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RESUMEN

La composicion de la miel depende del origen floral de las mismas, que a su vez esta definido por la region
geografica de la cual procede. Seria entonces posible discriminar las mieles segin su contenido de
antioxidantes. Esto permitiria ofertar al mercado de productos con caracteristicas distintivas de mayor
cotizacion para su venta. En el presente trabajo, se evaluo la capacidad antioxidante de mieles de 3 regiones
fitogograficas de Buenos Aires (Oriental, Talar y Paranaense) y de mieles obtenidas en la region Andino-
Patagdnica. El contenido de compuestos fenolicos se determind por la técnica de Folin, mientras que el
contenido de antioxidantes se cuantific6 mediante distintos ensayos: FRAP, ABTS y DPPH. Los resultados
indicaron que en general el mayor contenido de antioxidantes lo presentaban las mieles de la region Andino
Patagdnica. El contenido de compuestos fendlicos se puedo relacionar con la actividad antioxidante
encontrada a partir de los ensayos de FRAP y DPPH, pero no con el ensayo de ABTS. El analisis
discriminante lineal indicd que las mieles de la region Andino Patagénica y la region de Buenos Aires
Oriental se diferencian por su capacidad antioxidante, lo que permitiria aumentar el valor del mercado de
estos productos.
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ABSTRACT

Honey composition is strongly associated to its botanical origin which is closely related to the geographical
area of production. Honey antioxidant content could be used to classify honey according to its geographical
origin. Honey samples from 4 different regions of Argentina were collected: 3 from Buenos Aires (Oriental,
Talar and Paranaense) and one from Patagonia Andina. The antioxidant capacity was determined by different
assays (DPPH, ABTS and FRAP), the total phenolic content (TPC) was also evaluated. Honeys from
Patagonia Andina showed a slightly higher antioxidant capacity when compared to samples from different
regions. Moreover, the antioxidant capacity determined by DPPH and FRAP showed a good correlation with
the TPC. Lineal discriminant analysis showed that honeys from Buenos Aires Oriental and Patagonia Andina
regions could be correctly classified by their antioxidant activity and TPC.

Keywords: Antioxidants, Honey, Patagonia Andina, Buenos Aires province

INTRODUCCION

El c6digo Alimentario Argentino en su capitulo X define la miel como “el producto dulce elaborado por las
abejas obreras a partir del néctar de las flores o de exudaciones de otras partes vivas de las plantas o
presentes en ellas”. Argentina es un importante productor a nivel mundial, y es el segundo pais exportador
después de China. Sin embargo, casi la totalidad de la produccién Argentina de miel se basa en la venta de
esta como un commodity (producto a granel indiferenciado). Sin embargo, la tipificacion de la miel de
acuerdo a la region donde fue producida podria contribuir a abrir la produccion a nuevos mercados en donde
el producto se cotice mejor por su diferenciacion. Actualmente productos con estas caracteristicas son
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altamente cotizados, y podrian significar un incremento de un 15 a un 30% en la cotizacién de venta de las
mieles (Plan estratégico apicola 2016).

La Argentina est4 dividida en regiones fitogeograficas con caracteristicas particulares, estudios previos han
demostrado que las mieles de estas regiones podrian diferenciarse por su origen geografico mejor que por su
origen floral (Patrignani et al. 2016). Para poder lograr esta diferenciacion es indispensable establecer los
parametros botdnicos, fisicoquimicos y/o organolépticos indicadores de su origen.

La composicion de la miel es compleja: el principal componente de la miel son los azicares (fructosa,
glucosa, sacarosa, y otros azicares superiores) (80%), mientras que el contenido de agua ronda el 17%,
(Baldi 2010). Entre los componentes minoritarios se encuentran los minerales (0,17%), compuestos
nitrogenados (0,04%), y en menor medida acidos libres, lactonas, etc (Baldi 2010). Ademas, la miel contiene
gran variedad de compuestos fenolicos. Los cuales poseen un anillo aromatico y uno o mas grupos hidroxilo
en su estructura (da silva et al. 2016). El interés particular en los compuestos fendlicos es su acciéon como
antioxidantes, ya que captan radicales libres inhibiendo la peroxidacion lipidica (da silva et al. 2016).
Ademas su presencia se ha relacionado con propiedades benéficas para la salud como propiedades
anticancerigenas, anti-inflamatorias, antiaterogénicas, antitromboticas en incluso la modulacion de la
respuesta inmune (Estevinho et al. 2008). Estos efectos han dado un nuevo impulso al consumo de miel
como endulzante natural, ya que existe una creciente demanda por productos sanos y beneficiosos para la
salud (Patrignani et al. 2016).

Considerando todo esto, el presente trabajo tiene como objetivo contribuir a la busqueda de marcadores que
permitan la regionalizacion de las mieles argentinas a partir de su la capacidad antioxidante y contenido de
compuestos fenolicos totales (CFT). En el presente trabajo se analizaron mieles de distintas regiones de la
provincia de Buenos Aires (en donde se centraliza més de la mitad de la produccion) y de mieles obtenidas
en la region Andino-Patagonica (una region productora en pleno desarrollo).

MATERIALES Y METODOS

Las mieles analizadas fueron recolectadas directamente de productores. De la provincia de Buenos Aires, se
analizaron mieles de tres de sus siete regiones fitogeograficas: region Paranaense (6 muestras), Provincia del
Espinal distrito del Talar (6 muestras) y de la provincia Pampeana, distrito oriental (6 muestras). Se
analizaron ademas 6 muestras de productores de la region Andina Patagonica Argentina ubicada al sur de la
de nuestro pais (Figura 1). Si bien esta region ha aumentado su nivel de produccion, el contenido de
antioxidantes de estas mieles no ha sido evaluado aun.
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Figura 1. Regiones de recoleccion de mieles.

Preparacion de las muestras
Para la determinacion de la capacidad antioxidante, se pesaron 10,000 g de miel, se disolvieron con agua
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destilada y se llevo a un volumen final de 25 ml en matraz aforado.

Contenido de fenoles totales (CFT)

El método de Folin-Ciocalteau fue utilizado para determinar el contenido de fenoles en las muestras de miel.
Se agrego6 agua destilada (2300 ul) y 50 ul del reactivo de Folin a 50 pl de la muestra de miel preparada
como se describié previamente. Se mezcld por agitacion y 2 min después se agregaron 100 pl de Na>COs
20% en NaOH 0,1 M. La mezcla se dejo reposar durante una hora en oscuridad. Pasado ese tiempo, se midio
la absorbancia a 750 nm, en un espectrofotometro Hitachi U-1900, Tokio, Japon. Paralelamente se realizd
una curva patron con acido galico (250 pg/ml) y los resultados se expresaron como mg de acido galico/Kg de
miel (Escuredo et al. 2013). Todas las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

Ensayo de DPPH

Se evalu6é la capacidad de captacion de radicales por medio del ensayo de DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo) descripto por Brand-Williams et al. (1995). Se colocaron 0,025 ml de la muestra y 1,475 ml
de una solucion de DPPH recién preparada. Los resultados se expresaron como pg Trolox/mg de miel. Las
determinaciones se realizaron por duplicado para cada muestra.

Ensayo de FRAP

La capacidad antioxidante total de las muestras de miel se determind por medio del ensayo desarrollado por
Benzie y Strain (1996). Para la determinacion se colocaron 100 uL de la muestra o su respectiva dilucion y
se agregaron 0,9 mL de reactivo de FRAP recién preparado. Los resultados se expresaron como ug
Trolox/mg de miel. Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada muestra.

Ensayo de ABTS

La determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de ABTS se realiz6 segln la técnica de Re
et al. (1999). Se colocaron 12 pL de la muestra y 1 ml de solucion de ABTS recién preparada. Los resultados
se expresaron como pg TRolox/mg de miel. Cada una de las determinaciones se realizé por duplicado.
Analisis estadistico

Se determinaron las minimas diferencias significativas entre las muestras (LSD) y se compararon los
promedios a un nivel de 95% (p < 0,05) utilizando el test de Fisher. Las muestras se clasificaron de acuerdo a
su origen geografico.

La interdependencia de las variables relacionadas con la capacidad antioxidante (CFT, antioxidantes por
DPPH, ABTS y FRAP) se evalué por medio de un andlisis de componentes principales. A partir de esta
herramienta estadistica se pueden construir ejes artificiales (los componentes principales) y obtener graficos
(denominados biplots) que permiten visualizar las observaciones y variables en un mismo espacio,
identificando sus asociaciones. En estos graficos los puntos indican las observaciones y las variables son
graficadas como vectores desde el origen. Si la direccion de una observacion se corresponde con la direccion
de una variable, entonces se puede interpretar que esa observacion presenta valores altos de esa variable. Por
otro lado, el biplot también ofrece informacion sobre la relacion entre las variables de acuerdo a los angulos
entre los vectores que las representan: angulos de 90° entre dos variables indican que éstas no estan
correlacionadas, mientras que angulos de 0° indican que las variables estan fuertemente correlacionadas en
forma postiva (de igual modo, un angulo de 180° indica que las variables estan correlacionadas de manera
negativa) (Balzarini et al. 2008).

Adicionalmente se realiz6 un analisis discriminante lineal (LDA por sus siglas en inglés) para comprobar si
es posible discriminar las muestras segun su origen geografico a partir de las variables analizadas. Este
analisis permite la representacion de las observaciones en un espacio en donde las diferencias entre los
grupos son maximas (Balzarini et al. 2008).

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software estadistico Infostat (Universidad
Nacional de Cordoba, Coérdoba, Argentina)

RESULTADOS Y DISCUSION
La miel es considerada una importante fuente de antioxidantes con numerosas propiedades beneficiosas
(Gheldof y Engeseth, 2002). Los efectos terapéuticos de la miel en muchos casos se han relacionado con la
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presencia de antioxidantes, como compuestos fenolicos y flavonoides (Alvarez-Suarez et al. 2013). Otros
autores, también han indicado que la capacidad antioxidante de las mieles podria estar relacionada con el
contenido de minerales, ya que podrian actuar como donores de electrones (Chua et al. 2013, Sant’Ana et al.
2012).

En el presente trabajo se determind el contenido de antioxidantes de mieles argentinas recolectadas en las
distintas regiones mediante las técnicas de ABTS, DPPH y FRAP. Ademas se el CFT se evalué mediante la
técnica de Folin-Ciocalteau. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 1.
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Tabla 1. Contenido de antioxidantes y CFT en mieles argentinas medidos por distintas técnicas

CFT ABTS DPPH FRAP

(pg galico/g)  (ug Trolox/mg) (pug TROLX/mg) (pg TROLX/mg)
Patagonia Andina 825,3+166,6°  0,60+0,2° 0,29+0,15" 0,41+0,17°
Buenos Aires Talar 821,5+160,2°  0,35+0,2? 0,27+0,122 0,43+0,16°
Buenos Aires Oriental 601,6+72,32 0,18+0,12 0,15+0,04* 0,19+0,062
Buenos Aires Paranaense  760,2+151,6% 0,32+0,5% 0,22+0,04 0,34+0,05®

Supraindices iguales en la misma columna indican que las medias no se diferencian significativamente
(P >0,05).

Se encontraron diferencias significativas en el contenido de antioxidantes determinado por las técnicas de
ABTS, FRAP y DPPH (P < 0,05). Por otro lado, el ensayo de Folin-Ciocalteu, también mostrd diferencias
significativas en el CFT entre mieles de distintas zonas (P < 0,05). En general el mayor contenido de
antioxidantes pareciera encontrarse en las mieles de la region Andino Patagoénica, mientras que las mieles de
la region oriental de Buenos Aires, presentaron los menores valores.

El contenido de compuestos fenolicos fue similar al obtenido por nuestro grupo de trabajo en mieles de la
provincia de Buenos Aires cosechadas en afios anteriores (Patrignani et al. 2016). Por otro lado, el contenido
de antioxidantes cuantificado en las mieles argentinas se compard con valores de referencias bibliograficas.
Se encontré que el contenido de compuestos fenolicos fue superior al obtenido por Beretta et al. (2005) en
mieles multiflorales de Italia, pero similares (e incluso levemente inferiores) a los obtenidos en mieles
portuguesas por Alves et al. (2013). Por otro lado, los resultados de Isla et al (2011) sobre mieles del
noroeste argentino, mostraron que en general esas mieles presentaban un contenido de compuestos fenolicos
que no superaba los 400 mg de galico/Kg de miel, valor muy inferior al obtenido en nuestro trabajo.

El contenido de antioxidantes determinado por la técnica de FRAP fue superior al encontrado en mieles de la
provincia de Buenos Aires de cosechas anteriores (Patrignani et al. 2016) y superior a los informados en
trabajos de mieles de Brasil; pero resultaron ser inferiores a mieles de México (Ruiz-Navajas et al. 2011).
Por otro lado, el contenido de antioxidantes determinado por el método de DPPH fue del orden y hasta
levemente superior a los valores encontrados por Ku$ et al. (2014) en mieles polacas. Finalmente, al
comparar los valores obtenidos con los publicados por Ciappini et al. (2013) en mieles monoflorales de
trébol y eucalipto de la region Pampeana Argentina, se encontrd que el contenido de antioxidantes por DPPH
en las mieles analizadas en nuestro trabajo resulto ser similar a los valores obtenidos por estos autores para
mieles de trébol, pero inferiores a los de mieles de eucalipto. Las mieles de la region Andino Patagonica
mostraron el contenido de antioxidantes mas alto utilizando la técnica de ABTS (se obtuvo un valor de
antioxidantes de 0,6 pug equivalentes de Trolox/mg de miel). Para el resto de las regiones el valor oscilo entre
los 0,35 y 0,18 pg equivalentes de Trolox/mg de miel, sin encontrarse diferencias significativas entre los
valores (p > 0,05). El contenido de antioxidantes cuantificado mediante esta técnica resulté muy superior a
los obtenidos por Chang et al. (2011) en mieles Chinas, aunque fueron inferiores a los establecidos por
Ciappini et al. (2013) para mieles monoflorales argentinas. La variabilidad del contenido de antioxidantes en
mieles puede deberse a distintos factores, no so6lo a su procedencia geografica, sino también al
procesamiento, la manipulacion y el almacenamiento (Frankel et al. 1998). Los resultados encontrados en
este trabajo indicarian que a pesar de las diferencias encontradas en muestras del mismo origen geografico, el
contenido de antioxidantes podria ser un indicador de la procedencia de las mismas, especialmente en mieles
de la Patagonia Andina. Para una mejor interpretacion de los resultados se evaluo la interdependencia de las
variables relacionadas con la capacidad antioxidante descriptas en la bibliografia por medio de un analisis de
componentes principales. El grafico Biplot obtenido se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2. Biplot de componentes principales del contenido de antioxidantes (DPPH,
FRAP, ABTS) compuestos fendlicos totales (CFT) en mieles de la region de la provincia de
Buenos Aires (region Oriental, Talar, Paranaense) y de la Patagonia Andina.

El componente principal 1 (CP1) concentrd el 92,0% de la variabilidad, mientras que el componente

principal 2 (CP2) concentré el 7,4% de la variabilidad; esto significa que con las dos primeras componentes 330
es posible explicar el 99,4 % de la variacion total. Tal como se puede ver en el Biplot las mieles de la
Patagonia Andina se caracterizaron por su capacidad antioxidante determinada con la técnica de ABTS y

DPPH. Mientras que las mieles de la region del Talar se caracterizaron por su contenido de compuestos
fendlicos (CFT) y su poder antioxidante determinado con la técnica de FRAP.

Para evaluar la correlacion entre las variables se calcularon los coeficientes de Pearson que representan una
medida de la magnitud de la asociacion lineal entre dos variables que no depende de las unidades de medida

de las variables (Balzarini et al. 2008). La matriz de correlaciones entre variables se puede ver en la Tabla 2.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre pardmetros antioxidantes

DPPH ABTS CFT FRAP
DPPH 1
ABTS 0,9 1
CFT 0,96* 0,8 1
FRAP 0,96* 0,75 0,99* 1

* Correlaciones significativas (p < 0,05)

Se encontraron excelentes correlaciones entre el poder antioxidante medido por las técnicas de FRAP y
DPPH (r = 0,96; p < 0,05) a pesar de que estos dos ensayos se fundamenten en distintos mecanismos.

Ademas, las técnicas de DPPH y FRAP se relacionaron con el contenido de compuestos fenolicos en la
muestra medidos por la técnica de Folin. Los compuestos fenolicos presentes en la miel serian capaces
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entonces de actuar como antioxidantes estabilizando los radicales libres (como el DPPH), y también
actuando como donores de electrones (para reducir el Fe (III) a Fe (II) en el ensayo de FRAP). Sin embargo,
la capacidad antioxidante de las mieles determinada por el ensayo de ABTS no mostré una correlacion
significativa con el CFT. Esto estaria indicando que, los compuestos fenolicos no son los unicos responsables
de la actividad antioxidante observada en las mieles. Probablemente existan otros compuestos (como pueden
ser minerales) que también contribuyen a la actividad antioxidante, y que se refleja principalmente en la
capacidad antioxidante medida por la técnica de ABTS.

Finalmente se utilizo un LDA para encontrar las ecuaciones que mejor discriminen entre muestras de
distintas regiones. La primera dimensiéon (CV1) acumulaba el 71% de la varianza, mientras que la segunda
dimension (CV2) el 23 % de la misma. Las ecuaciones encontradas con las variables originales fueron las
siguientes:

CV1=1,49-0,41 DPPH+14,46 ABTS-0,0046 CFT-0,43 FRAP

CV2=4,25-1,42 DPPH-0,48 ABTS+-0,0025 CFT -0,77 FRAP

En la Tabla 3 se puede ver la tasa de error aparente de discriminacion, obtenidas al clasificar las
observaciones en los posibles grupos a partir de las funciones discriminantes construidas.

Tabla 3. Tasa de error aparente en la clasificacion de las muestras de miel aplicando las ecuaciones

desarrolladas en el LDA

Buenos Aires Buenos  Aires Buenos Patagonia o
Grupo Oriental Paranaense Aires Talar Andina Total Error(%)
Buenos Aires
Oriental 6 0 0 : 6 0
Buenos Aires 3 ) 0 6 50
Paranaense
Buenos Aires 0 ) 4 0 6 33.33
Talar
Patagonia
Andina 0 0 0 6 6 0
Total 7 5 6 6 24 20,83

Tal como se puede ver en la Tabla 3, de las cuatro regiones analizadas, las mieles de la region de de Buenos
Aires Oriental y Patagonia Andina podian ser bien caracterizadas por su capacidad antioxidante y CFT. Sin
embargo, las mieles de la region Parananese y Talar serian indistinguibles. Esto probablemente se deba a que
la flora de ambas regiones suele ser similar debido a sus condiciones climaticas. Para confirmar esto seria
necesario un analisis palinoldgico de las mieles.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indicarian que el contenido de antioxidantes en mieles podria
ser un indicador de la procedencia geografica de las mismas.

El analisis de componentes principales indicé que las mieles recolectadas en la Patagonia Andina se
caracterizaron por contenido de antioxidantes cuantificados con la técnica de ABTS y DPPH. Mientras que
las mieles de la region del Talar se caracterizaron por su contenido de compuestos fendlicos y su poder
antioxidante determinado con la técnica de FRAP.

El analisis de correlacion entre variables indicd que los compuestos fendlicos no son los tinicos responsables
de la actividad antioxidante observada en las mieles. Probablemente existan otros compuestos (como podrian
ser minerales) que también contribuyen a la actividad antioxidante. Esto se refleja principalmente en la
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capacidad antioxidante medida por la técnica de ABTS.
A partir del analisis discriminante lineal se pudo concluir que las mieles de la region de de Buenos Aires
Oriental y Patagonia Andina podian ser bien caracterizadas por su capacidad antioxidante y CFT.
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