062293 21,65 0,000
Error 24 0,06907 0,002878
Total 26 0,19365

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0536449 64,33% 61,36% 54,86%




Fructuosa
Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Ecosistema 2 19,29 9,643 4,33 0,025
Error 24 53,49 2,229
Total 26 72,78
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1,49290 26,50% 20,37% 6,98%
Glucosa
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 10,456 5,2280 20,87 0,000
Error 24 6,012 0,2505
Total 26 16,468
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,500510 63,49% 60,45% 53,79%
Sacarosa
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 7,974 3,9870 4,53 0,021
Error 24 21,121 0,8801
Total 26 29,095
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,938114 27,41% 21,36% 8,12%
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Anexo C.
Agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% de los

componentes fendlicos de la miel

Agrupacion (Ac.

Ecosistema N Media Galico)
Alto Mayo 9 0,514444 A
Bajo Mayo 9 0,170000 B
Huallaga Central 9 0,100000 B
Agrupacion
Ecosistema N Media (Catequina)
Huallaga Central 9 1,58589 A
Alto Mayo 9 1,26722 A
Bajo Mayo 9 0,88022 B
Agrupacion (Ac.
Ecosistema N Media Clorogénico)
Alto Mayo 9 1,75111 A
Bajo Mayo 9 1,11344 B
Huallaga Central 9 0,61244 B
Agrupacion (Ac.
Ecosistema N Media Sinérgico)
Huallaga Central 9 0,487222 A
Bajo Mayo 9 0,447111 A
Alto Mayo 9 0,212444 A
Agrupacion
Ecosistema N Media  (Epicatequina)
Bajo Mayo 9 0,977667 A
Huallaga Central 9 0,525889 B
Alto Mayo 9 0,412333 B
Agrupacion
Ecosistema N Media (Cumarico)
Alto Mayo 9 1,25178 A
Huallaga Central 9 0,80611 B
Bajo Mayo 9 0,79767 B
Agrupacion
Ecosistema N Media (Rutina)
Alto Mayo 9 0,101333 A
Bajo Mayo 9 0,075556 A
Huallaga Central 9 0,025889 A



Agrupacion

Ecosistema N Media  (Quercetina)
Alto Mayo 9 0,278889 A
Bajo Mayo 9 0,276111 A
Huallaga Central 9 0,183333 A
Agrupacién
Ecosistema N Media  (Coumarina)
Huallaga Central 9 0,535556 A
Bajo Mayo 9 0,445556 A
Alto Mayo 9 0,070000 Agrupacion
Ecosistema N Media (Naringina)
Huallaga Central 9 0,880667 A
Bajo Mayo 9 0,251000 B
Alto Mayo 9 0,063889 B



Anexo D.

Analisis de Varianza

Acido Galico.
Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF  Valorp
Ecosistema 2 0,8859 0,442959 59,25 0,000
Error 24 0,1794 0,007476
Total 26 1,0653
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0864634 83,16% 81,75% 78,68%
Catequina.
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp
Ecosistema 2 2,248 1,12392 12,03 0,000
Error 24 2,243 0,09345
Total 26 4,491
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,305693 50,06% 45,89% 36,79%
Acido clorogénico
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF Valor p
Ecosistema 2 5,863 2,9313 14,69 0,000
Error 24 4,788 0,1995
Total 26 10,650
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,446648 55,05% 51,30% 43,10%
Acido Siringico
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 0,3965 0,19827 2,80 0,081
Error 24 1,6982 0,07076
Total 26 2,0948
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,266005 18,93% 12,17% 0,00%
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Epicatequina
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Ecosistema 2 1,610 0,80490 11,92 0,000
Error 24 1,621 0,06754
Total 26 3,231
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,259884 49,83% 45,65% 36,50%
Rutina
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Ecosistema 2 0,02647 0,013235 2,45 0,107
Error 24 0,12953 0,005397
Total 26 0,15599
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0734635 16,97% 10,05% 0,00%
Coumarina
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Ecosistema 2 1,098 0,54883 12,58 0,000
Error 24 1,047 0,04361
Total 26 2,144
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,208830 51,19% 47,12% 38,22%
Naringina
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Ecosistema 2 3,2958 1,64792 43,48 0,000
Error 24 0,9097 0,03790
Total 26 4,2056
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,194691 78,37% 76,57% 72,62%
Quercetina
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Ecosistema 2 0,05324 0,02662 1,15 0,334
Error 24 0,55658 0,02319
Total 26 0,60982
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,152285 8,73% 1,12% 0,00%

57



Anexo E.

58

Andlisis de los valores y vectores propios de la matriz de correlacion para el andlisis fisico quimico

Valor propio 4,6743 2,3495 1,5480 0,9897 0,7843 0,3606 0,2858 0,0078 0,0000 0,0000

Proporcion 0,425 0,214 0,141 0,090 0,071 0,033 0,026 0,001 0,000 0,000
Acumulada 0,425 0,639 0,779 0,869 0,941 0,973 0,999 1,000 1,000 1,000
Valor propio -0,0000

Proporcién -0,000

Acumulada 1,000

Vectores propios

Variable PCl1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8
pH 0,390 0,060 -0,206 -0,264 -0,265 -0,504 0,010 0,034
Acidez total -0,382 -0,107 0,033 -0,396 -0,310 -0,115 -0,429 0,298
Aw 0,011 0,288 0,641 -0,092 0,347 -0,307 -0,330 0,270
Humedad 0,212 -0,463 0,286 0,078 0,363 0,352 -0,154 -0,012
Solidos solubles 0,364 -0,103 -0,419 -0,119 0,102 0,308 -0,303 0,550
Densidad -0,244 0,337 -0,017 -0,553 0,222 0,364 0,476 0,215
Conductividad eléctrica uS/cm 0,376 0,278 0,198 -0,289 -0,085 0,149 -0,025 -0,408
Cenizas 0,391 0,149 0,197 -0,168 -0,348 0,339 -0,187 -0,099
Fructuosa 0,202 0,467 0,065 0,520 -0,122 0,027 0,187 0,460
Glucosa 0,359 -0,250 -0,024 -0,238 0,371 -0,384 0,344 0,113
Sacarosa -0,039 0,430 -0,452 0,030 0,491 -0,054 -0,421 -0,298
Variable PC9 PC10 PCl1

pH -0,623 -0,104 -0,086

Acidez 0,080 -0,075 0,539

Aw -0,001 0,085 -0,307

Humedad -0,496 -0,167 0,317

Solidos solubles 0,115 0,329 -0,217

Densidad -0,226 -0,119 -0,029

Conductividad eléctrica uS/cm 0,066 0,576 0,356

Cenizas 0,257 -0,617 -0,174

Fructuosa -0,061 -0,077 0,442

Glucosa 0,469 -0,201 0,276

Sacarosa -0,016 -0,260 0,175

Anexo F. Andlisis de los valores y vectores propios de la matriz de correlacion para el perfil de &cidos

fendlicos.

Valor propio 3,8525 2,7056 1,2598 0,5183 0,3280 0,2384 0,0671 0,0303 -0,0000

Proporcion 0,428 0,301 0,140 0,058 0,036 0,026 0,007 0,003 -0,000
Acumulada 0,428 0,729 0,869 0,926 0,963 0,989 0,997 1,000 1,000
Vectores propios

Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9
Acido galico -0,424 -0,238 -0,250 0,259 0,036 0,296 -0,250 -0,694 -0,023
Catequina 0,281 -0,485 -0,000 -0,005 -0,009 0,418 0,541 -0,039 0,467
Acido clorogénico -0,370 -0,268 0,096 -0,577 0,527 0,070 0,205 0,063 -0,348
Acido sinirgico 0,156 0,470 -0,383 -0,217 0,543 -0,033 -0,053 -0,182 0,478
Epicatequina 0,009 0,570 -0,045 -0,191 -0,318 0,469 0,405 -0,207 -0,328
Rutina -0,405 0,196 -0,072 0,629 0,327 0,158 0,307 0,414 -0,001
Coumarina 0,393 0,057 0,457 0,148 0,363 0,531 -0,413 0,030 -0,162
Naringina 0,466 -0,093 -0,134 0,309 0,287 -0,360 0,342 -0,335 -0,469
Quercetina -0,212 0,199 0,740 0,065 0,065 -0,275 0,234 -0,389 0,280




Anexo G.

Ficha de recoleccion de muestras

TRES ZONAS DE LA REGION SAN MARTIN"

FICHA DE RECOLECCION DE MUESTRAS
p;"n\‘-‘u‘ 2

FECHA
i
f
Naombres y Apellidos Ul ALb:Q g2 Ou PHUE 2
| ¢ MLPAGY

Lo 00 g4 IC

DATOS PERSONALES DEL APICULTOR

Edad 59

Nombre de la asociacion{si pertenece)

PRCSLICR e Pt

Teléfono s Direccion AP CN

1. ZONA DE RECOLECCION

Lugar de Muestreo Cen

“CARACTERIZACION FISICO QUIMICA Y DETERMINACION DEL
PERFIL POLIFENOLICO DE MIEL DE ABEJA (Apis mellifera L..) EN

[ 26 - 072017
Heea: ©F 0cam

YNOMNTEVIDTO *
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: & M) ooy A X: 304 020 2 OC
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l
Observaciones [
|
Il. Datos del Responsable de investigacién
Nombres y Apellidos Jose Antonio NAZA I 280gRDo
! : . |
DNI n3329489 | Edad 23
: =
Facultad de
Ingenieria
Agro Industrial
Tarapoto
cién - FIA Firma y Huella del apicultor
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APBRIO 03

I.  DATOS PERSONALES DEL APICULTOR
Nombres y Apellidos

Weepee Rz Otapuer _
DNI 00847052  |Edad | 52 ARos

Nombre de la asociacion(si pertenece) A P‘ COLIOR  MADEPENDIE M"é -
Teléfono I 7 — Direccién | gAPocon 3
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, X: %00 022 .008
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Il. Datos del Responsable de investigacion
Nombresy Apellidos = S0se ANTOmwo  YIRZA T 2ewmER
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‘;’ f) Facuitad de

Ingenieria
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APRRCO NO o2

I.  DATOS PERSONALES DEL APICULTOR
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DNI . ’()11'2‘3 1Y _[Edad I St
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Distrito |CWA2LTA Provincia [etm MARTIN | Regidn jsmu MARTIN "J
X: 362 99%5.216 =
Altitud 1932 mshm Ut™ v:9234 849 - se6 !
- 1
| [

Observaciones J

Ill. Datos del Responsable de investigacién
Nombres y Apellidos [ Nose Anonio YRZA  T2ewgRDO
DNI | 433294 89 | Edad |




“CARACTERIZACION FISICO QUIMICA Y
PERFIL POLIFENOLICO DE MIEL DE ABEJA (Apis m:
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Agro Industrial
Tarapoto
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PERFIL POLIFENOLICO DE MIEL DE ABEJA (Apis |
TRES ZONAS DE LA REGION SAN MAR

FICHA DE RECOLECCION DE MUESTRAS
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“CARACTERIZACION FiSICO QUIMICA Y DETERMINACIC
PERFIL POLIFENOLICO DE MIEL DE ABEJA (Apis mellifera L.)
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PERFIL POLIFENOLICO DE MIEL DE ABEJA (Apis
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Anexo H.

Fotos de la Investigacion




Apicultores colaboradores para la presente investigacion

Muestras de miel en diferentes locales

Y R /
Equipo de Cromatografia Liquida, UHPLC.
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